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RESUMO

Os moluscos terrestres incluem os animais conhecidos por caramujos,
caracois, lesmas, mexilhdes, ostras, vieiras, lulas e polvos, sendo que existem cerca de
50.000 espécies descritas em todo mundo.

Os caramujos da espécie Achatina fulica sdo popularmente conhecidos como
falso escargot ou caramujo gigante africano. Pertencem a familia Achatinidae da
subclasse Pulmonata, que agrupa milhares de espécies em todo o mundo. Dentre todas
essas espécies a A. fulica € sem duvida o grupo de gastrépodos mais bem sucedido na
invasao ao ambiente terrestre, ficando quase sempre restrita a areas urbanas ou
agricolas.

O olfato indica ser a principal modalidade sensorial, pois possuem olhos
rudimentares e ndo possuem o6rgaos auditivos. Os sinais olfatérios sado suficientes para
permitir exatiddo na orientagdo para uma variedade de estimulos, como alimentacgao,
area de vida, individuo coespecifico e agregacgéao.

Por ser uma espécie exoética, nativa da Africa, ndo possui predador natural no
Brasil, e tem uma capacidade reprodutiva muito elevada, que é capaz de assolar a

malacofauna nativa e tornar-se com rapidez uma praga agricola de dificil controle.

Ha varios casos de impactos ambientais, prejuizos econdmicos e problemas
de saude publica em todos os continentes onde foi introduzido. No Brasil essa situagao
nao é diferente, pelo menos 22 estados apresentam superpopulagdes de A. fulica. Trata-
se de uma das 100 principais espécies invasoras a nivel mundial, sendo que no estado
do Parana é encontrada em maior abundancia no litoral.

Este trabalho esteve direcionado para o desenvolvimento de conhecimentos
que permitissem avaliar, propor e estabelecer uma forma de manejo seletiva e de menor
impacto ambiental possivel para A. fulica.

A metodologia utilizada buscou estudar o comportamento dos individuos
desta espécie frente a individuos coespecificos, ao muco coespecifico, o qual pode atuar
na comunicagao dos animais através da liberacdo de compostos e também em relagéo a

algumas matrizes alimentares. Posteriormente procedeu-se a identificacdo dos
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compostos nos materiais que apresentaram atratividade em bioensaios realizados em
laboratorio.

Os resultados obtidos mostram pouca eficiéncia de atragdo para individuos
co-especificos, bem como para o muco coespecifico, indicando a baixa possibilidade de
uma forma de manejo através de feromoénios. No entanto o estudo comportamental
realizado foi fundamental para o conhecimento mais efetivo sobre a possibilidade de
comunicagao quimica em A. fulica e os casos em que se mostra mais relevante.

Dentre as matrizes alimentares testadas, duas apresentaram um resultado
satisfatorio, possibilitando um estudo mais detalhado dos compostos volateis por elas
emitidos, que podem exercer importante papel na comunicagao quimica com A. fulica.
Os compostos volateis emitidos pelas duas matrizes foram coletados através da técnica
de aeragdo e de “Purge and Trap” e analisados por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas. Aldeidos foram encontrados em ambas as matrizes
alimentares bem como no muco dos individuos em diferentes estagios de
desenvolvimento, podendo estar envolvidos na atratividade das matrizes. Outros
compostos comuns nas matrizes estudadas sdo as metilcetonas e os ésteres
metilicos.

A comprovacao da eficiéncia desses compostos na atratividade de A. fulica
abriria uma interessante perspectiva de controle desta importante praga atraves de uma
metodologia de captura seletiva, de baixo impacto ambiental, que certamente se
consistiria em ferramenta de destaque para ser aplicada conjuntamente com outras

metodologias em programas de Manejo Integrado de Pragas.



1. INTRODUCAO

Os moluscos terrestres incluem os animais conhecidos por caramujos,
caracois, lesmas, mexilhdes, ostras, vieiras, lulas e polvos, sendo que existem cerca de
50.000 espécies descritas em todo mundo (SCHWANKE & MELO, 2002). Se forem
consideradas as espécies nao descritas estima-se a existéncia de aproximadamente
200.000 espécies (van BRUGGEN, 1995). Os moluscos terrestres pertencem ao
segundo maior filo animal em termos de diversidade no numero de espécies descritas, e
suspeita-se que esse pode ser o maior grupo taxandmico de espécies em extingdo. No
filo incluem-se representantes de duas classes: Bivalvia e Gastropodos dos quais, esta
ultima, forma um grupo heterogéneo que provavelmente experimentou varias invasdes
ao ambiente terrestre (THIELE, 1931). Assim, somente uma mindscula fragao de
moluscos conhecida teve seu estado de conservagido adequadamente avaliado
(LYDEARD et al.,, 2004). Sendo este um indicativo de que o conhecimento sobre
moluscos estd muito aquém do ideal, e 0 mesmo ocorre em relagdo a sua dispersao,
principalmente no caso de moluscos terrestres (SIMONE, 1999).

A classificagdo tradicional da classe Gastrépoda, divide o taxon em ftrés
subclasses: Prosobranchia, Opisthobranchia e Pulmonata (THIELE, 1931). A subclasse
Pulmonata, com base em sua enorme diversidade, apresenta trés subordens e cerca de
25 superfamilias, agrupando milhares de espécies em todo o mundo (VAUGHT, 1989).
Recebe o nome de Pulmonata devido a modificagdo da cavidade palial em um pulmao,
quase todo fechado em uma camara. Segundo Simone (1999) é sem duvida o grupo de
gastropodos mais bem sucedido na invasdo ao ambiente terrestre, ndo sendo observada
com freqUéncia a invasao de areas naturais por esses organismos, ficando restrita quase
sempre a areas urbanas ou agricolas (RAUT & BARKER, 2002). Nos ecossistemas
florestais atuam como fornecedores de matéria organica e acumuladores de calcio. A
maior parte dos moluscos terrestres vive no solo e na vegetagao perto dele,
alimentando-se de serapilheira ou folhas tenras (SIMONE, 1999). Alguns vivem em
arvores e alimentam-se raspando suas cascas e extraindo os organismos que ali vivem
elou a propria celulose (RAUT & BARKER, 2002). Ha espécies que sao restritas a
ecossistemas estaveis enquanto a ocorréncia de outras indicam habitats degradados
pelo abuso humano. Assim, algumas espécies de moluscos sdo excelentes indicadores
das condi¢des ambientais. (TATTERSFIELD et al., 1998).

Os moluscos apresentam grande importancia para o homem como alimento,
como agentes de reciclagem nos ecossistemas, como fontes de importantes substancias
medicinais e de pesquisa contribuindo para o entendimento da genética, do processo

evolutivo e no controle biolégico de outras pragas. Algumas espécies sao vetores de



doengas para humanos e outros animais; outras se constituem em importantes pragas
agricolas (SIMONE, 1999). E, por exemplo, o caso do famoso caramujo-do-cajé,
Oxystyla pulchella (SPIX, 1827), que assolou as plantagbes paulistas no inicio do século
XX (FONSECA, 1936; BOFFI, 1979).

Apesar da alta diversidade e importancia ecoldgica, os moluscos terrestres
tem sido proporcionalmente pouco estudados. Os trabalhos mais freqlentes sobre
levantamentos faunisticos, impactos ambientais e assuntos correlatos, raramente levam
em conta os moluscos. Praticamente todas as regides naturais do Brasil carecem de
estudos mais detalhados sobre a biodiversidade dos moluscos terrestres (SIMONE,
1999).

Tattersfield, (1998) apresentou um estudo das principais espécies de
moluscos terrestres descritas na regido leste da Africa onde relata a ocorréncia de 9
espécies diferentes pertencentes a Achatinidae. Dentre outras, constatou-se que o
percentual de representacao de Achatina fulica Bowdich, 1822, naquela regido nao se
encontra entre os trés maiores grupos. Outro trabalho que descreve as possiveis
espécies da familia Achatinidie encontradas em lavouras com sinais de devastagao,
relatam a A. fulica como praga do café (coffea linnaeus spp., Rubiaceae) na Tanzania
(MEAD, 1961). No entanto outras espécies da familia Achatinidae aparecem como
responsaveis pela devastacdo nos cultivos de banana, alface, mamao-papaia, e
inumeros outros.

Um problema ainda mais grave, que assola a malacofauna nativa, além de
causar prejuizos econdmicos e riscos a saude, é a introdugédo descontrolada de espécies
exoticas. Relatos de espécies européias como as lesmas da familia Limacidae, os
caracdis como Bradybaena similaris FERUSSAC 1821, sdo apenas alguns exemplos de
importantes pragas em plantagdes de hortalicas e flores no Brasil (BOFFI, 1979). Ha
outras espécies exodticas como Helix aspersa Miiller 1774, que remontam ha mais de um
século (REEVE, 1854). Porém, Simone (1999) afirma que nao se havia observado uma
invasao de areas naturais por esses organismos exoéticos até ocorrer a introdugéo de
uma espécie tropical, proveniente da Africa, a A. fulica (TELES et al., 1997) a qual se

torna com rapidez uma praga agricola de dificil controle (SIMONE, 1999).

1.1. Achatinidae

Os moluscos da familia Achatinidae sdo nativos da Africa e o registro do
maior féssil de Achatinidae é do Pleistoceno (SOLEM, 1979a). A familia é representada
por cerca de 200 espécies em 13 géneros (RAUT & BARKER, 2002). No entanto, dessas

diversas espécies de A. fulica, € a que mais se dispersou por todo mundo a titulo de



promover alimento barato, tornando-se uma praga devastadora em muitos paises
(SIMONE, 1999).

Mead (1950a, 1995, 1998) postulou que os antecessores da Achatinidae
tiveram origem no norte da Zambezia. No entanto, nenhuma andlise de carater
quantitativa foi apresentada até agora para explicar os relacionamentos filogenéticos
dentro da familia (MEAD, 1998). Assim a histéria evolutiva da Achatinidae permanece
em sua maior parte desconhecida (RAUT & BARKER, 2002). Hoje a Achatinidae ocupa
praticamente toda a Africa subsaariana, sendo que sua diversidade é consideravelmente
mais baixa no sul e nordeste da Africa (van BRUGGEN, 1969, 1986). Na Africa central e
no oeste, espécies de Achatina sdo confinadas a areas Umidas, a0 mesmo tempo em
que espécies Archachatina encontram-se distribuidas em regides menos uUmidas
(HODASI, 1984). De acordo com J. Bequaert, individuos dessa familia sao
essencialmente das planicies, pois nas montanhas e nas areas de maior altitude da
Africa central o nimero de espécies e individuos diminui sendo que acima de 1500 m
nao sdo mais encontrados (PILSBRY, 1919).

Os individuos da familia Achatinidae, assim como outros moluscos terrestres,
entram em estivagdo por muitos meses, durante periodos adversos do clima ou no
inverno. Costumam enterrar-se no solo (SIMONE, 1999) e formam uma camada
protetora, o epifragma, a fim de fechar temporariamente a abertura da concha, o que
aumenta sua chance de sobrevivéncia (RAUT & GHOSE, 1984). Mesmo espécies que
vivem em florestas Uumidas, podem estivar durante os meses mais secos (RAUT &
BARKER, 2002).

Certamente, diversas espécies da familia Achatinidae exibiram uma grande
adaptacdo a mudanga ambiental causada pela usurpagdo humana e a modificagao das
florestas. Algumas espécies dessa familia evidentemente sdo bem adaptadas ao
disturbio humano na floresta Umida e podem ser abundantes nas lavouras (RAUT &
BARKER, 2002). Ha relatos ocasionais, de varias partes da Africa, onde grupos de
individuos da familia Achatinidae, causam danos em diversas espécies de plantas de
cultivo. Entretanto, muitas dessas situagdes sao relatadas superficialmente ja que séo
coletadas para obter carne, principalmente pelos povos mais pobres do oeste e centro
da Africa (BEQUAERT, 1950a). No entanto, somente algumas espécies séo consumidas
pelos africanos como: Achatina Achatina, Achatina monochromatica Pilsbry, Achatina
balteata Reeve, Archachatina marginata (Swainson), Archachatina degneri Bequaert &
Clench e Archachatina ventricosa (Gould). Dentre estas, os povos do oeste da Africa tem
preferéncias diferentes: a espécie mais apreciada é a A. marginata na Nigéria e A.
degneri, em Ghana (HODASI, 1989; OLUFOKUNBI et al., 1989). Assim o maior interesse

comercial na Africa é por A. achatina, A. marginata, A. degner e A. ventricosa.



Varias espécies foram distribuidas pela acdo humana mesmo na Africa, e
invadiram diferentes regides dentre as quais: A. balteata na Guiné, A. zebra na regiao sul
e A. marginata em Ghana, sdo alguns exemplos. Geralmente a escala natural da A.
fulica & considerada a costa leste da Africa, incluindo suas inumeras ilhas (PILSBRY,
1904; BEQUAERT, 1950A), mas pelo menos parte desta escala deve ser devido a
introdugdes por seres humanos (VERDCOURT, 1961).

1.2. Achatina fulica

Observa-se que atualmente ha pouca informacao sobre o perfil econdmico de
A. fulica nas regides invadidas. Entretanto, dentro de um curto periodo de sua
introducao, essa espécie dominou a familia Achatinidae da Costa do Marfim e em Ghana
tornando-se uma importante praga agricola (von STANISLAUS et al., 1987), que
particularmente, ndo é aceita como uma espécie comestivel pelos povos africanos
(RAUT & BARKER, 2002). Mesmo assim, vem sendo introduzida a titulo de promover
alimento barato e ao mesmo tempo nutritivo a populagdo necessitada, por causa do
tamanho avantajado e da rapida adaptacao (SIMONE, 1999).

Visto que os povos locais ndao aceitam A. fulica como uma espécie
comestivel (RAUT & BARKER, 2002), a dispers&o fora de Africa foi discutida por varios
autores, incluindo van Weel (1948/49), Lange (1950), Bequaert (1950a), Rees (1951),
Mead (1961, 1979a), Wolfenbarger (1971), Lambert (1974), Srivastava (1992), Civeyrel e
Simberloff (1996) e Cowie (2000). Bequaert (1950a) concluiu que a propagacgao de A.
fulica desde o seu local de origem no continente africano e Madagascar as ilhas do
Oceano Indico, da India, e do Pacifico é inteiramente devido ao transporte humano,
geralmente deliberado, e em poucos casos acidental.

A. fulica é extremamente voraz e alimenta-se de quase tudo que vem ao seu
alcance, entretanto a espécie foram atribuidas propriedades medicinais tornando-se um
dos motivos de sua introdugdo em muitas ilhas do oceano indico. De 14 os naturalistas
introduziram na india e em Sri Lanka. Em 30 anos foi espalhada por todo leste da Asia e
apos a segunda guerra invadiu inumeras partes do mundo (RAUT & BARKER, 2002).

O advento da Achatinidae no mercado mundial incentivou sua reprodugdo em
cativeiro, o que foi estabelecido para diversas espécies em diferentes partes do mundo
(MEAD, 1982; UPATHAM ET AL., 1988; RUNHAM, 1989; MONNEY, 1994), aumentando
o potencial para sua maior propagacao. Quantidades consideraveis de carne sao
exportadas para Europa e América a partir de Taiwan, China e outros paises asiaticos
(MEAD, 1982). Além disso, o interesse continuo em sua carne tem levado a expansao

da industria na América do Sul e foi responsavel pelo mais recente estabelecimento de



populagdes selvagens de A. fulica em muitas regidées do Brasil, incluindo S&do Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Parana e Santa Catarina (TELES et al., 1997).

Os individuos da familia Achatinidae s&o noturnos e dependem da
disponibilidade de umidade para permanecerem ativos (RAUT & BARKER, 2002),
mesmo a temperaturas abaixo de 10°C (MEAD, 1979a; RAUT E GHOSE, 1984), porém
submetem-se a estivacdo nos periodos secos. Eles estivam individualmente ou em
agregacoes de 100 animais ou mais (RAUT, 1978; SRIVASTAVA, 1992), com a abertura
da concha orientada para baixo e selada com o epifragma (RAUT & GHOSE, 1984). Os
caramujos tem tendéncia a enterrar-se no solo, mesmo quando nao estdo estivando
(NISBET, 1974), portanto encontrar A. fulica descansando em paredes ou em troncos de
arvore caracteriza a falta de lugar para o “homing” e pode servir como indicativo de
elevada taxa populacional (RAUT & BARKER, 2002).

Alimentam-se de plantas frescas e suculentas, antes da estivagdo, como uma
estratégia para hidratagdo do corpo (RAUT & GHOSE, 1983a). O tempo de alimentagao
em um local depende da qualidade e a quantidade do alimento, e também ¢é intercalada
com periodos de descanso (RAUT & BARKER, 2002). Observou-se que individuos
adultos, retornam ao mesmo local de descanso apds cada atividade noturna, enquanto
os imaturos apresentam a tendéncia de utilizar locais de descanso diferentes a cada dia
(TOMIYAMA, 1992).

O direcionamento para a area de vida em gastropodos terrestres mostrou ser
mediado pelo acompanhamento das trilhas de muco e quimiorecepcdo de odores
transportados por via aérea (CHELAZZI, 1991; COOK, 2001). A constatacdo de que os
animais conseguem retornar para os locais de homing, apesar de estarem afastados até
30 metros (TOMIYAMA, 1992) sugere que a quimiorecepgao pode estar envolvida com
o comportamento de direcionamento da A. fulica (RAUT & BARKER, 2002).

1.2.1. Taxonomiada A. fulica

Na fase adulta (Figura 01) os individuos de A. fulica sdo de grande porte,
podendo atingir 20 cm de comprimento de concha e pesar até 200 g (TELES et al.,
1997). O corpo é de tonalidade cinza-escura e as conchas possuem faixas de coloragao

variavel, de castanho até levemente arroxeada.



Figura 01 - A. fulica adulto Figura 02 - A. fulica jovem

Quando jovens (Figura 02) podem ser confundidos com algumas espécies
nativas, como as que pertencem ao género Megalobulimus, que apresentam a concha
em formato de espiral cbnica, coloragdo mais clara e borda mais espessa (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, 2006a).
Portanto é fundamental saber identificar a A. fulica, diferenciando-a de espécies nativas,
e para isso algumas diferencas foram apresentadas na Tabela 01.

Os ovos de A. fulica sdo de coloragcdo branco-leitosa ou amarelada, com
tamanho um pouco maior que uma semente de mamao. Seus ninhos ficam enterrados
de 4 a 6,8 cm de profundidade, porém em locais com solo mais compacto as posturas
sdo observadas proximas a superficie (FRANCO e BRANDOLINI, 2007).

Tabela 01 — Principais diferengas entre o caramujo A. fulica e outras espécies.

Filo: Molusca Achatina fulica Megalobulimus sp Thaumastus sp Helix sp

Classe: Gastripoda _
Subclasse: Pu ||Pn onata (caramujo gigantz qfricans) (caramujo da boca rosada) fescargot verdadeirs)

Ordem: Stylommatophora
Subordem: Sigmurethra
Superfamilia; Achatinoides
Familia: Achatinidae
Género: Achatina
Espécie: Achatina fulica

Bowdich, 1822
Habitat Terrestre Terrestre Terrestre Aquatico/ Terrestre
. Marrom escuro com De marrom claro De marrom a Listras escuras
Coloracdo da Concha | jigprac eshranquigadas a rosado Marrom escuro circulares
Formato da Concha Espiral cénica Espiral cénica Espiral cénica Espiral circular
Abertura da Concha Borda fina Borda espessada B“;‘i;;::::igmte Borda fina

Créditos das fotos: Achating, Megalobulimus e Theumastus - Vincent Kurt Lo, Helix - Airton De Grands,



1.2.2. Agregacéo

O comportamento gregario € caracteristico da espécie, porém parece estar
relacionado a elevadas populagdes, idade, parentesco e horario do dia (CHASE, 1982),
sendo fundamental para protecéo contra a dissecacgao e predacao.

O comportamento gregario de A. fulica também tem um componente muito
relevante tanto na defesa contra as condi¢gdes adversas do meio e predadores, como no
direcionamento para o local mais favoravel ao crescimento. Chase et al. (1978, 1980)
relacionaram a agregacado com a idade dos animais, o fato de serem de uma mesma

ninhada e o horario do dia.

1.2.3. Reproducéao

A tendéncia a foragear é suspendida quando A. fulica esta na fase de
acasalamento.

Antes de alcancar a maturidade sexual, o que ocorre antes de completarem
um ano de vida, os individuos de A. fulica sdo machos. Na ultima etapa da fase macho
os individuos iniciam a cépula e depois de alguns meses ocorre 0 desenvolvimento dos
6rgaos femininos e a oviposicdo completando o desenvolvimento sexual (MEAD, 1949).
No geral, A. fulica atinge a maturidade com 5 a 8 meses, em condicdes de campo
(LEEFMANS, 1933; van WEEL, 1948/49; MEAD, 1949, 1961; van der MEER MOHR,
1949a; BEQUAERT, 1950a; KONDO, 1964; PAWSON & CHASE, 1984; RAUT, 1991).
No entanto, quando o crescimento € interrompido pela letargia do inverno, os primeiros
ovos hdo sao produzidos até a idade de 12 a 15 meses (GHOSE, 1959; SAKAE, 1968;
SUZUKI, 1981; NUMASAWA E KOYANO, 1987; TOMIYAMA, 1993).

Na fase adulta os individuos sdo hermafroditos e se fertilizam mutuamente,
com cépula simultanea (Figura 03), ovipositam mais de 200 ovos por vez (Figura 04). A
freqliéncia da oviposicdo varia com a duragcdo do periodo favoravel para a atividade
(MEAD, 1961), porém estudos demonstram que ocorrem cerca de trés vezes por ano
(VASCONCELLOS & PILE, 2001), durante pelo menos trés anos de vida (KEKAUOHA,
1966; RAUT; BARKER, 2002).

A auto-fecundacdo pode ocorrer, mas 0s animais virgens conseguem
desenvolver menos de 10 ovos e ainda com taxa de fecundidade comprometida.
Portanto, a fertilizacdo cruzada é necessaria para a colocagdo de uma quantidade de
ovos suficiente para assegurar a perpetuacao da espécie (OLSON, 1973). Os individuos
receptivos a um companheiro podem ser distinguidos por seu orificio genital dilatado e
pela saliéncia ocasional do parceiro (RAUT E GHOSE, 1984).



Ap6s um periodo de incubagéo de 71 a 112 dias ocorrem as eclosdes (RIOS
et al., 2004). Os dados disponiveis avaliados por Tomyiama e Miyashita (1992) indicam
um potencial reprodutivo consideravelmente alto de A. fulica comparados a outras
espécies de Achatina e Achachantina. Assim a comparagdo com o caramujo nativo
brasileiro, Megalobulimus, torna-se de certo modo até injusta. O caramujo nativo desova
de maio a setembro e de novembro a fevereiro com um tamanho de ninhada variando
entre 1 e 3 ovos, aliado ainda, ao fato de ter sido constatada uma baixa taxa de ecloséao
em condi¢des laboratoriais o que pode estar ocorrendo também na natureza (RIOS et
al., 2004).

A. fulica pode viver ao longo de 9 anos em cativeiro (van LEEUWEN, 1932),

porém em campo a longevidade é de 3 a 5 anos em média (MEAD, 1979a; SUZUKI E
YASUDA, 1983; TOMIYAMA, 1993).

Figura 03 — Individuos adultos Figura 04 — Individuo adulto com
em cépula concha quebrada e ovos a vista

1.2.4. Meméria Odorifera

Um tipico padrdo de comportamento, que segue a saida do ambiente de
vida, € a movimentagéo diretamente para as areas de plantas preferidas em jardins ou
lavouras. Tal comportamento em adultos é possivelmente reforcado por uma memodria
odorifera a longo prazo (CROLL & CHASE, 1977) e pela alimentagao seletiva, auxiliada
pelo olfato.

O olfato indica ser a principal modalidade sensorial, pois possuem olhos
rudimentares e ndo possuem orgaos auditivos. O olfato, utilizado para a detecgéo e
localizacdo de objetos a distancia, € aparentemente uma modalidade sensivel e
funcionalmente complexa. Os sinais olfatérios sao suficientes para permitir exatidao na
orientacdo para uma variedade de estimulos, como por exemplo, area de vida
(EDELSTAM & PALMER, 1950; GELPERIN, 1974; CROLL & CHASE, 1977, 1980).



Individuos de A. fulica apresentam dois centros de recepcao olfativa: os
tentaculos oculares para substancias volateis e a boca para substincias de contato
(CHASE, 1981; CHASE & CROLL, 1981, CHASE & RIELING, 1986, CHASE &
TOLLOCZKO, 1986; LEMAIRE & CHASE, 1998).

Croll e Chase (1980) verificaram que a A. fulica possui meméria odorifera.
Esse animal se orienta para os odores do alimento que comeu e essa memoéria dura em
torno de quatro meses. Esse € um mecanismo importante para o animal, uma vez que
pode evitar alimentos pouco nutritivos ou com efeito aversivo. Além disso, os animais
usam os odores para localizagdo da area de vida, mesmo que comam outras coisas. O
contato por 12 horas com o alimento ja é o suficiente para A. fulica memoriza-lo como
preferencial por 12 a 16 horas. A funcionalidade do mecanismo é explicitada quando
esses resultados sédo extrapolados para o animal em campo, que entra em repouso no

inicio da manha e que espera em torno de 12 horas para voltar a forragear.

1.2.5. Muco

O muco de A. fulica &€ composto pela achacin que é uma substancia
visoelastica mucoglicoproteica obtida através da secregao de diferentes glandulas que
tem um contexto muito importante na biologia do animal, uma vez que promove protecao
contra microorganismos e desidratacdo, mas sua viscosidade auxilia também na
locomogao, captura de alimentos, reproducao e osmorregulacdo (MARTINS et al., 2003;
JEONG et al., 2001; LORENZI & MARTINS, 2008). A composi¢ao quimica do muco pode
ser afetada pelas condi¢des fisicas e alimentares do animal (JEONG et al., 2001;
LORENZI & MARTINS, 2008). O muco pode também atuar como veiculo para a
liberagdo de compostos quimicos que seriam empregados na comunicagao dos animais,
como os feroménios (CHASE & BOULANGER, 1978, CHASE, 1982).

1.3. Facilidade de Disperséo e Instalacéo

O caramujo africano A. fulica é uma espécie invasora de importancia mundial
por desencadear impactos ambientais, econémicos e de saude publica em diferentes
locais onde foi introduzida para ser criada comercialmente (MEAD, 1961, RAUT;
BARKER, 2002; SANTOS et al., 2002). De acordo com Alowe et al. (2004) A. fulica esta
entre as 100 principais espécies invasoras do mundo, pois foi introduzida em diversos
paises, apresentando grande sucesso de adaptacéo e dispersdo. No Brasil pelo menos
22 estados apresentam superpopulacdes de A. fulica (VASCONCELLOS & PILE, 2001;
TELES et al., 1997).
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Autores como Cowie (1998) e Simberloff e Gibbons (2004) tem hipotetizado
que as populacdes de A. fulica passam por trés estagios: inicialmente poucos individuos
chegam a um novo ambiente, entdo a populagdo cresce rapidamente, originando
animais grandes e vistosos. Logo apods, os individuos atingem a maturidade com
tamanho cada vez menor, ficando suscetiveis as doencgas e sua populagao diminui até a
extingdo. No litoral do Parana, Fischer e Colley (2004), verificaram extingbes de
populagdes em alguns terrenos e explosdes populacionais em outros. Caso essa
hipétese esteja correta, mecanismos de extingdo e colonizagdes ocorrem
intermitentemente promovendo a renovacgao das populacoes.

A dispersdao passiva de A. fulica é bem documentada, podendo ser
intencional ou acidental (RAUT & BARKER, 2002). No entanto, pouco se sabe sobre a
dispersdo ativa, em que o animal toma a iniciativa de se deslocar e colonizar novos
sitios. Segundo Tomiyama e Nakane (1993), cada individuo pode deslocar-se em média
500 metros a cada 6 meses. Uma area de vida fixa € amplamente discutida na literatura.
Mead (1961) acredita que tenham uma tendéncia limitada de permanéncia em um
mesmo sitio, enquanto Tomyama (1992, 1996, 2002) traz evidéncias que os adultos
velhos sdo mais territoriais do que os adultos jovens. Mead (1961) se refere a uma
‘reacdo de escape” gerando “migracdo em massa’ que pode ter um contexto ciclico,
porém nao sao conhecidos os fatores intrinsecos e extrinsecos desencadeadores desse
comportamento. A prova da existéncia desse fenbmeno contribuiria muito para
compreensdo dos mecanismos de dispersdo, considerando-se ainda, as elevadas taxas
de re-colonizagdo desse animal (SIMIAO & FISCHER, 2004, FISCHER & COLLEY,
2004).

1.4. Invasao da A. fulica no Estado do Parana

No Parana, a espécie é encontrada em abundéncia no litoral (FISCHER &
COLLEY, 2004, 2005; SIMIAO & FISCHER, 2004), no entanto, o aumento desses
moluscos se deu nos ultimos doze anos, uma vez que em 1994 apenas 0s municipios de
Antonina e Morretes apresentavam a ocorréncia da espécie (KOSLOSKI & FISCHER;
2002).

Caso o ambiente ofereca condigbes de abrigo e alimento, tem-se uma alta
taxa de recrutamento. Segundo Raut e Barker (2002) uma alta densidade corresponde a
mais de 102 animais/m2. No litoral do Parand, altas densidades s3o encontradas em
pontos de infestacdo (SIMIAO & FISCHER, 2004; FISCHER & COLLEY, 2004), porém
nao se sabe se sido devido as condicbes especificas desses sitios, ou se 0s espagos

vazios ainda serdo colonizados.
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1.5. Consequéncias da Invasdo de A. fulica para Espécies Nativas

Os moluscos nativos s&o rapidamente e irreversivelmente sobrepujados, na
presenga de A. fulica, a qual também invade areas naturais, competindo deslealmente
com as demais espécies (SIMONE, 1999). A. fulica invadiu todas as regides do estado
de Sao Paulo em poucos anos e uma avaliagdo do prejuizo sobre a malacofauna local e
medidas para seu controle nem sequer comegaram (SIMONE, 1999).

Na regidao de Floresta Atlantica o maior impacto deve ocorrer sobre as
espécies de caramujos gigantes nativos do género Megalobulimus. Existem alguns
relatos que na presenga do caramujo invasor eles entram em estivagao e morrem. Esses
caramujos possuem o0s mesmos habitos alimentares e ocorrem em ambientes
alternados, logo a grande quantidade de A. fulica € um ponto desfavoravel na utilizagao
dos recursos e pode levar a diminuicdo da populagcédo das espécies nativas. Atualmente,

muitas espécies nativas estao presentes na lista de espécies ameacadas (MMA, 2003).

1.6. A. fulica como praga agricola

O caramujo gigante africano é conhecido por sua natureza destrutiva e € uma
das maiores e mais danosa praga do mundo e tem causado sérios danos econdémicos na
india, Sri Lanka, Malasia, China, Taiwan, Japao, Filipinas, Havai, Samoa, Taiti, Nova
Guiné e Indonésia (ANONYMOUS, 2000). No Brasil, sua presenca em grande numero
na quase totalidade do territério nacional, aliada a auséncia de predador natural (TELES
et al., 1997; SANTOS et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; FISCHER & COLLEY, 2004)
e de uma metodologia alternativa de controle, o coloca como uma das principais pragas
emergentes.

Em paises de clima tropical, os prejuizos para a agricultura sao ainda
maiores. Primeiramente, porque ha perda de produtividade na colheita devido ao ataque
destes herbivoros, sem contar o ataque a outras plantas que fornecem o enriquecimento
da camada superficial do solo. Podem também transmitir organismos patogénicos para
as plantas. Em segundo lugar, ha o custo do trabalho e dos materiais associados com a
geréncia da praga. Terceiro, ha perdas como a limitagdo dos tipos de plantagbes que
podem ser cultivadas, devido as mudancas do ambiente e a presenca de A. fulica.

Pode-se ainda considerar os prejuizos ao ambiente natural causados por:
herbivoros em plantas de espécies nativas; alteracdo no ciclo dos nutrientes com o
grande volume de planta que passam através do intestino desses individuos sob altas
condicbes de infestacdo; efeitos adversos em gastrépodos nativos com os quais podem

surgir fendbmenos de competicdo pelos recursos além de sujar o habitat natural com
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fezes e muco, contando também a possivel ocorréncia da predagao caso haja insergao
de algum agente de controle biolégico; e por fim pelos efeitos adversos nos gastrépodes
nativos que podem ser atingidos pela aplicagcao de inseticidas quimicos, n&o seletivos.

Alguns autores como Civeyrel e Simberloff (1996) sugerem que o declinio da
populacdo é inevitavel apds um periodo inicial de infestagdo severa, o que nao faria da
A. fulica uma praga tdo devastadora. Porém ha registros de algumas areas onde A. fulica
persistiu em niveis pestiferos por muitas décadas. No entanto ha pouca informacao
sobre a resisténcia de sistemas agricolas sujeitados a infestacdo da praga por periodos
prolongados (RAUT & BARKER, 2002).

A lista de plantas cultivadas suscetiveis a A. fulica é extensa, e inclui
espécies decorativas, medicinais e cultivos de importadncia econbémica (RAUT &
BARKER, 2002). Em varios paises onde A. fulica foi introduzida, tornando-se praga, o
cultivo de inumeras plantas como meldao de agua (Citrullus lanatus (Thunberg);
Matsumura & Nakai; Cucurbiticeas) e mamao papaia (Carica papaia Linnaeus;
Caricaceae) (CHAMBERLIN, 1952; RAUT E GHOSE, 1984) tornou-se economicamente

inviavel devido ao ataque devastador da A. fulica.

1.7. Doencas e Formas de Transmisséo

Individuos de A. fulica também sao portadores de agentes etiolégicos de
doengas humanas e veterinarias, como o causador de meningo-encefalite (TELES et al.,
1997). A transmissdo dessa meningite eosinofilica por A. fulica deve ser considerada por
se tratar de hospedeiro intermediario de Angiostrongylus cantonensis, Chen (1935)
(KLIKS & PALUMBO, 1992). Essa zoonose ja foi registrada em Cuba em 1981 (AGUIAR
et al., 1981); e em Porto Rico, em 1986, onde foram encontrados roedores parasitados
por esse nematédeo (ANDERSEN et al., 1986). Nos Estados Unidos foram detectados
em ratos (CAMPBELL & LITTLE, 1988), em macacos (GARDINER et al., 1990), em
humanos (NEW et al., 1995) e em cavalos (COSTA et al., 2000). No Brasil ha relatos de
alguns casos isolados na cidade de Cariacica e Vila Velha no estado do Espirito Santo,
até entdo ndo encontrado na América do Sul. As larvas e moluscos de A. fulica de Sao
Vicente (SP) foram analisados e apresentaram os perfis compativeis com A.
cantonensis. A hipotese levantada é que a introdugdo do parasito ocorreu através de
roedores proveniente de navios do continente asiatico (AGENCIA FIOCRUZ DE
NOTICIAS, 2007).

Outra espécie de parasita, Angiostrongylus costarisensis (MORERA &
CESPEDES, 1971), encontrada do sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina
(GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1991 a, b; PENA et al., 1995; SILVA et al., 2003) transmite a
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angiostrongilose abdominal (ALICATA, 1991). No Brasil, foram registrados casos nas
Regides Sul, Sudeste e no Distrito Federal sendo a maior prevaléncia no Rio Grande do
Sul (WAISBERG et al., 1999; SILVA et al., 2003 e MENTZ et al., 2004), entretanto ndo é
descrita nenhuma relagdo com os provaveis vetores que promoveram esta infeccéo
(THIENGO, 2003).

A infeccdo humana é acidental, ocorrendo através da ingestdo de verduras e
agua contaminadas com as larvas de terceiro estadio do parasita (TELES et al., 1997).
Nao ha relatos de exemplares de A. fulica naturalmente infectados por A. costaricensis,
porém nao pode ser descartada a possibilidade dessa espécie atuar como hospedeiro
intermediario desse nematdédeo, devido a dois importantes fatores na epidemiologia da
transmissao de parasitoses, a inespecificidade de hospedeiro intermediario do parasita e
a alta capacidade reprodutiva de A. fulica (TELES et al., 1997; TELES & FONTES 1998;
VASCONCELLOS & PILE 2001).

CARVALHO et al.,, (2003) verificaram em experimentos laboratoriais o
potencial do caramujo africano como vetor da Angiostrongiliase, mostrando razoavel
suscetibilidade a infeccdo por larvas de Angiostrongylus costaricensis. Assim a
transmissdo humana ou veterinaria de Angiostrongiliase por A. fulica parece s6 uma
questao de tempo, pois o0 verme, os hospedeiros intermediarios e definitivos coexistem.
Adicionalmente, A. fulica € o unico caracol no Brasil a atingir densidade suficiente,

durante todo o ano, para facilitar o estabelecimento do parasita.

1.8. Possibilidades para o Controle Alternativo de A. fulica

Diversas estratégias fisicas, quimicas e biolégicas tem sido utilizadas no

controle de A. fulica.

1.8.1. Controle fisico

O controle fisico requer primeiramente a catagao e destruicdo dos caramujos
e seus ovos das areas infestadas, e ainda é considerado o método mais eficiente de
manejo para A. fulica em mais de 100 paises (THIENGO, 2003), embora proporcione um
controle apenas temporario (PETERSON, 1957c). Apdés a catagdo recomenda-se
incinerar os moluscos, quebrar as conchas e enterra-las (THIENGO, 2003), para evitar o
acumulo de agua o que poderia facilitar o desenvolvimento das larvas de insetos
transmissores de doengas como a dengue.

Uma alternativa para facilitar a catacao é a utilizacao de iscas como alface e

couve, testadas por Martins et al. (2007) que constataram maiores quantidades de
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individuos de A. fulica atraidos em noites mais frias, devido a alta umidade. Isto ressalta
a importancia de se considerar fatores como o horario, temperatura, umidade relativa do
ar e a proximidade das iscas em relagcdo ao foco dos animais. Deve-se levar em conta
ainda que nas estacdes chuvosas, quando os caramujos estdo mais ativos, a eficiéncia
destas diminui consideravelmente (RAUT & BARKER, 2002).

1.8.2. Controle biolégico

Uma das formas de controle dos caramujos A fulica é a introdugcdo de um
inimigo natural. Ratos foram introduzidos por Poloneses (Rattus exulans), e Europeus
(Rattus rattus, Rattus norvegicus) para predar um caramujo nativo (HADFIELD et al.,
1993). SOLEM (1976) defende a introdugéo de formigas predadoras mesmo com a falta
de evidéncias convincentes quanto ao possivel impacto que poderia ser causado.

Um importante caso em particular de desaparecimento de espécies nativas
tem sido a introdugédo de caramujos predadores como Euglandina résea, um caramujo
carnivoro introduzido nas ilhas da Polinésia Francesa, (GOULD, 1993) na tentativa de
controlar outro invasor, o caramujo gigante africano, A. fulica. Neste caso, a populagao
de A. fulica nao foi reduzida pelo caramujo carnivoro, porém as populagbes de
caramujos nativos, especialmente dos que tem crescimento e reproducio lenta como o
Partulidae e Achatinellinae, tem sido devastadas (MURRAY et al., 1988; HADFIELD et
al., 1993; COWIE 2001b; COOTE & LOEVE, 2003).

O mais recente inimigo natural exético é a planaria Platydemus manokwari
que também foi introduzida na tentativa de controlar o caramujo gigante africano
(HOPPER & SMITH, 1992). Algumas publica¢cdes informam que esta planaria pode
controlar A. fulica, permanecendo no ambiente, mas o impacto desses individuos,
usados como agentes de controle biolégico em espécies nativas, parece nao ter sido
considerado (MUNIAPPAN, 1990). Muitas das evidéncias que pretendem mostram que
esses predadores podem controlar populacdes de A. fulica sdo baseadas em uma ma
compreensao dos principios ecoldgicos. Nao € evidente que essas espécies predadoras
podem controlar a populagao de A. fulica. Mesmo na medida em que ocorre uma forte
predacao, esta pode nao ter muito efeito sobre o numero de individuos A. fulica, que sao

extremamente férteis e se reproduzem rapidamente (LYDEARD, 2004).

1.8.3. Controle quimico

As primeiras tentativas de controle quimico empregavam iscas contendo

metanal ou arsenato de calcio. Um consideravel nimero de substancias, téxicas e
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repelentes, foram avaliadas em diferentes momentos e locais quanto a sua atividade
contra A. fulica (MEAD, 1979A; RAUT E GHOSE, 1984; SRIVASTAVA, 1992), mas a
grande maioria destas avaliagdes ndo produziram avangos significativos em relagéo as
iscas a base de farelo contendo metanal, desenvolvidas inicialmente na década de 1930
para controlar gastropodes em regides temperadas. Em muitos casos, as avaliagbes
sobre a eficacia desses produtos foram realizadas apenas no d&mbito experimental, sem
serem testadas em condi¢des de campo (RAUT & BARKER, 2002).

A situacdo nos ultimos anos ndo mudou muito, apesar da disponibilidade de
alguns moluscicidas quimicos novos no mercado, porém sem registros de
desenvolvimento especifico contra A. fulica (RAUT & BARKER, 2002).

Por essa razdo a procura de substancias facilmente biodegradaveis tem
aumentado o interesse em moluscicidas de origem vegetal (MCCULLOUGH et al., 1980).
No Brasil, os primeiros estudos sobre este grupo de moluscicidas foram realizados com
caules de Serjania spp. para a espécie Biomphilaria glabrata (LEYTON et al., 2005).
Depois varias plantas medicinais, toxicas e ornamentais foram testadas com a finalidade
de verificar sua possivel agdo moluscicida (AMORIN & PESSOA, 1962; MENDES et al.,
1984; ROUQUAYROL et al., 1972; SILVA et al., 1971).

O dleo essencial das folhas de Ocotea gardneri (DIAS et al., 2005) e extrato
de folhas de Lycopersicon esculentum (LEYTON et al., 2005) foram avaliados contra o
caramujo Biomphilaria glabrata mostrando boa atividade. O 6leo essencial das folhas de
Ocotea gardneri mostrou atividade contra Biophilaria glabrata sendo seus componentes
principais identificados como (E)-R-cariofileno, a-pineno e caureno.

Portanto, todos os estudos ja realizados sao fundamentais para buscar uma
forma de manejo seletiva e de menor impacto ambiental possivel para A. fulica. Silva et
al. (2007) concluiram que A. fulica possui alta sensibilidade a estimulos tateis, os quais
promovem o recolhimento imediato para o interior da concha, acarretando uma maior
dificuldade em obter uma forma de controle eficiente. A concha é uma carapaca
protetora composta principalmente por compostos de calcio e o0s animais né&o
apresentam qualquer reagcdo quando substancias acidas ou basicas sdo colocadas em
contato com a mesma (SILVA et al. 2007). Ainda nesse contexto, 0 muco tem a fungao
de proteger e reparar o local atingido (SCHMIDT & NILSEN, 1996). Esses fatores

justificam a necessidade fundamental de um atrativo eficiente no controle dessa espécie.

1.8.4. Semioquimicos

A comunicagcdo segundo alguns autores, pode ser definida como um

processo no qual a informacgao é trocada entre organismos, com vantagens mutuamente
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adaptativas (KLOPFER & HATCH, 1968). A comunicacdo pode ainda ser definida como
a transmissao de sinais entre dois ou mais organismos, favorecendo a selec¢ao tanto de
producdo, quanto da recepcdo do sinal ou sinais (LEWIS & GOWER, 1980). As
substancias quimicas envolvidas na comunicag¢ao entre os organismos sao denominadas
semioquimicos, que significam “sinais quimicos” (NORDLUND & LEWIS, 1976).

O termo semioquimicos é amplo, nao se referindo apenas as substancias
quimicas responsaveis pelo fornecimento de informacdes, como também as toxinas.
Assim utilizou-se o termo infoquimicos para enfatizar a diferenga entre esta categoria de
substancias quimicas que transportam informacdes, toxinas e nutrientes (DICKE, &
SABELIS, 1988). O termo infoquimico pode ser definido, entdo, como uma substancia
quimica que em seu contexto natural fornece informagbes em uma interagao entre dois
individuos, provocando no receptor um comportamento ou uma resposta fisioldgica.

A classificagdo dos infoquimicos baseia-se no tipo de interagdo, se
intraespecifica ou interespecifica, bem como na relagdo custo/beneficio estabelecida

entre cada organismo da interacdo, que esta ilustrada na Tabela 2.

Tabela 2 - Representagido esquematica dos semioquimicos e suas subclasses

SEMIOQUIMICOS
(infoquimicos + toxinas + nutrientes)

INFOQUIMICOS
Acao intraespecifica Acao interespecifica
FEROMONIOS ALELOQUIMICOS
(+-); (-+); (+4) ALOMONIOS CAIROMONIOS SINOMONIOS
(+-) (-+) (++)

Feroménios sexuais tem influenciado o comportamento de alguns
pulmonatas (CROLL, 1983). Takeda e Tsuruoka (1979) concluiram que a glandula na
cabeca do caramujo terrestre, Eukadra, secreta um feroménio sexual. Na espécie
Achatina fulica acredita-se que a glandula localizada no pé, além de secretar o muco que
previne a dissecacao e promove o deslizamento, deva liberar ferdmonios utilizados para
navegagao e comunicagao (CHASE & BOULANGER, 1978, CHASE, 1982).

Em outro estudo com individuos de A. fulica sexualmente maduros,
observou-se que caramujos socialmente isolados seguem mais as trilhas do muco
coespecifico que os caramujos sociais (CHASE et al., 1978). CHASE (1978) extraiu os
compostos da glandula pedal com éter e verificou que os individuos foram atraidos
significativamente por volateis, porém até o momento os compostos desses extratos nao

foram identificados. Ha apenas a suspeita de que se trata de um lipidio porque
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horménios identificados em espécies terrestres pertencem a esse grupo de compostos
(SHOREY, 1976).

Thomas et al., (1980) apresentaram evidéncias que acido propidnico pode ter
funcdo de feromdnio e tem sido encontrado como um constituinte do muco depositado
pela glandula pedal de Biomphalaria.

A existéncia de semioquimicos volateis nos individuos ou algum
semioquimico de contato no muco possibilitaria uma forma de manejo a partir da
utilizacdo de armadilhas seletivas. Isso seria extremamente favoravel porque descartaria
a possibilidade de atracao de espécies endémicas podendo entdo ser utilizada em

programas de controle sem prejuizos para a biodiversidade nativa.

1.8.5. Atrativos

Varios atrativos s&o relatados na literatura, na tentativa de atrair
significativamente caramujos de diversas espécies. Um estudo mostra que para a
espécie Biomphalaria glabrata a alface mostrou boa atratividade, devido a presenca de
aminoacidos, porém outros grupos de compostos testados (acidos organicos, lipidios e
acgucares) nao foram atrativos (UHAZY et al., 1978). Técnicas de ultrafiltragdo usadas
por Blousfield, (1978) mostraram que os ingredientes ativos de extratos de alimentos,
que orientam Biomphalaria glabrata, tem massa molar entre 1000 e 4000 daltons. Chase
(1982) estudou alguns compostos quimicos que atraiam os pulmonatas terrestres A.
fulica e constatou que vapores de acetato de amila, acido hexandéico, acido butirico e 2-
octanol, eram eficientes na promog¢ao da mudanca de diregcao para o lado do tentaculo
que estava sendo estimulado pela passagem destes compostos; ja o acetaldeido,
valeraldeido, (E)-2-hexenal e etanol foram ineficientes. Bicker et al. (1982a) mostraram
que a combinacido de alguns aminoacidos pode apresentar efeito sinergistico, porém
outras substancias atrativas ndo foram avaliadas nesse sentido até o momento.

Em 2004, Ravikumara et al. mostraram que o extrato da haste de mamao,
acompanhado de folha de repolho fresco, apresentou atratividade sobre A. fulica, porém

as substancias responsaveis por essa atratividade nao foram identificadas.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a existéncia de semioquimicos mediando o comportamento de A.

fulica visando o desenvolvimento de estratégia alternativa de controle populacional.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar comportamentalmente a existéncia de semioquimicos de contato em
filhotes, jovens e adultos de A. fulica.

Avaliar a existéncia de semioquimicos volateis em filhotes, jovens e adultos
de A. fulica.

Avaliar a existéncia de aleloquimicos mediando a comunicac&o de possiveis
atrativos frente a A. fulica.

Identificar os semioquimicos volateis envolvidos na comunicagado intra e
interespecifica de A. fulica.

Integrar os conhecimentos acumulados visando o desenvolvimento de

metodologia que permita o controle populacional deste animal.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os individuos de A. fulica foram coletados em terrenos baldios no municipio
de Morretes, litoral do Parana, e a criacdo dos caramujos foi mantida no Nucleo de
Estudos do Comportamento Animal (NEC) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUC). Os caramujos foram mantidos em ciclo de luminosidade de 12/12 horas
conjuntamente em terrarios de 200 L ou de 50 L com uma populagdo de
aproximadamente 20 a 100 animais/m?3, considerando as diferentes classes de tamanho.
Os terrarios, compostos de terra organica e um recipiente com agua, foram mantidos a
temperatura média de 23 + 5°C e umidade relativa do ar de 77 + 5%. Os individuos
foram alimentados 2 vezes por semana (verduras, legumes e racao) e a troca de agua e
limpeza dos recintos foi realizada diariamente. Os testes comportamentais que
investigaram a existéncia de semioquimicos volateis entre os individuos foram
conduzidos no Centro de Ciéncias Biolégicas da PUC-PR e todos os ensaios
necessarios para a identificacdo de semioquimicos foram realizados no Departamento
de Quimica da UFPR e no Intituto de Tecnologia do Parana, em colaboragédo com o Dr.
César Antonio Lenz..

Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢cdes de temperatura
e umidade nos quais os individuos foram mantidos. Realizou-se 30 repeti¢des para cada
teste de comportamento, e o tempo para efetuar a escolha foi fixado em 30 minutos.
Os individuos foram também classificados em trés categorias de acordo com o tamanho
da concha conforme Tomiyama (1992). Assim, individuos constituintes de concha menor
que 3 cm foram considerados filhotes; entre 3 a 6 cm jovens e superiores a 6 cm

adultos.

3.1 Avaliacdo da existéncia de semioquimico de contato em filhotes, jovens e

adultos

O estudo de comportamento frente ao muco, na investigacdo por
semioquimicos de contato, foi realizado com individuos em diferentes fases de
desenvolvimento testados frente a diversos estimulos conforme mostra a Tabela 3.

Primeiramente colocava-se um individuo para caminhar sobre um papel filtro
para que houvesse a deposi¢cao do muco, denominado papel filtro com o estimulo. Outro
individuo (Individuo teste) foi colocado em arena fechada diante de duas metades de
papel filtro justapostos (Figura 5). Na parte A encontrava-se a metade do papel filtro com

estimulo e na parte B a outra metade com papel filtro sem estimulo coespecifico



20

(controle). As posigdes do papel de filtro com estimulo e o controle foram trocadas em

cada experimento.

Tabela 3 - Relacao dos individuos teste e os respectivos estimulos
utilizados para avaliagao de semioquimicos de contato.

Individuo teste Estimulos Utilizados Controle
Adulto
Jovem muco jovem seco
Filhote
Adulto
Jovem muco adulto seco
Filhote
Adulto
Jovem muco adulto agua
Filhote
Adulto
Jovem agua seco
Filhote

Os testes envolvendo papéis de filtro secos ou umedecidos com agua
serviram para avaliar a escolha devido a umidade. As observagdes de comportamento
nos testes incluiram o monitoramento do tempo para o individuo expor os tentaculos,
tatear o papel filtro com a boca ou com os tentaculos e o deslocamento para um dos
lados. O direcionamento dos tentaculos orais e oculares, e a movimentacdo da cabeca

também foram observados e documentados (CHASE, 1982).

Figura 5 - Individuo jovem frente a duas metades de papel filtro:
metade A com estimulo e metade B sem estimulo coespecifico.
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3.1.1 Teste de Lateralidade

O teste de lateralidade avalia a existéncia de uma tendéncia natural dos animais
em se deslocarem para um dos lados. Assim em todos os testes realizados em arena
fechada diante de duas metades de papel filtro justapostos (Figura 5), o lado do
atrativo em relagdo ao branco foi intercalado, com o atrativo permanecendo do lado

direito em 50% dos testes e em 50% dos testes no lado esquerdo.

3.2 Avaliacdo da existéncia de semioquimicos voléateis em filhotes, jovens e

adultos.

Os testes foram realizados em um olfatémetro em “Y” com 4 cm de didmetro
interno, comprimento dos bragos de 15 cm e angulo entre os mesmos de 120° O
individuo teste (relacionado na Tabela 04) era colocado no tubo, conforme mostrado na
Figura 6, a aproximadamente 7 cm da entrada da aresta A, por onde se passava um
fluxo de ar de 2 L/min. Antes de ser admitido no tubo em Y o fluxo de ar passava por
carvao ativado e era borbulhado em agua destilada para ser umedecido. O sentido do
fluxo de ar foi das arestas B e C para a aresta A, em dire¢cao ao individuo. Na aresta C
era colocado o estimulo coespecifico (Tabela 04) e na aresta B permaneciam somente

as condigdes ambientes do tubo (branco) ou vice-versa.

Tabela 4 - Relacao dos individuos teste correlacionados aos estimulos utilizados

Individuo teste Estimulo utilizado

Jovem Muco jovem
Jovem Jovem
Jovem Muco adulto
Jovem Adulto
Jovem Filhote
Filhote Muco jovem
Filhote Jovem
Filhote Muco adulto
Filhote Adulto

O teste era concluido quando o individuo optava por um dos bracgos, B ou C,
ou caso o individuo permanecesse no brago A por um tempo superior a 30 minutos. A
escolha pelo brago com o estimulo resultava em teste positivo e pelo com auséncia de
estimulo em um teste negativo, assim como a permanéncia na aresta A resultava em um
teste “zero”. Os individuos testados e os estimulos utilizados estdo especificados na
Tabela 4.
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Figura 6 - Esquema para teste de volateis no tuboem'Y.

3.2.1 Aeragéo de jovens.

Os jovens foram colocados em camaras de aeragao de 40 mm de diametro
interno. Foram aerados por um periodo de 24 a 72h sob fluxo de ar de 2 L/min, sendo
que a dessorgao dos compostos foi realizada de 6 em 6 horas ou de 10 em 10 horas.
Cada camara comportou 10 jovens de aproximadamente 4 cm, e os compostos emitidos
por esses individuos foram coletados em 0,5 g de resina Super Q 80/100 (Alltech) e
dessorvidos com 2,0 mL de diclorometano (J.T. Baker), grau pesticida.

Os extratos foram concentrados, sob leve fluxo de argbnio, e armazenados em
vidro apropriado, sob refrigeragdo, para serem injetados em cromatégrafo gasoso

acoplado a detector de massas para a identificagcdo dos componentes.

3.2.2 Aeracgao de adultos

Os adultos foram aerados de forma semelhante aos individuos jovens,
conforme descrito no item anterior, porém as camaras de vidro foram substituidas por
galbes de agua mineral de 10 L. O galédo de 10 L foi perfurado no fundo, para a saida de
ar e adaptado a uma rolha de borracha no gargalo apods a insergcédo de dois individuos. A
aeragao, coleta dos compostos e posterior extragéo foi realizada de forma analoga aos

jovens.
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3.2.3 Coletado Muco de jovens e adultos

O muco foi extraido de 20 jovens e 20 adultos tanto em campo como apds um
dia de permanéncia nos viveiros do laboratério. Inicialmente procedeu-se a limpeza dos
individuos com lengos de papel, e extraiu-se o muco estimulando-os na regido dos pés
com o auxilio de um cotonete.

O tempo de estimulo para a coleta do muco foi de 1 minuto para cada
individuo. A coleta do muco apés a permanéncia em laboratério foi realizada da forma
descrita acima, porém anteriormente os individuos foram lavados com agua devido a

grande quantidade de terra organica neles aderida.

3.2.4 Aeracdo do muco de jovens e adultos.

O muco de 5 jovens foi adsorvido em papel filtro o qual foi introduzido em uma
camara de aeragao com fluxo de 2L/min por um periodo de 24 a 72 horas. O muco de 3
adultos também foi adsorvido em papéis filtro, os quais foram introduzidos em camaras
de aeragdo. Os compostos volateis do muco foram coletados em 0,5 g de resina Super Q
80/100 (Alltech) e dessorvidos com 2,0 mL de diclorometano. O muco foi diluido em agua
deionizada na propor¢ao 1:1 e os extratos obtidos foram concentrados, sob leve fluxo de
argbnio, e armazenados em vidro apropriado, sob refrigeracao, para serem injetados em
cromatografo gasoso acoplado a detector de massas para identificagdo dos compostos

liberados.

3.2.5 Extracdo dos componentes do muco de adulto

Extraiu-se aproximadamente 5 mL do muco de individuo adulto e adicionou-se
20 mL de agua destilada. Apos adicionou-se cloreto de sddio. Os compostos do muco
foram extraidos com 3 fragdes de 25 mL de éter etilico, grau pesticida (marca). Os testes
foram repetidos utilizando-se para extragdo o éter de petréleo. A mistura foi centrifugada
a 4.500 rpm por 20 min a 4°C, para separagao das fases. A fase etilica foi secada com
sulfato de sédio, filtrada e armazenada para posterior injecdo em cromatografo acoplado

ao detector de massas.

3.3 Avaliacdo da existéncia de semioquimicos volateis em algumas matrizes

Algumas matrizes foram testadas a fim de se avaliar a existéncia de atragéo

devido a presenca de substancias volateis, as quais serdo denominadas neste trabalho
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de matriz: A, A4, A, B4, By, C4, Cy, D1 e D,. Cada matriz utilizada encontra-se descrita na
Tabela 5.

Os testes com as matrizes seguiram os mesmos procedimentos descritos
para semioquimicos volateis no tubo em “Y”, substituindo-se o individuo coespecifico por

uma amostra de 2,0 mL dos atrativos.

Tabela 5 - Matrizes utilizadas para testes de atratividade frente a individuos
de A. fulica jovens.

Matriz Natureza
A Solugao de Ambnia — concentragao 1%
Ay Solugao de Amoénia — concentragéo 0,1%
A, Solu¢do de Amdnia — concentracao 0,01%
B, Leite fresco
B, Leite azedo
C1 Cerveja com alcool
C, Cerveja sem alcool
D, Peixe fresco
D, Extrato de peixe fresco

3.3.1 Preparacédo do extrato de peixe fresco.

O extrato de peixe fresco foi preparado com 20 g de peixe fresco cortados em
cubos, adicionados a agua destilada até completar um volume total de 100 mL. A mistura
permaneceu em geladeira por 48 h. Apds esse periodo a parte aquosa desse extrato foi

diluida 10 vezes para ser utilizado no tubo em “Y”.

3.4 Procedimentos estatisticos

Como procedimentos estatisticos foram obtidos dois tipos de dados:
frequéncia e temporal. Os dados de freqiiéncia foram tratados com teste qui-quadrado.
Os dados temporais que apresentam distribuicdo normal estdo sendo analisados usando
os testes paramétricos: ANOVA, Teste t de Student e Regressao. Porém caso os dados
nao apresentassem distribuicdo normal, eram transformados. Se ainda assim nao se
encaixassem na curva de distribuicdo normal eram processados utilizando os testes néo
paramétricos: Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

3.5 Identificacdo de Compostos

Duas metodologias para identificacdo de compostos volateis foram utilizadas:

0 método de aeracgdo, seguido por injecdo em CG-EM e o método direto por “Purge and
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Trap” (P&T) acoplado ao CG-EM. Apresentam-se abaixo as condigbes de andlise para

cada metodologia.

3.5.1 Método de Aeracéo, Seguido por Injecdo em CG-EM

Os extratos foram concentrados, sob leve fluxo de argbnio e armazenados em
vidro apropriado, sob refrigeracdo. Posteriormente os componentes do extrato foram
injetados em cromatdgrafo gasoso marca Varian CP 3800 acoplado a detector de massas
da marca Varian, Saturn 2000 com impacto de elétrons (E.l.), a 70 eV, detec¢ao de m/z
entre 20 e 350 uma. Iniciou-se com temperatura de 50°C mantida por 1 min, elevando-se
a razao de 10°C/min até 100°C, mantida por 1 minuto, e finalmente elevando-se a razao
10°C/min até 300°C mantendo-se nesta temperatura por 1 min. A injegdo foi em modo
“splitless”, com temperatura do injetor a 250°C e fluxo de hélio a 1mL/min. Nas analises
por ionizagdo quimica foram empregadas as mesmas condi¢des de analise e acetonitrila

como agente ionizante.

3.5.2 Condi¢cdes de Andlise por “Purge and Trap”

No “Purge and Trap” (P&T) a amostra foi submetida ao sistema de
concentracao fechado da marca TEKMAR, modelo 3100 com vaso de purga de 25 mL,
utilizando gas hélio de alta pureza (>99,99%) a 35 mL/min. A purga, fase de dessorcao
dos compostos volateis da amostra e adsorcdo dos mesmos na fase estacionaria do
“trap”, ocorreu por 45 minutos a uma temperatura especifica para cada tipo de amostra.
O adsorvente do “trap” utilizado foi o Vocarb 4000 (Supelco) contendo uma mistura dos
adsorventes comercias (Supelco) Carbopak C, Carbopak B, Carboxen 1000 e Carboxen
1001. O “trap” foi mantido a 30°C, durante a purga, e depois aquecido a 250 °C durante a
dessorcao térmica, que é a fase de injegcdo dos compostos no sistema CG-EM através do
gas hélio desviado para o trap por 4 minutos.

Os cromatogramas e espectros de massa foram obtidos em um sistema de
cromatografia gasosa acoplado a detetor de massas CG/EM Varian Saturn-2000 com
impacto de elétrons (E.l.) ou ionizagdo quimica com acetonitila (1.Q), operando a 70 eV e
equipado com detetor de "ion trap", e aquisicao de ions na faixa de m/z entre 20 e 350.
Utilizou-se coluna CP-SIL 8 CB LOW BLEED/MS (Varian) 30 m x 0,25 mm x 1,00 ym,
iniciando-se com temperatura de 30°C mantida por 5 min, elevando-se a raz&o de
10°C/min até 80°C, depois 4°C/min até 200°C, e finalmente 10°C/min até 260°C,

mantendo-se nesta temperatura por 1 min. O fluxo de hélio foi mantido constante em 1
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mL/min, e a inje¢do foi realizada em modo “splitless”, com temperatura do injetor a
250°C.

3.5.3 Andlise dos espectros

Os espectros obtidos em ambos os métodos, no modo de ionizagao quimica e
por impacto de elétrons (E.l.), foram analisados pelo programa Saturn CG-EM
Workstation e comparados com a biblioteca NIST 2005 na tentativa de identificacao

estrutural dos compostos.

3.6 Identificacdo de compostos presentes nas matrizes

As matrizes B, (leite fresco) e D, (extrato de peixe fresco) foram as que
apresentaram atratividade significativa, e por isso foram submetidas a identificacao dos
compostos volateis através de duas técnicas: a técnica de aeracdo e captura em resina,

seguida por analise via CG-EM e a técnica de P&T acoplada ao CG-EM.

3.6.1 Técnica de Aeracdo seguida por analise via CG-EM

Uma amostra de 3 mL das matrizes B, (leite fresco) ou D, (extrato de peixe
fresco), nas mesmas condi¢oes utilizadas no tubo em Y, foi colocada no interior de uma
camara de aeracao, sobre papel filtro. A aeracao foi realizada por 6 horas e 22 horas, sob
um fluxo de ar de 2 L/min. Apds esse periodo os compostos foram dessorvidos,
sequencialmente, com diclorometano e metanol.

Os extratos foram concentrados até um volume aproximado de 0,25 mL, sob
fluxo de argbnio, e posteriormente 1uL foi injetado em CG-EM no modo splitless

conforme as condigdes de analise descritas no item 3.7.2.

3.6.2 “Purge and Trap” e CG-EM

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de concentracgao tipo P&T
acoplado diretamente a porta de injecdo do sistema de cromatografia gasosa com detetor
de massas (CG-EM), operando nas condigdes de trabalho dadas abaixo. Utilizou-se 5 mL

dos extratos no tubo de Purga a uma temperatura de 60°C.

3.7 Teste para identificagcdo de aminas nas matrizes do peixe

Uma amostra de 5 mL do extrato de peixe fresco foi analisada pelo método

P&T descrito no item 3.5.2 deste trabalho para avaliar a presenga de aminas.
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3.8 Determinacdo da Composicéo dos Volateis do Muco

Os experimentos foram conduzidos conforme as condi¢des de analise do CG-
EM por P&T descritas no item 3.5.2, utilizando em média 1 g de muco de individuos
filhote e jovem; e 2 g de muco de individuos adultos no tubo de purga a temperatura de
45 °C.

3.9 Identificacdo e confirmacéo dos compostos por ionizacdo quimica e indice de

Kovatz

Todos os ensaios de identificacdo dos compostos do leite fresco, do extrato
de peixe e do muco foram repetidos, com a adicdo de 1 uL de solugdo padrdo de n-
alcanos em hexano. A solucéo padrao continha compostos de C11H>4 a C3oHep, @ excecéo
dos alcanos Cy7Hs5 € CogHep.

Os experimentos para confirmagcdo dos compostos das identificacoes
tentativas foram conduzidos com o tempo de purga de 45 min a temperatura de 60°C, e
com tempo de dessorcdao de 4 min. As demais condi¢cdes de operagdo do CG-EM
seguiram as mesmas, descritas neste trabalho no item 3.7.2, alterando apenas a

temperatura final de 260°C para 280°C e o detector ligado apés 9 min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da existéncia de semioquimicos no muco de Achatina fulica.

Os resultados dos testes que investigaram a resposta de individuos de A.
fulica frente ao muco de coespecificos, a umidade e ao controle estdo expressos na
Tabela 6. Nesses testes os individuos apresentaram 4 situagdes diferentes de
comportamento: opgao pelo estimulo, pelo branco, direcionar-se para tras ou néo
apresentar resposta ao teste. Observou-se que individuos adultos foram menos
responsivos que jovens e filhotes, o que ficou evidente no significante nimero de testes
em que os individuos adultos permaneceram sem reagédo em relagéo a jovens e filhotes
(Tabela 6).

A Figura 7 apresenta a freqUéncia percentual do comportamento dos
individuos frente ao muco. Observa-se que os jovens responderam significativamente
para o estimulo (muco) quando em contato com muco de jovem ou adulto versus papel
seco, enquanto os filhotes responderam significativamente para o muco de jovem quando
testado frente a papel seco e para o muco de adulto versus o papel umido. Os filhotes

apresentam também resposta significativa para o papel umido versus o seco.

Tabela 6 - Resultados obtidos nos testes de possiveis semioquimicos de
contato para individuos A. fulica adultos, jovens e filhotes frente aos estimulos de muco
de adulto, de jovem, umidade e papel filtro seco. O total corresponde a soma de todos os
resultados de adultos, jovens e filhotes.

Individuo Estimulos Resultados
Teste Muco Branco Tras Sem reagao
Adulto Mmuco jovem X seco 7 3 12 8
Adulto muco adulto x seco 8 6 10 6
Adulto muco adulto x umido 11 4 9 6
Adulto Uumido x seco 8 1 15 6
Jovem MuCo jovem X Seco 15 8 6 1
Jovem muco adulto x seco 19 5 6 0
Jovem muco adulto x imido 7 6 16 1
Jovem Uumido x seco 6 19 6 0
Filhote Muco jovem X Seco 22 2 6 0
Filhote muco adulto x seco 12 7 6 5
Filhote muco adulto x umido 15 3 0 12
Filhote Uumido x seco 21 1 8 0
Total Muco jovem X seco 44 13 24 9
Total muco adulto x seco 39 18 22 11
Total muco adulto x umido 33 13 25 19
Total Umido x seco 35 21 29 6
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Na analise geral, somando-se todos os estagios de desenvolvimento, pode-se
observar que a maioria dos individuos se deslocou em direcdo ao muco quando as
op¢des do substrato foram muco versus papel de filtro seco ou umido (Figura 7).

A decisao em se deslocar em diregdo ao muco foi mais frequente em jovens e
filhotes (Figura 7), o que sugere que o estagio reprodutivo tem um papel importante na
reacao do animal, mas provavelmente ndo envolve a comunicagao por feroménio sexual
devido a imaturidade dos individuos que mais rapidamente responderam ao teste,
mesmo porque os adultos ndo responderam significativamente. O fato de jovens e
filhotes apresentarem tal comportamento pode estar relacionado a escolha do sitio de

repouso, agregacao e territorialidade
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Figura 7 - Frequéncia de individuos A. fulica adultos, jovens e filhotes que se deslocaram
na direcao do estimulo (muco ou umido), do branco (seco), para tras ou nao se
movimentaram (sem reac¢do). “Todos” corresponde a soma de todos os testes com
adultos, jovens e filhotes, analisando o comportamento de A. fulica sem distingdo do
estado de desenvolvimento. Os valores significativamente maiores estdo acompanhados
pelo asterisco.

41.1 Lateralidade.

A lateralidade é a possibilidade de preferéncia dos individuos de se
deslocarem para um dos lados, direito ou esquerdo da arena. O teste de lateralidade foi
realizado porque poderia interferir nos resultados de todos os testes de atratividade
realizados com individuos. Observa-se, portanto na Tabela 7, que a escolha deu-se ao
acaso, eliminando a existéncia de lateralidade nesses individuos, porque nenhum dos
testes apresentou uma preferéncia de deslocamento para um dos lados, o que fica

evidente na observagao do valor de P maior que 0,05 em todos os testes.
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Tabela 7 - Resultados dos testes para avaliacdo da existéncia de lateralidade nos
caramujos A. fulica.

Individuo Estimulo Direito Esquerdo P
Adulto  Muco de jovem e seco 10 13 0,53
Adulto  Muco de adulto e seco 16 11 0,34
Adulto  Muco de adulto e agua 15 9 0,22
Adulto Agua e seco 11 10 0,83
Jovem Muco de adulto e seco 17 13 0,47
Jovem Muco de adulto e agua 13 15 0,71
Jovem Agua e seco 14 13 0,85
Filhote Muco de jovem e seco 14 16 0,72
Filhote Muco de adulto e seco 14 11 0,55
Filhote Muco de adulto e agua 11 19 0,14
Filhote Agua e seco 15 14 0,85

4.2 Analise temporal do comportamento exploratorio

O tempo despendido pelos animais para iniciarem o comportamento
exploratorio (F21) = 3,8; P < 0,01), bem como para a escolha (F14) = 5,6; P < 0,01) foi
maior no adulto e menor no jovem quando diante do estimulo de muco de adulto (Tabela
8). De modo geral os jovens e os filhotes reagiram e efetuaram a escolha por um dos
substratos mais rapidamente. O adulto demorou mais para reagir e iniciar o
reconhecimento, principalmente diante do muco do adulto (Tabela 8, Figura 8).

A prontidao de A. fulica para iniciar a atividade e a decisdo da orientagao de
deslocamento esta relacionada com diferentes estimulos. A umidade é o principal fator
que estimula o inicio da locomogao de A. fulica (TAKEDA & OZAKI, 1986) porque as
moléculas de agua seriam fundamentais para a recepgéao olfativa (CHASE, 1981). Neste
estudo verificou-se que a umidade realmente desencadeia um tempo de reacdo mais
curto, principalmente em animais mais jovens, nos quais a desidratagdo tem uma acéo
mais acentuada.

Os resultados mostram que a atracdo ao muco do coespecifico,
principalmente pelos jovens e recém-eclodidos €, provavelmente, decorrente da presenca
de semioquimicos volateis e ou de contato. A glandula pedal da A. fulica produz uma
série de substancias que servem para protegdao e locomogao, produzindo inclusive,
segundo (CHASE et al., 1978) um lipidio que atuaria como ferébmonio utilizado no
contexto sexual, na navegacdo e na agregacdo (CHASE et al., 1978, CHASE &
BOULANGER, 1978). Chase et al. (1978) descrevem que a reacgéo da A. fulica a trilha de
muco nao é um fenbmeno simples e provavelmente o muco tem uma ou mais
substancias volateis as quais sao atrativas a coespecificos, mas também é possivel que
0 muco contenha outros compostos menos volateis atuando na comunicacdo quimica

desses individuos.



31

Por outro lado, é possivel que os estimulos volateis possam se originar
também de outras fontes que nao a trilha, como o proprio corpo ou as fezes, acumuladas
principalmente no sitio de repouso. Deve-se considerar que o muco pode eliminar
compostos volateis os quais inclusive estimulam a movimentacao da cabecga e tentaculos
na direcdo dos dois substratos, porém a consumagao da recepg¢ao se da apos o toque
dos tentaculos bucais no substrato, como evidenciado no presente estudo e corroborando
com os estudos de Chase et al.,, (1978). Questiona-se a possibilidade do animal ser
capaz de controlar a emissdo de semioquimicos volateis e de contato, uma vez que ja foi
verificada a influéncia do estresse (JEONG et al., 2001) e da alimentacdo (LORENZI &
MARTINS, 2008) na composicdo do muco, da mesma forma que foi verificado que fatores
como idade, proximidade genética e experiéncia anterior de isolamento ou permanéncia
em grupos, podem afetar a reagdo do animal (CHASE et al., 1978, 1980), o que faria do
muco uma ferramenta mais ampla na comunicagao dos individuos de A. fulica, no sentido
de possibilitar informacdes a respeito de condi¢des favoraveis ou adversas do ambiente,

ou mesmo disponibilidade de recursos e tamanho populacional.

Tabela 8 — Tempo (em segundos) despendido para projecao dos tentaculos e para
decisdo da direcdo de deslocamento. Os valores foram comparados através do teste

Anova com post hoc de Turkey,

representadas com letras diferentes.

sendo as médias estatisticamente diferentes

Experimento

Exposicéo dos
tentaculos

Decisao

Adulto - muco de jovem x seco

Adulto - muco de adulto x seco

815,6+£509,3 1429,5+779
Adulto - muco x umido (N=30; i.v.=60-1920) ab (N=30; i.v.=120-2940) ¢
528,4+478,5 1077,0£594 .4
Adulto — seco x umido (N=30; i.v.=60-1860) a (N=30; i.v.=120-2700) abc
849,1+935,2 822,4+602,3
Jovem - muco de jovem x seco (N=30; i.v.=49-4020) ab (N=30; i.v.=144-2046) a
353,9+302,6 589,4+393,8
Jovem - muco de adulto x seco (N=30; i.v.=60-1740) a (N=30; i.v.=104=2100) a
666,2+601,9 1104,7+£720
Jovem - muco x Umido (N=30; i.v.=60-2820)ab  (N=30; i.v.=300-3780) ac
465,7£375,5 687,2+461,3
Jovem - seco x umido (N=30; i.v.=30-1680) a (N=30; i.v.=120-2040) a
380,0+483,1 836,0+638,9
Filhote - muco de jovem x seco (N=30; i.v.=60-2220) a (N=30; i.v.=120-3360) a
437,11249 928,4+590,6
Filhote - muco de adulto x seco (N=30; i.v.=720-3060) a (N=30; i.v.=138=3060) ac
714,0+694,2 834,0+628,8
Filhote - muco x umido (N=30; i.v.=120-2400) ab  (N=30; i.v.=120-2820) a
437,11+ 237 872,0+440

Recém-eclodido - seco x umido

574+542,2

(N=30; i.v.=40-2580) a
1226,7+841,4

(N=30; i.v.=240-3060) b

(N=30; i.v.=437-) a

956,7+631,9

(N=30; i.v.=180-2880) ac
1582,2+1050

(N=30; i.v.=259-3884) bc

(N=30; i.v.=180-2220) ac
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O movimento de cabecga, tentaculos oculares e o tateamento dos tentaculos
orais e da boca foram mais efetivos nos testes em que o estimulo (muco ou substrato
umedecido) foi avaliado com substrato seco, uma vez que mesmo nos testes com muco,
porém na presenca de substrato umedecido, as freqiiéncias de respostas foram ao acaso
(Figura 8). Quando comparada as respostas (estimulo, branco e ambos) entre os dois
comportamentos (movimentagdo de cabega e tateamento) entre cada teste, foi verificado
que apenas nos testes em que foi utilizado muco versus substrato sem estimulo
(xz(z) =51; P < 0,01) os caramujos movimentaram mais a cabeca na direcdo de ambos os
estimulos, e tatearam significativamente mais o muco. Nos outros dois testes ndo houve
diferengas (Figura 8). A freqUiéncia com que o caramujo virou primeiro para direita (52%)
e esquerda (48%) nao diferiu, porém a maioria significativa virou primeiro em dire¢cdo ao

estimulo testado (muco ou umidade) (63%) (x*1)=21,8; P <0,01).

M Estimulo B Branco 0O Ambos
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Figura 8 - Frequéncia relativa de caramujos que exibiram a movimentagdo de cabecga
com tentaculos orais e bucais e de animais que tatearam os substratos com seus
tentaculos orais e bucais. Os valores significativamente diferentes (P < 0,05) estéo
acompanhados pelo asterisco (*).

4.3 Reacéao de jovens diante de semioquimicos volateis presentes no muco ou no
corpo de coespecificos

Os resultados da reacao de jovens diante de individuos ou mesmo do muco
de coespecificos foram no geral pouco significativos, com excecao do teste de filhote
frente ao individuo adulto (Tabela 9, Figura 9). A freqliéncia mais significativa dos filhotes
optando para o muco de adulto pode ser justificado caso o adulto sirva como um sinal na
identificacdo da area de vida ou mesmo de protecdo. Sabe-se que os animais dessa
espécie forrageam em local diferente da area de vida (TOMIYAMA, 2000), assim os

adultos, mais sedentarios, supostamente devem ter a capacidade de escolher o local
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mais favoravel e seguro para se estabelecerem, e por isso, qualquer estimulo destes

pode servir como um sinal para os mais jovens.

Tabela 9 - Resultados dos testes de semioquimicos volateis para jovens e filhotes de A.
fulica diante do muco e de individuos coespecificos, no tubo em Y.

Sem

Individuo x Estimulo  Positivo Negativo  escolha P

Jovem x muco jovem 11 12 7 0,83
Jovem x jovem 19 11 0 0,14
Jovem x muco adulto 14 11 5 0,55
Jovem x adulto 17 13 0,47
Filhote x jovem 9 16 5 0,16
Filhote x adulto 18 7 5 0,03

Outro fator muito importante que pode estar relacionado com a comunicagao
de A. fulica é a agregagdo que serve para protecdo contra a dessecacgado e predacao.
Provavelmente devido a esse fato, os filhotes se atraem mais para o muco do adulto, pois
nesse estagio de desenvolvimento, o animal apresenta maior tendéncia a se agregar e os
filhotes sdo os individuos dessa espécie mais sensiveis a perda de umidade e mais
sensiveis a predacao. A agregacao varia com o fato de serem de uma mesma ninhada e

o horario do dia, sendo a luz um fator que desencadeia a agregacao.
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Figura 9 - Freqliiéncia relativa de jovens e filhotes que se deslocaram em diregdo ao estimulo,
ao branco e nao reagiram diante do muco e de individuos jovens e adultos quando testados
em tubo em Y. Os valores significativamente diferentes (P<0,05) acompanhados do asterisco

(*)-
4.4 Analise temporal nos testes do tubo em Y

O tempo médio despendido para o inicio do reconhecimento foi

significativamente maior no filhote diante do muco do jovem quando comparado com o
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jovem diante do adulto ou muco de jovem. O periodo gasto até a chegada na bifurcagéo
nao diferiu entre os testes e o tempo para a escolha foi menor no jovem diante do jovem

do que quando comparado com jovem diante do muco do jovem (Tabela 10).

Tabela 10 - Tempo médio despendido para saida da concha, para chegar até a
bifurcagdo e para tomada de decisdo. As médias significativamente diferentes estéo
acompanhadas de letras diferentes.

Teste Reconhecimento Bifurcagao Escolha
Jovem x muco 82,3128 ab 746,61£561,2 960,1+569,8 ac
jovem (N=30, i.v.= 2-690) (N=30, i.v.=170-1800) (N=30, i.v.=197-1800)
Jovem x 70,1£75,9 ab 441,34241,3 598,1+270,7 b
jovem (N=30, i.v.=2-323) (N=30, i.v.=148-1800) (N=30, i.v.=230-1380)
Jovem x muco 55,3+91,6 ab 580,3+524,5 830,04+492,3 ab
adulto (N=30, i.v.=2-420) (N=30, i.v.=60-1800) (N=30, i.v.=300-1800)
Jovem x 29,5+£51,2 a 485,7+338,7 978,4+531,3 ab
adulto (N=30, i.v.=2-272) (N=30, i.v.=135-1680) (N=30, i.v.=138-1800)
Filhote x 114,3£103,5 b 650,2+407,6 F(180)=4,7, P<0,01 ac
jovem (N=30, i.v.=2-338) (N=30, i.v.=180-1800)
Filhote x 36,5163,8 a 615,0+451,9
adulto (N=30, i.v.=2-240) (N=30, i.v.=60-1800)
Anova F(180) = 3,6, P<0,01 NS

As diferencas de tempo para reagcdo nos estagios reprodutivos refletem o
papel ecologico de cada um, sendo que os imaturos e os jovens apresentam uma maior
responsividade ao muco do coespecifico do que os adultos. Esse resultado reforga os
dados de Tomiyama (1992, 2000) que verificou que os adultos sdo mais sedentarios por
serem mais territoriais e os jovens mais errantes. Isso se deve ao fato dos adultos serem
hermafroditas e responsaveis pela oviposi¢do, assim apdés forragear, voltam para o sitio
mais favoravel a sua protecédo durante o dia (TOMIYAMA, 2000) e por isso afastam-se ou
demoram a responder ao muco dos adultos coespecificos.

Os

desenvolvido, devem procurar parceiros reprodutivos e provavelmente usam informagdes

jovens, que possuem apenas o aparelho reprodutor masculino
quimicas do coespecifico para localizagao de um sitio de repouso favoravel e potenciais
copulas. Também podem usar as trilhas de muco como indicativos de rotas de
alimentacdo, retorno ao substrato de repouso e localizagdo de coespecificos para
exibirem o comportamento de agregacao. A agregacao € especialmente importante em
jovens, porque protege da perda de agua, o que causa a morte em poucas horas. Assim
o contato com locais muito secos e com alta temperatura é extremamente desfavoravel

aos individuos (CHASE et al., 1980).
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4.5 Aeracdo de jovens.

Os extratos obtidos da aeragao de individuos jovens nao foram analisados via
CG-EM pelo fato de nado se obter resultados de atragao significativos com tais individuos
nos estudos comportamentais frente as diversas faixas de desenvolvimento de A. fulica

assim como para 0 muco coespecifico.

4.6 Aeracdo de adultos

Os individuos adultos de A. fulica ndo couberam em nossas camaras de
aeracao de vidro. Uma tentativa de aera-los foi efetuada colocando-os no interior de um
frasco plastico de agua mineral de 10 L, no entanto, os compostos liberados pelo plastico

inviabilizou a continuidade dos testes.

4.7 Resultados dos estudos envolvendo atrativos

Os resultados obtidos na investigacao envolvendo semioquimicos motivaram
o estudo do comportamento de A. fulica frente a algumas matrizes em sua maioria,
alimentares, com o intuito de verificar a eficiéncia de cada uma, em condicdes diferentes,
na atratividade dos individuos dessa espécie. No geral 8 matrizes diferentes foram
testadas, variando as condicbes de cada uma conforme a Tabela 5 (pag. 16). Os
resultados dos bioensaios realizados com as matrizes encontram-se na Tabela 11 e na

Figura 10.

Tabela 11 - Resultado dos testes da escolha de individuos A. fulica jovens
frente a diversas matrizes e branco, nos testes do tubo em “Y”.

Individuo x
Atrativo Positivo Negativo P

Jovem x A1 2 28 0,005
Jovem x A2 15 15 1,00
Jovem x B1 23 7 0,03
Jovem x B2 14 16 0,577
Jovem x C1 10 20 0,067
Jovem x C2 13 17 0,465
Jovem x D1 9 21 0,028
Jovem x D2 25 5 0,007

Obteveram-se quatro resultados significativos (P < 0,05) com as matrizes
testadas, sendo que nos testes com amoénia a 0,1% (v/v) (A1) e com uma matriz do peixe
(D4) foram observadas uma escolha significativa para o lado sem atrativo. Porém os

resultados com outras duas matrizes (B; e D)), leite fresco e extrato de peixe,
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respectivamente, apresentaram uma opgao significativa pelos atrativos (Tabela 11). O
grafico da Figura 10 destaca a eficiéncia do leite fresco (B1) e o extrato de peixe fresco
(D7) na atracao de individuos jovens de A. fulica, ja a aménia a 0,1% (A+) e o peixe fresco

em pedacgos (D1) exerceram um significativo efeito de repulsdo nesses individuos.

100%
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Al XxA2 B1 B2 C1 C2 D1 D2

Figura 10 — Freqgléncia relativa de jovens que se deslocaram em dire¢éo ao estimulo do atrativo
ou ao branco quando testados em tubo em Y. Os valores significativamente diferentes (P <
0,05) estdao acompanhados de asterisco (*).

A matriz A, Unica matriz de natureza nao alimentar, solugdo aquosa de
amoénia, foi testada em trés concentragcbes diferentes (A, A e A;), concentracao
diminuida nesta ordem. A matriz A foi empregada nos testes por apresentar resultados de
atracao para insetos (Ventura et al., no prelo) e por ser material eliminado pelos seres
vivos. Os testes com a matriz mais concentrada A, realizados em olfatbmetros na forma
de Y, mostraram uma alta sensibilidade do animal frente a matriz na concentracao
empregada, levando a morte dos trés animais utilizados nos testes. Observou-se uma
alta freqiiéncia de movimentagao dos tentaculos com uma expansao lenta dos mesmos,
seguida de contracdo brusca. Esse comportamento imediato por parte do individuo
mostra que a amédnia deve ter causado algum estimulo irritante conforme relata Silva et
al. (2006).

Ressalta-se que a amodnia é utilizada em alguns trabalhos de ecologia
quimica como atrativo (VENTURA et al., no prelo). Perante este fato constatou-se a
necessidade de avaliar o efeito da amdnia em concentragdes menores, pois A. fulica é
capaz de identificar baixos teores de volateis (THOMAS et al., 1997). Observa-se (Figura
10) que para A, (solucdo de amobnia a 0,1%) houve uma significativa repulsdo dos
individuos, o que diminuiu consideravelmente para A; (solugdo de amédnia a 0,01%) o que
levantou a hipotese de haver possivel atracao desses individuos em concentracdes ainda

menores. Portanto um estudo mais detalhado sobre a atuacdo da amoénia na
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comunicagdo quimica dos individuos de A. fulica é necessario, uma vez que 0s
resultados obtidos mostram um efeito repulsivo quando os individuos estao submetidos a
uma concentragcdo mais elevada de amoénia, efeito que se perde quando a concentragao
é diminuida. Testes com concentracbes ainda menores poderao revelar se a amoénia
pode estar sendo usada por A. fulica como indicativo de area de vida, por exemplo.
Conforme ja relatado por Croll & Chase (1977) os individuos de A. fulica possuem
memoria odorifera, a qual é utilizada para identificar alimentos, area de vida e
coespecificos. Por isso a concentragdo de amdnia no ambiente pode estar relacionada,
devido a sua natureza, com a escolha do ambiente de vida e consequentemente com o
mecanismo de migracdo dos animais para outros sitios. O aumento da populagao de A.
fulica, deve elevar os niveis de ambnia naquele ambiente ja que se suspeita da
eliminacao desta pelos préprios individuos. Isto explicaria 0 mecanismo de migragao dos
animais, nos quais se constatou que quando a populagéo no sitio original cresce muito ha
a busca por novos sitios (Tomiyama, 1992). Caso essa suspeita seja confirmada, a
concentragdo de aménia no ambiente natural pode ser a responsavel pela variacdo da
taxa populacional e até mesmo pela extingdo dessa espécie no local com elevado indice
de amonia, secretado possivelmente pelos proprios animais. Por isso essa hipotese seria
comprovada somente com um estudo mais detalhado sobre os odores no ambiente de
vida de A. fulica e um estudo dos teores de amdnia ndo agressivos para essa espécie.

A matriz B, leite, foi empregada nos testes devido ao fato de ser uma fonte
rica em calcio, necessario para o desenvolvimento da concha dos caramujos.

Os individuos testados com leite fresco (B1) (x*= 8,53 P < 0,05) apresentaram
uma freqliéncia significativa de escolha pelo estimulo utilizado (Figura 5). Porém quando
testados com o leite azedo (B,), essa atratividade significativa nao se repetiu. Esse fato
pode ser devido a varios fatores como: o leite fresco contém substancias que diminuem
de concentragdo conforme o seu estado de conservacdo; ou o leite fresco (B;) pode
possuir substancias atrativas, que permanecem na mesma concentragdo, porém, o
azedamento do leite pode estar gerando ou aumentando a concentracido de um ou mais
compostos, com caracteristicas repulsivas para os caramujos.

As matrizes de cerveja também foram testadas, pois esta & popularmente
conhecida como um atrativo para caramujos em geral. A cerveja com alcool (C4) ndo
apresentou escolha significativa pelos individuos testados, (y. = 3,33 P = 0,067) o que
poderia ser devido a presenca do alcool. A fim de eliminar essa hipotese, a cerveja sem
alcool (C,) foi testada e da mesma forma que a cerveja com alcool ndo apresentou
resultado significativo (y2 = 0,53 P = 0,47) na atragao dos individuos jovens (Figura 10),
eliminando a possibilidade de ser um atrativo eficiente para os caramujos jovens de A.

fulica.
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As matrizes contendo peixe foram empregadas pela observagao em campo
da atratividade da agua usada para limpar peixes, feitas tanto pelos agricultores como por
integrantes da equipe de coleta dos animais.

Os resultados obtidos nos testes com pedagos de peixe fresco (D)
apresentaram significativa repulsdo dos individuos (y2 = 4,8 P = 0,03) nos testes
realizados com jovens, pois a maioria foi para o lado sem atrativo (Figura 10). Porém
quando a matriz foi diluida em agua (extrato de peixe fresco) apresentou atragao
significativa dos individuos (., = 13,33 P = < 0,01). Devido a natureza da matriz, ela pode
estar relacionada com o fato da liberagao de amoénia ou seus derivados como as aminas.
Assim algumas hipoteses foram levantadas: a) a preparagao do extrato em agua pode
estar gerando compostos responsaveis pela atratividade dos individuos de A. fulica e
este aumento na concentracdo dos compostos com atividade atrativa tornou a matriz do
extrato de peixe fresco (D,) eficiente; b) a adicdo de agua destilada auxiliou a liberagao
do(s) composto(s) responsavel(is) pela atratividade em concentragdo(des) mais
adequada(s) para o animal, mostrando-se necessaria a identificacdo dos possiveis
compostos desta matriz.

Na tentativa de elucidar quais sdo os compostos responsaveis pela atracéo
de individuos A. fulica apresentada tanto pelo leite fresco como pelo extrato de peixe

fresco, passou-se a investigar as composi¢des dessas matrizes.

4.8 Investigacdo dos compostos presentes nas matrizes

Os compostos das matrizes do leite fresco (B4), do extrato de peixe fresco
(D2) e do muco dos individuos, foram investigados pelo método tradicional de coleta
envolvendo aeragdo em camaras de vidro e analise dos extratos preparados via injecéo
CG-EM. Outra técnica utilizada envolveu a coleta dos possiveis volateis das trés matrizes
através do método P&T. Esta técnica facilita a liberacdo dos compostos volateis,
principalmente de matrizes aquosas, pois utiliza um gas de arraste, no caso hélio, que é
borbulhado pela solugdo. Os espectros de massas dos compostos foram obtidos pela
técnica de impacto de elétrons (IE) e por ionizagdo quimica (IQ), técnica que facilita a
observagao do ion molecular e, com isso, a determinacdo da massa molecular dos

compostos.

4.8.1 Identificacdo dos Compostos Presentes no Leite Fresco

O leite fresco apresentou resultado significativo na atracdo de A. fulica nos

testes em tubo em “Y”, o que indica a existéncia de algum composto volatil ou mesmo um
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grupo de compostos, que podem ou nao apresentar efeito sinergistico, responsavel pela
atracao dos individuos. Assim levantou-se a necessidade de identificagdo dos compostos
presentes nesta matriz (B+).

Os resultados obtidos no isolamento e posterior identificacdo pelo método
tradicional de aeragcdo em camaras de vidro, seguido por injecdo em CG-EM levaram a
identificacao tentativa de dois compostos no extrato preparado pela lavagem da resina
adsorvente com diclorometano e oito compostos no extrato em que se empregou metanol

para a lavagem da resina.

Tabela 12 - Compostos identificados no extrato de metanol da aeragao do

leite fresco.

Tempo de Pico
Ne Composto Retengdo Base (IE) M’* M*

(Tr) (min) (m/z) (IE) (1Q)
1  4-hidroxi-pentanona-2 6,500 43 102 103
2 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 6,923 43 116 117
3 octanoato de metila 12,286 74 158 159
4  decanoato de metila 15,469 74 186 187
5 dodecanoato de metila 18,217 74 214 215
6 12-metil-tridecanoato de metila 20,645 74 242 243
7 12-metil-tetradecanoato de metila 21,763 74 256 257
8 Pentadecanoato de metila 22,820 74 270 271
9 octadecenoato de metila 24,619 55 296 297
10 octadecanoato de metila 24,808 74 298 299

A 4-hidroxi-2-pentanona, com tempo de retengcdo de 6,500 min, apresentou
espectro de massas com pico base m/z = 43 caracteristico de metil cetonas. A sugestao
para a formacao do pico base é a clivagem alfa a carbonila (Figura 11), o que leva a
formacgao do ion acilio, estabilizado por ressonancia. O pico em m/z = 58 é devido ao
rearranjo de McLafferty e o pico de pouca intensidade em m/z = 102 corresponde ao ion
molecular (M*), o que foi confirmado pelo resultado obtido utilizando o modo de ionizagdo

quimica, com o pico M*' em m/z = 103 (Espectro 2, Figura 12).

HiC | CHj
C,H,0 C,H,0

43.0184Da O H/O 59.0497 Da

Figura 11 - Fragmentagao da 4-hidréxi-2-pentanona, gerando os fragmentos
de massa m/z =43 e m/z = 59.



- ol

Figura 12 - Cromatogramas do composto 4-hidroxi-2-pentanona e seus
respectivos espectros de massas, obtido no modo impacto de elétrons (Espectro 1) e
ionizagdo quimica (Espectro 2).

Algumas hidroximetil cetonas sdo componentes volateis do leite (OVERTON &
MANURA, 1999), fato que corrobora com nosso resultado bem como a possivel presenca
de outras hidroximetil cetonas, como a 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, também
identificada (Tabela 12).

Os ésteres metilicos de cadeia longa, que constituem a maioria dos
compostos identificados nesta matriz, apresentam um pico bem caracteristico, de grande
intensidade, em m/z = 74, devido ao rearranjo de McLafferty. Este pico base esteve

presente em todos os ésteres metilicos saturados (Tabela 12, Figuras 13 e 15).

Ho o+ H\+
o (o}
HyC ) ( —_— HSCMCH + }\
A .
CgHy; H c|> H,C o]
113.133 Da J
H CHg CHj

G50, miz = 74

73.029 Da

Figura 13 - Rearranjo de McLafferty para o decanoato de metila, originando o

pico caracteristico m/z = 74.

No caso do composto com tempo de retengdo de 15,469 min, identificado
como decanoato de metila, observou-se um fragmento de leve intensidade em m/z = 59,
formado com a clivagem alfa a carbonila o que indica ser um éster metilico, conforme
mostram as Figuras 14 e 15. Além disso, a massa molecular desse composto foi
confirmada pela analise no modo ionizagao quimica, a qual apresentou um fragmento de

massa m/z = 187 relativo ao M*" (espectro 2 da Figura 15).
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Figura 14 - Fragmentacgao alfa do decanoato de metila
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Figura 15 - Cromatogramas do éster decanoato de metila e seus respectivos
espectros de massa obtidos no modo impacto de elétrons (Espectro 1) e ionizagao
quimica (Espectro 2).

A ocorréncia de ésteres no leite foi citada por Overton & Manura, (1999) em
um estudo que envolveu a identificacdo de compostos orgéanicos volateis presentes no
leite utilizando o sistema P&T acoplado ao CG-EM. Varios hidrocarbonetos, aldeidos,
alcoois, cetonas, acidos graxos, ésteres, compostos fendlicos e lactonas de cadeia
normal e ramificada ocorrem no leite, porém ha uma significativa diferenca nos
compostos volateis que ocorrem no leite fresco em relagdo ao leite aberto, mantido a
temperatura ambiente, apds 2 dias (OVERTON & MANURA, 1999). Overton e Manura,
(1999) ressaltaram ainda que identificaram mais de 50 compostos organicos volateis,
sendo que muitos desses estdo presentes em ambas as condi¢gdes de conservagao do
leite, porém ha também uma variacdo distinta na quantidade e na variedade de
compostos nas condigdes analisadas. Esta variacdo pode ser devido as condigdes do
ambiente, armazenamento e/ou oxidagao dos lipidios.

Nos extratos de diclorometano os dois compostos volateis isolados foram

tentativamente identificados como: 5-metil-2-(iso-propil)-ciclohexanona (Figura 16) e
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1-(etilfenil)-etanona (Figura 17). A posigdo do radical etila no anel aromatico precisa ser

determinada.

CHj3

H5;C

Figura 16 - Estrutura da 5-metil-2-(iso-propil)-ciclohexanona

N CHj

H30\|/ _

Figura 17 - 1-(etilfenil)-etanona

O composto volatil 5-metil-2-(iso-propil)-ciclohexanona, foi detectado no
tempo de retencao tr = 13,250 min. O espectro de fragmentagdo de massas apresentou
como fragmento base m/z = 112, originado pela perda do radical iso-propila. O fragmento
de massa m/z = 154 é intenso, pois a clivagem alfa a carbonila pode ocorrer sem perda
de massa, por se tratar de uma cetona ciclica. A massa molecular desse composto foi
confirmada pela massa de M*" = 155, obtida ao se registrar o espectro no modo IQ
(Figura 19). Outras fragmentagdes caracteristicas desta cetona sdo a perda de metila

gerando o fragmento m/z = 139.
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Figura 18 - Fragmentacdes sugeridas para o composto 5-metil-2-(iso-propil)-
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Figura 19 - Cromatograma e espectros de massa, no modo impacto de elétrons
(Espectro 1) e ionizagdo quimica (Espectro 2) da 5-metil-2-(1metiletil)-ciclohexanona.

O composto identificado como 1-(etilfenil)-etanona apresentou o tempo de
retencdo tr = 14,941 min e no espectro de fragmentagcdo de massas no modo IE
observou-se o pico base m/z = 133, que ocorre devido a clivagem alfa a carbonila, com
perda do radical metila. O pico do ion molecular foi observado em m/z = 148, o qual foi

confirmado por ionizagdo quimica (IQ) onde o pico m/z = 149 corresponde ao ion M*".
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Figura 20 - Cromatograma e espectros de massa, no modo impacto de elétrons
(Espectro 1) e ionizagao quimica (Espectro 2) da 1-(etilfenil)-etanona

Um composto semelhante, a fenil-etanona, foi detectado no leite apds ser
mantido 2 dias a temperatura ambiente (OVERTON & MANURA, 1999). Sendo assim, a
identificacdo da 1-(etilfenil)-etanona pode ser um indicio de que o método de aeracgéo,

que demanda mais tempo do que o método P&T, ndo é o mais eficiente para a
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identificacdo de compostos volateis do leite, devido a natureza da matriz que se deteriora
a temperatura ambiente.

De posse desses resultados optou-se em realizar as analises de investigagcao
de volateis em sistema P&T. O cromatograma representativo dos volateis isolados e

previamente identificados do leite pelo método P&T esta ilustrado na Figura 21.
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Figura 21 - Cromatogramas representativos dos volateis isolados do leite fresco por
P&T. Compostos previamente identificados por espectrometria de massas no modo
impacto de elétrons (IE) e por ionizagdo quimica (1Q).

Dentre os compostos volateis identificados da matriz B, (leite fresco) pelo
método de P&T estido cetonas, aldeidos, alcoois e o limoneno. A maioria dessas
substancias foi identificada através de sua fragmentacdo de massas caracteristicas,
auxiliada ainda pelo espectro de fragmentagdo de massa, obtido por ionizagdo quimica, o
qual permite confirmar a sua massa molar.

O composto 1, com tr = 6,02 min, apresentou o espectro de fragmentacao de
massas por IE representado na Figura 22 (Espectro 1), juntamente com o espectro de
fragmentacéo de massas por 1Q (Espectro 2 da Figura 22). Observa-se na fragmentacao
por IE o pico M* = 72, o qual foi confirmado por IQ com pico base igual a M*" = 73. Assim
na identificagao tentativa, dois compostos mais provaveis foram sugeridos: 2-butanona ou
pentano. Ambos os compostos apresentam pico base m/z = 43 (Figura 22, Espectro 1) o
que é muito comum em metilcetonas devido a clivagem alfa a carbonila conforme
representado na Figura 23, porém o pentano também apresenta em sua fragmentagao o
pico m/z = 43 devido a clivagem entre os carbonos 2 e 3 (Figura 24). Levando em
consideragao ainda o pico m/z = 57, o mesmo pode ser originado pela perda de uma

metila em cada um dos compostos. Suspeita-se que o composto em questdo seja a 2-
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butanona pelo fato da matriz apresentar outras metilcetonas. Isso sera confirmado em
trabalho posterior ao comparar o tempo de retengcdo de amostras de pentano e de 2-
butanona, analisadas nas mesmas condigdes que as utilizadas para analisar o leite

fresco, com o tempo de retencao do produto encontrado no leite.
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Figura 22 — Espectro de massa do composto 1. a) Espectro 1 fragmentagéo por IE. b) Espectro 2
fragmentagéao por IQ

O composto com tr = 8,617 min corresponde & 2-pentanona com pico base M*
= 86 (Espectro 1, Figura 25) e confirmado por IQ com M*" = 87 (Espectro 2, Figura 25). A

fragmentacgao caracteristica deste composto gera os picos m/z = 43 (Figura 26).
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Figura 25 — Espectro de massa do composto pentanona-2. a) Espectro 1 fragmentagéo por IE.
b) Espectro 2 fragmentagao por IQ
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Figura 28 — Esquema de clivagem de cetonas.

O composto com tempo de retencao tr = 8,946 min, foi identificado como
pentanal, pois apresentou o pico majoritario em m/z = 44 o qual indica uma fragmentacgéao
caracteristica de aldeido, quando ocorre a clivagem da ligagdo entre o carbono alfa e
beta ao oxigénio. Esta clivagem ocorre devido ao rearranjo de McLafferty e o ion formado
¢ estabilizado por ressonancia. O ion molecular (M* = 86) foi identificado e confirmado por
IQ (M*' = 87) (Figura 29). O fragmento em m/z = 68 é devido a perda de 4gua enquanto o

de m/z = 58 é devido a perda de etileno.
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Figura 29 - Espectro de fragmentacdo de massas do pentanal no modo impacto de
elétrons (Espectro 1) e no modo lonizagdo Quimica (Espectro 2).

Como a concentracao de alguns aldeidos, identificados por Overton & Manura

(1999), diminui conforme o estado de conservacgao do leite, no leite azedo esses aldeidos
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aparecem em menor quantidade, o que pode ser explicado devido as suas oxidagoes,
causando o odor caracteristico de leite azedo.

O composto com tr = 10,051 min foi identificado como 4-metil-2-pentanona. O
ion molecular foi observado nos dois modos, IE M* m/z = 100 e via IQ M"" m/z = 101. O
pico base com m/z = 85 é devido a fragmentacao alfa a carbonila com perda do radical
metila, sendo a perda do outro radical também observada com m/z = 57. O pico
caracteristico do rearranjo de McLafferty para cetonas também foi observado, m/z = 58, o

que reforga o fato da metila estar ligada ao carbono 4.

Tabela 13 - Compostos coletados da matriz do leite fresco (B+) pela técnica de P&T e
identificados por CG-EM.

Tempo de

N° Composto Retencdo PicoBase M’ M*

(tr) (min) (IE) (m/z) (IE) (1Q)
1 Amida 3,179 47 93 89
2 2-Butanona / Pentano 6,026 43 72 73
3  2-Metil-3-Buten-2-ol 6,517 43 - -
4 Pentanona-2 8,617 43 86 87
5 Pentanal / 4-Metil-butanal 8,946 44 86 86
6 4-Metil-2-pentanona 10,051 43 100 101
7  Sulfeto de dimetila 10,355 94 94 95
8 Ester 12,179 71 83 84
9 2-heptanona /4 metil 14,775 43 114 115

hexanona

10 Decanol 18,717 57 - -
11 Limoneno 20,229 67 136 137
12 2-Nonanona 22,248 43 142 143

Os demais compostos listados na Tabela 13 foram tentativamente

identificados da mesma maneira que os descritos acima.

4.8.2 Identificacdo dos Compostos Presentes no Extrato de Peixe Fresco

Os resultados das analises de isolamento e identificacdo de compostos
pelo método de aeragao foram pouco eficientes na identificacdo de compostos
volateis oriundos da fase aquosa. Porém pelo método de P&T foram identificados
alguns compostos volateis conforme relatado na Tabela 14. Esse fato é
consequéncia de se utilizar gas de arraste no método P&T que facilita a liberagéo
dos volateis da matriz aquosa. O Cromatograma representativo dos compostos

identificados no extrato de peixe fresco via P&T € apresentado na Figura 30.



48

BRANCO

100 =
754 3
50 3

KCounts]

ATRATIVO D2 3
300+ 1

250 ]
200 ]

150-] -

{ h 5 & & B

Figura 30 - Cromatograma representativo dos composto presentes na matriz D,

Na Tabela 14 estao colocados os compostos, previamente identificados por

CG-EM desta matriz pelo método de P&T nos modos IE e 1Q.

Tabela 14 - Compostos coletados da matriz D, pela técnica de P&T
identificados por CG-EM.

N° Composto Tempo de Pico Base fon M*1 (1Q)
Retencgéao (m/z) Molecular
(min) M* (IE)
1 Dimetilamina 2,783 44 45 --
2  Trimetilamina 3,92 58 59
3  2-metil propanal, 2-butanona 5,178 41 72 73
4  3-metil-pentano 6,215 56 84 --
5  3-metil-butanal 7,919 43 86 ---
6 Hexanal, 11,955 56 100 101
7  Heptanal, 15,354 97 114 115
8 Terpeno 18,502 93 136 137
9  Octanal 19,079 41 128 129
10 Limoneno 20,312 67 136 137
11 Terpeno 21,227 57 204 205
12 Terpeno 30,238 57 204 205

Na investigagcdo de volateis para a matriz do extrato de peixe constatou-se a
dimetilamina, porém em concentragdo bastante inferior a trimetilamina. Apds essa
identificacdo, programou-se o equipamento para as mesmas nao serem mais detectadas
porque a alta concentracdo da trimetilamina dificulta a interpretagao e identificacdo dos
compostos minoritarios. A maioria dos aldeidos sugeridos foram também confirmados por

lonizagao Quimica (IQ) conforme informado na Tabela 14.
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O 2-metil-propanal foi identificado com tr = 5,178 min, apresentando pico base

m/z = 41 e o seu fon molecular (M*") foi confirmado por IQ com m/z = 73 (Figura 31).
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Figura 31 - Cromatogramas e espectros de fragmentagdo de massas do 2-
metil-propanal no modo impacto de elétrons (IE) (Espectro 1) e no modo ionizagao
quimica (I1Q) (Espectro 2).

Os outros aldeidos citados na Tabela 14 foram identificados da mesma forma,
baseando-se em sua fragmentacdo caracteristica: hexanal (Figuras 32), heptanal
(Figuras 33) e octanal (Figuras 34), todos confirmados por 1Q (Figuras 32, 33, 34)

respectivamente.
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Figura 32 - Cromatogramas e espectros de fragmentacdo de massas do
hexanal no modo impacto de elétrons (IE) (Espectro 1) e no modo ionizagdo quimica (IQ)
(Espectro 2).
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Figura 33 - Cromatogramas e espectros de fragmentacdo de massas do
heptanal no modo impacto de elétrons (IE) (Espectro 1) e no modo ionizagao quimica (1Q)
(Espectro 2).
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Figura 34 - Cromatogramas e espectros de fragmentagdo de massas do 2-
metil-propanal no modo impacto de elétrons (IE) (Espectro 1) e no modo ionizagao
quimica (1Q) (Espectro 2).

Varios aldeidos sdo compostos volateis de peixes, destes o hexanal e o
heptanal ja foram anteriormente identificados, assim como propanal, butanal e pentenal
(IGLESIAS et al, 2007), e também o octanal (FERSGAARD et al, 1999).

Ressalta-se aqui a facilidade de oxidacido percebida pelos aldeidos o que
dificulta suas identificagdes, principalmente pelo método de aeragdo em que a amostra é

mantida por mais tempo para a coleta dos volateis.

4.8.3 Identificacdo dos Compostos Presentes no Muco de Jovens e
Adultos

Os extratos obtidos da aeragdo dos mucos de jovens e adultos, quando

analisados por CG-EM mostraram inumeros compostos sililados, provavelmente
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provenientes de contaminagdes da prépria coluna. Como esses compostos aparecem em
uma concentracao relativamente alta, eles dificultam a identificacdo de compostos em
concentragcdes bem menores, o que poderia justificar o0 nao aparecimento de compostos
volateis nos cromatogramas analisados via injecao direta em CG-EM. Por esse motivo,
os extratos obtidos através da extracéo direta dos compostos do muco com éter também
nao foram analisados via CG-EM. Desta forma o muco de jovens e adultos foram
coletados pela técnica de P&T e analisados por CG-EM tanto no modo impacto de

elétrons como ionizagao quimica.

4.9 Isolamento e identificacdo dos voléateis presentes no muco de jovens e
adultos por P&T

Tendo em vista que o muco de individuos adultos mostrou atratividade para
jovens e filhotes, esfor¢os foram direcionados no sentido de isolar e identificar possiveis
volateis presentes neste muco.

Nas analises para determinacdo de alguns compostos volateis do muco a
agua utilizada nos viveiros também foi analisada, e observou-se que alguns compostos
clorados presentes no muco também estavam presentes na agua. Portanto os compostos
clorados dos espectros do muco devem ser devido ao contato dos caramujos com a agua
tratada. O muco de diferentes individuos foi analisado nas mesmas condi¢des, obtendo
boa representatividade, ou seja, as substancias encontradas no muco nao variaram de

um individuo para outro, conforme pode ser observado na Figura 35.
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Figura 35 - Cromatograma dos compostos isolados do muco de dois individuos
diferentes de A. fulica adultos através da técnica de P&T.
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O cromatograma representativo dos compostos identificados
previamente no muco de A. fulica esta representado na Figura 36 e os compostos

listados na Tabela 15.
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Figura 36 - Cromatograma representativo dos compostos volateis identificados

do muco de A. fulica.

Observou-se que a composicdo do muco, quanto aos compostos
majoritarios, ndo varia de individuo para individuo que se encontra em uma mesma
fase de desenvolvimento, porém as concentracdes desses compostos variaram em
individuos que se encontram em diferentes etapas do seu ciclo de

desenvolvimento.

Tabela 15 - Compostos coletados do muco de individuos A. fulica jovem e adulto, pela
técnica de P&T identificados por CG-EM.

N° Composto Tempo de Retengdo  Pico Base
(tr) (min) (m/z)

1 alceno 5,766 -

2 metil-hexeno 6,211 56

3 3-metil-ciclohexanol 9,255 -

4 2-nonenal, decenal 15,888 57

5 benzaldeido 18326 105

6 octanal 19,593 43

7 nonanal ou nonenol. 23,395 41

8 5-metil-2-isopropil ciclohexanona 26,126 55

9 decanal ou ciclodecanol 27,154 67

Os compostos acima relacionados nao foram identificados por ionizagao
quimica, portanto € a sugestdo mais provavel, tendo em vista as caracteristicas de

fragmentacao.
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A identificagdo pelo indice de Kovatz também nao foi possivel, pois a técnica
utilizada impossibilita a comparagdo com os indices ja relatados em literatura.

Vérios compostos do grupo aldeido, presentes em ambas as matrizes (leite e
peixe) também foram identificados no muco de A. fulica. A identificagdo de alguns
aldeidos também presentes no muco de A. fulica poderia assim explicar a atratividade de
ambas as matrizes (leite e peixe) pelo animal. Levando em conta ainda a sua memoaria
odorifera em relagdo ao ambiente de vida, como os aldeidos estdo presentes no muco,
eles podem ser indicios de comunicagado quimica para a localizagéo da area de vida.

Observou-se que os compostos octanal, nonanal, decanal (aldeidos de
cadeias maiores) também estao presentes no leite fresco (OVERTON & MANURA, 1999),
e também no peixe (IGLESIAS et al, 2007; FERSGAARD et al, 1999). No leite fresco
apenas identificamos alguns aldeidos menores o que pode ser devido a variagdo desses
compostos nesta matriz em relagao ao seu estado de conservagao, porém alguns autores
identificaram esses compostos no leite também (OVERTON & MANURA, 1999). O
octanal, nonanal e decanol foi identificado por nds, porém uma série de aldeidos de
cadeia de 5 a 10 carbonos estado presentes em peixes e leite (OVERTON & MANURA,
1999; IGLESIAS et al, 2007; FERSGAARD et al, 1999). Ressalta-se ainda a diminuicao
desse grupo de compostos, que segundo Overton & Manura (1999), é tipica da oxidagao
de lipidios e o fato disto contribuir para o desenvolvimento do odor caracteristico da
rancidez no leite o que reforca a influéncia desses compostos para atrair A. fulica uma
vez que a matriz do leite azedo nao apresentou atratividade.

A comprovacgao da eficiéncia desses compostos na atratividade de A. fulica se
daria através de uma série de testes comportamentais no tubo em “Y”, para os diferentes
estagios de desenvolvimento, com uma mistura desses compostos em concentracdes
variadas.

As confirmagdes mais eficientes poderiam ser realizadas através do calculo do
indice de Kovatz, porém devido a técnica de P&T utilizada, observou-se que os indices
de Kovatz apresentavam uma consideravel variagdo mesmo para compostos conhecidos.
Isto deve ser devido ao método de injegao utilizado e ao tempo de dessorgéo do “Trap” e

injecao na coluna, o qual foi programado para 4 minutos.
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5. CONCLUSOES

Os resultados permitem inferir que a maioria dos caramujos gigantes
africanos, independente do tamanho, se desloca em direcdo ao muco, porém tateiam os
estimulos presentes no local antes da escolha. No entanto, o tempo para a escolha foi
significativamente menor nos moluscos mais jovens em relagdo aos adultos o que pode
ocorrer devido ao fato dos adultos serem mais territoriais, € os jovens mais errantes.
Portanto, pode-se concluir que o muco deve conter compostos que auxiliam a
comunicagao quimica dos caramujos A. fulica, os quais podem ser de contato, ou
volateis.

Houve atracao significativa do filhote de A. fulica para o adulto nos testes que
foram efetuados no olfatbmetro na forma de Y. Essa comunicagdo pode ser
consequéncia da presenca de compostos volateis no corpo do animal ou no muco.
Provavelmente essa comunicacdo possa ser interpretada como os filhotes buscando
localizar o local escolhido pelos adultos para se estabelecerem através dos compostos
emitidos pelo mesmo, tendo em vista que os adultos sdo mais sedentarios e escolhem a
area de vida em funcdo de sua memoria olfativa que esta relacionada, entre outros
fatores, com a melhor possibilidade de se procriarem.

Os resultados obtidos com a aménia indicam que este composto possa estar
relacionado com os ciclos migratérios observados para A. fulica. Um estudo mais
detalhado ainda é necessario para avaliar qual é o papel da ambnia na comunicacao
quimica dos caramujos A. fulica e se ela tem alguma influéncia nos ciclos migratérios.

A cerveja, conhecida como um dos atrativos mais populares para caramujos,
nao apresentou eficiéncia nos testes efetuados em tubos em Y. Porém é importante
salientar que a mesma néo foi testada em diferentes estagios de decomposigcéo, o que
poderia levar a outros resultados.

Os atrativos B, (leite fresco) e D, foram os uUnicos que apresentaram
atratividade significativa nos testes efetuados com jovens. Os compostos volateis
presentes nos dois atrativos foram identificados através da técnica de aeracdo em
camaras de vidro e posterior injecdo em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria
de massas, porém o método P&T mostrou-se mais adequado para a captura dos
compostos da fase aquosa e também devido a natureza da matriz que se decompode
facilmente.

Os compostos identificados no leite fresco foram diferentes nos métodos
utilizados para a sua captura e identificacdo. O método de aeragao possibilitou identificar
duas metilcetonas, e uma série de ésteres metilicos. Foi ainda identificada a 1-(etilfenil)-

etanona. Um composto deste tipo esta presente no leite apenas apds dois dias a
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temperatura ambiente (OVERTON & MANURA, 1999) o que indica que a matriz pode
estar se degradando com a utilizagdo dessa metodologia. Assim sendo, o método de P&T
mostrou-se mais adequado para o estudo dos compostos desta matriz, sendo que foram
identificadas 4-metilcetonas, e um aldeido, os quais sao citados por Overton e Manura
(1999) como compostos volateis do leite.

Os compostos volateis do peixe foram identificados apenas com a utilizagao
do método P&T. Verificou-se a presenca de dimetilamina e trimetilamina, terpenos e
outros 5 aldeidos, porém ha a possibilidade de um deles ser uma metilcetona e os
demais aldeidos foram confirmados por ionizag&do quimica.

No muco de A. fulica foram identificados alguns aldeidos como o octanal,
nonanal e decanal, que também estao presentes no leite e na matriz do peixe. Assim os
compostos desse grupo podem ser os responsaveis pela atragédo de A. fulica abrindo a
perspectiva de que uma mistura desses compostos em concentragées mais proximas
possiveis da qual se encontram nos atrativos, deva ser atrativa para esses animais, o que

pode ser comprovado com testes comportamentais no tuboem Y.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os compostos volateis isolados das matrizes atrativas B, e D,, bem como do
muco de jovem e adulto, terdo suas estruturas quimicas determinadas por comparagao
com padrdes e o respectivo tempo de retengao.

As metilcetonas e os aldeidos identificados neste trabalho, conjuntamente ou
isoladamente com os sugeridos em literatura, devem ser testados frente a A. fulica, para
avaliar sua capacidade de atrair os caramujos. Para as outras estruturas que ainda
necessitam de confirmacgdo também serado realizados testes comportamentais com uma
mistura dos compostos identificados visando determinar suas atividades bem como
avaliar a presenca de efeito aditivo ou sinergistico. Os testes serao realizados em varias
concentragoes para avaliar a influéncia da concentragao dos compostos.

A ambnia também pode ser avaliada em concentragbes ainda menores para
avaliar qual o comportamento dos caramujos A. fulica em testes com concentragbes
menores que 0,01%.

Um estudo mais detalhado sobre os efeitos das concentracbes de amonia nas
areas de vida dos animais é necessario, como também o seu papel no ciclo de migracao
dos caramujos A. fulica.

Caso os compostos ja identificados neste trabalho mostrem efeito atrativo,
podem propiciar estudos posteriores em campo e até mesmo o desenvolvimento de uma
metodologia alternativa de controle, baseado em armadilhas seletivas de captura, o que
possibilitara retirar do ambiente os individuos mais jovens, que sdo mais dificeis de

serem retirados por catagao.
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