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RESUMO

O caramujo gigante africano Achatina fulica € uma espécie invasora capaz de
sobreviver sob condi¢des climaticas adversas encontradas em biomas brasileiros. A
comunidade cientifica mostrou que esse molusco causa efeitos negativos sobre a
malacofauna nativa, devido a perda de biodiversidade. Infestagcbes urbanas de
Achatina fulica requerem medidas especiais de prevencdo das agéncias de Saude
nacionais e internacionais. Estudos envolvendo o efeito moluscicida do latex da
Euphorbia splendens var. hislopii apresentaram resultados importantes sobre o
controle dos moluscos aquaticos e anfibios. Além disso, pesquisas atuais estudaram
0s niveis de toxicidade, os métodos de aplicacdo, os efeitos sobre os outros animais
em laboratorio, fotodegradacdo, e outras importantes questdes sugeridas pela
Organizacdo Mundial de Saude, que precisam ser elucidados, a fim de usar o latex
no ambiente. No presente estudo, os efeitos de quatro diferentes concentracdes (01,
05, 10 e 15%) do latex foram estudados em quatro classes de idade de A. fulica
(filhote, jovem, jovens-adultos e adultos), coletados em Bauru, S&o Paulo. Os
resultados mostraram que a concentracdo de 05% do latex determinou maior
mortalidade dos moluscos filhotes ( P < 0,0001), um resultado muito importante, pois
0s animais desta idade sdo muito dificeis de visualizar durante a catagdo manual.
Os filhotes sdo muito importantes devido a sua capacidade de re-colonizacao.
Efeitos da Euphorbia splendens em outras classes etarias sugerem que a
propriedade moluscicida do latex pode afetar a biologia dos animais, levando a
vulnerabilidade a fatores bidticos e abidticos.

Palavras-chave : Achatina fulica. Euphorbia splendens. Moluscicida.



ABSTRACT

The giant African land snail Achatina fulica is an invasive species capable to
survive under adverse climatic conditions found in Brazilian biomes. The scientific
community showed that this snail causes detrimental effects on native malacofauna
due to biodiversity loss. Urban infestations by Achatina fulica required special
preventative measures from Brazilian and international Health agencies. Studies
involving the molluscicide effect of the latex of Euphorbia splendens var. hislopii
showed important results regarding the control of aquatic and amphibians mollusks.
Additionally, current researchs also studies levels of toxicity, methods of application,
effects on other animals in laboratory, photodegradation, and other important issues
suggested by the World Health Organization which is needed to be elucidated in
order to use the latex in the environment. In this study, the effects of four different
concentrations (01, 05, 10, and 15%) of the latex were studied on 4 age classes of A.
fulica (very-young, young, young-adults, adults) harvested in Bauru, Sao Paulo.
Results showed that 05% of the latex determined higher mortality of very-young
snails ( P < 0,0001), a very important result since animals of this age are very difficult
to visualize and hand collect. Very-young animals are very important due to their
capacity of re-colonization. Effects of the Euphorbia splendens on other age classes
suggested that the molluscicide properties of the latex may affect the biology of the
animals leading to vulnerability to biotic and abiotic factors.

Key-words: Achatina fulica. Euphorbia splendens. Molluscicide.
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1 INTRODUCAO

A espécie Achatina fulica (Bowdich, 1822), popularmente conhecida como
“caramujo gigante africano”, “caramujo africano” ou “caramujo gigante” pertence ao
Filo Mollusca, Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Stylommatophora.
Das oito classes do Filo Mollusca, a Unica que invadiu o ambiente terrestre foi a
Classe Gastropoda (SIMONE, 1999).

A espécie é originaria da Africa, ocorre de Natal e Mogcambique no sul e do
Kénya a Somadlia italiana ao norte. A. fulica faz parte das espécies que se
diferenciaram no oeste e centro africano, principalmente nas margens de florestas,
contrastando com outras espécies do género que se originaram em florestas
tropicais Umidas no leste da Africa ou em florestas temperadas de altitude (RAUT;
BARKER, 2002). Fischer e Colley (2005) levantam a hipGtese de que seu habito
generalista surgiu como resposta a necessidade de estratégias adaptativas nesse
ambiente instavel.

A Subclasse Pulmonata recebe essa designacdo gracas a modificacdo da
cavidade palial em um pulméo, altamente vascularizado, quase todo fechado, em
contato com 0 meio externo através de um orificio denominado pneumdstoma.
Nessa subclasse todos os representantes sdo hermafroditas e, em geral,
apresentam cruzamento simultaneo. No caso dos Stylommatophora, caracterizam-
se por viver exclusivamente no ambiente terrestre em todas as fases de seu
desenvolvimento e por apresentar um unico orificio genital por onde exteriorizam o
pénis e a vagina no momento da cépula (SIMONE, 1999).

Alguns outros caracteres morfolégicos estdo geralmente presentes em todos
0s ramos dos gastropodes terrestres, resultantes das adaptacdes ao ambiente. Os
principais sdo modificagbes que evitam a perda da 4gua através do tegumento e do
muco, que auxiliam na economia da mesma pelo incremento substancial do rim e
nas trocas gasosas diretamente do ar, caracteristica obtida pela perda de branquias
e o0 desenvolvimento de uma rede anastomosada de vasos sanguineos no teto da
cavidade do manto, denominada pulmao, que, encerrado em uma camara mais
fechada, deve diminuir a perda de agua e aumentar a pressdo do ar dentro dele,
facilitando as trocas gasosas (SIMONE, 1999).

Conforme o autor citado acima, isso poderia explicar, em parte, a maior

diversidade dos pulmonados em relacdo aos demais taxons terrestres. Em relacao
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ao habitat, a maior parte dos moluscos terrestres vive no solo e na vegetagao perto
dele, alimentando-se de serrapilheira ou folhas tenras e durante periodos adversos
do clima costumam entrar em estivacdo, enterrando-se no solo por meses e
dificultando a sua localizacéo.

A espécie A. fulica possui concha conica marrom ou mosqueada de tons mais
claros; adultos podem atingir mais de 20 centimetros de comprimento de concha e
peso que varia de 200 a 500 gramas. Alcanca a maturidade sexual entre 4 e 5
meses de vida, fazendo até quatro posturas anuais contendo 180 a 500 ovos cada,
com taxa de eclosao de aproximadamente 90% (IBAMA, 2004).

Apresenta metabolismo mais ativo durante o periodo chuvoso e quando as
temperaturas encontram-se elevadas; durante seu deslocamento, move-se
lentamente sobre o muco secretado pela glandula pedal através de ondas de acao
muscular no lado ventral do pé. No periodo mais seco, recolhe-se e desenvolve uma
cobertura temporaria constituida de muco e célcio denominada epifragma,
responsavel por selar a abertura da concha, evitando sua dessecacdo (RUPPERT,
FOX; BARNES, 2005)

Classificado como uma das cem piores espécies exoticas invasoras de
ocorréncia mundial (LOWE et al., 2004) e a segunda pior espécie disseminada pelo
mundo (INVASIVE SPECIES SPECIALIST GROUP, 2004), o A. fulica foi introduzido
no Brasil na década de 80 através de helicicultores no Estado do Parana para fins
gastrondbmicos e descartado indevidamente ap0s a frustracdo dos criadores
(COLLEY; FISCHER, 2009).

A Convencdo sobre Diversidade Bioldgica (CDB) tem, entre outras
atribuicdes, o objetivo de orientar a gestao para conservacao e utilizacéo sustentavel
da biodiversidade, sendo geradora de importantes marcos legais e politicos em todo
o mundo, entre eles o grupo de trabalho intitulado “Controle e Erradicacdo de
Espécies Exéticas Invasoras” (BRASIL, 2006).

A CDB define espécies exoticas invasoras como aquelas resultantes da
introducé@o intencional ou acidental oriundas de atividades antropicas, com alta
capacidade reprodutiva, capazes de adaptar-se e alastrar-se sobre uma area
consideravel (McGEOCH; CHOWN; KALWIJ, 2006).

O Panorama da Biodiversidade Global 2, organizado pelo Secretariado da
CDB enfatiza que, dentre as cinco principais ameacas comumente reconhecidas nos

programas de trabalho da Convencéo, as espécies exoticas invasoras ainda figuram
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como grandes responsaveis pela perda da biodiversidade, podendo causar impactos
devastadores sobre a biota nativa, provocando extingbes e causando impacto sobre
ecossistemas naturais e cultivados.

A Comissédo Nacional de Biodiversidade (CONABIO) mantém uma Camara
Técnica Permanente sobre Espécies Exéticas Invasoras no Brasil, criada através da
Deliberagdo CONABIO n° 49, de 30 de agosto de 2006, resultado dos compromissos
assumidos pelo pais no ambito da Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica
(BRASIL, 2006).

Sao listadas, dentre suas diretrizes e prioridades para conhecimento da
biodiversidade, as propostas de inventariar, listar, revisar e elaborar mapas de
distribuicdo para espécies exoticas, invasoras e espécies-problema, com prioridade
muito alta, com prazo continuo e viabilidade de custo muito alta, além de elencar os
potenciais executores. No mesmo documento é possivel avaliar o compromisso do
Brasil para com as Metas Nacionais para a Biodiversidade 2010 e as suas
correspondéncias com as Metas Globais aprovadas pela Conferéncia das Partes da
CDB, o que demonstra a preocupacdo no que se refere as espécies exoticas
invasoras (BRASIL, 2006).

Distribuido por 23 Estados brasileiros e em diferentes ecossistemas (TELES
et al., 1997; VASCONCELLOS; PILE, 2001; FISCHER; COLLEY, 2005), a espécie
A. fulica tornou-se praga em quase todo territério brasileiro, alimentando-se de frutas
e legumes em éareas de cultivo e competindo com moluscos nativos por alimentacao
e sitios de repouso, podendo leva-los a extingdo; sua presenca é observada em
areas florestais, especialmente na borda, na margem de brejos, em areas de
preservacdao ambiental e em Unidades de Conservacao (IBAMA, 2004; FISCHER,;
COLLEY, 2005).

Das medidas adotadas para controle do caramujo gigante africano, a mais
difundida ainda € a coleta e a destruicdo dos moluscos, devendo ser realizada
periodicamente. Durante a coleta € muito importante saber diferenciar a espécie
invasora de outras espécies de moluscos nativas. Como complemento das medidas
estratégicas do plano de acéo elaborado, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis disponibiliza em seu sitio eletrbnico todas as
instrucdes necessarias, iniciativa amparada na Lei n°® 9.605 de Crimes Ambientais e

na Instrugcdo Normativa n°® 73 do mesmo instituto (IBAMA, 2004).
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Em Bauru, estado de Sao Paulo, a intensa proliferacdo do molusco A. fulica
motivou a Secretaria do Meio Ambiente do municipio a publicar a Resolugdo n°
08/2007, no ano de 2007 onde estabelece as Estratégias de Implementacdo do
Plano de Manejo do caramujo gigante africano, além de inclui-lo na lista oficial de
espécies exoticas invasoras ou com potencial de invasdo do municipio (NEVES et
al., 2005; BAURU, 2009).

A dificuldade de acesso a informacdes concisas sobre o caramujo exotico
invasor evidencia o despreparo e dificulta o conhecimento da biologia da espécie e
como combaté-la. O método mais utilizado no Brasil para o combate ou controle do
A. fulica ainda é rudimentar, oneroso e pouco eficiente. A catacdo manual depende
de um trabalho intenso, focado e com estratégias de acao continua para evitar a re-
colonizacdo mais vigorosa apos a retirada dos individuos mais velhos (ZILLER,
2004; COLLEY; FISCHER, 2009).

A populacéo do caramujo gigante africano passa por trés fases durante seu
estabelecimento: a primeira € de crescimento exponencial, caracterizada por
individuos grandes e vigorosos; a segunda trata do estabelecimento da populacao
com duracédo variavel, aumento populacional e homozigoze; a terceira é a fase de
declinio, caracterizada por uma populacdo de pequenos individuos, com conchas
fracas e mais susceptiveis as doencas. Todo o processo parece envolver de forma
clara o esgotamento das fontes de nutrientes, caso notério € o do calcio,
imprescindivel para a formacdo da concha e do epifragma (CIVEYREL,
SIMBERLOFF, 1996).

Dada sua notavel capacidade de adaptacdo, reproducdo e dispersédo, o
caramujo gigante africano também €& objeto de estudos relativos a saude publica,
pois desempenha um importante papel no ciclo de vida de algumas helmintoses de
interesse medico-veterinario causadas pelos nematédeos do género Angiostrongylus
gue necessitam de um molusco como hospedeiro intermediario para se desenvolver
até o terceiro estadio (forma larval e infectante).

Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) € causador de parasitose
pulmonar em ratos urbanos e silvestres e angiostrongiliase meningoencefalica em
humanos, também denominada meningoencefalite ou meningite eosinofilica,
enquanto que Angiostrongylus costaricensis (Morera e Céspedes, 1971) é
responsavel pela angiostrongiliase abdominal, com casos registrados nas regifes
Sul, Sudeste e no Distrito Federal (TELES et al., 1997; SIMONE, 1999).
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Em 2003, pesquisadores do Centro de Pesquisas Renée Rachou da
Fundacdo Oswaldo Cruz, da Superintendéncia de Controle de Endemias de Sé&o
Paulo (SUCEN), do Departamento de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz e da
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais promoveram a infeccao
experimental da espécie A. fulica utilizando larvas do Angiostrongylus costaricensis,
com o objetivo de detectar a potencialidade do molusco no papel de hospedeiro
intermediario. Os resultados foram positivos em 32% das amostras e demonstram
que, apesar dos altos indices de exposicdo a que foram submetidos, ha
suscetibilidade e real possibilidade de urbanizacdo da angiostrongiliase devido a
grande dispersao e notavel adaptacdo da espécie A. fulica em ambientes urbanos
(CARVALHO et al., 2003).

Em estudos parasitologicos promovidos na area rural de Vargem Pequena, no
municipio do Rio de Janeiro, pesquisadores relataram a presenca de larvas de
nematoides nédo identificados, registrados em individuos de A. fulica (BERTO;
BOGEA, 2007).

Em 2007, ocorreu o primeiro registro no Brasil e na América do Sul de A.
fulica e Rattus Norvegicus naturalmente infectados por Angiostrongylus cantonensis,
a partir da investigagdo no peridomicilio de pacientes com suspeita de infec¢do, no
municipio de Cariacica, estado do Espirito Santo e em S&o Vicente, litoral de S&o
Paulo. Ambos os casos ocorreram em regido portuaria, sugerindo que 0s ratos
infectados chegaram em navios ao Brasil, onde desembarcaram e infiltraram-se na
populacao local de roedores (CALDEIRA et al., 2007).

Em 2008, um estudo realizado em nove bairros do municipio de Campos dos
Goytacazes, no Estado do Rio de Janeiro, incluiu A. fulica na cadeia epidemiol6gica
da criptosporidiase, apés promover a analise das fezes dos espécimes coletados,
encontrando grande variabilidade de amostras de Cryptosporidium spp., patdgeno
intestinal de distribuicdo mundial, que acomete individuos imunossuprimidos e
imunocompetentes (SHIFFLER et al., 2008).

Varios trabalhos cientificos sdo desenvolvidos com a intencdo de controlar o
crescimento exacerbado de moluscos que desempenham o papel de hospedeiros
intermediarios ou vetores, dentre eles o estudo de novos moluscicidas de origem
vegetal como alternativa ao uso dos moluscicidas sintéticos disponiveis no mercado,
que apresentam alto custo e necessitam de mao-de-obra mais especializada para
manuseio (WHO, 1965; KLOSS; McCULLOUGH, 1982).
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As pesquisas com extratos de plantas que apresentam acdo moluscicida
datam de 1930 e desde entdo mais de mil plantas foram testadas para determinar,
dentre outros aspectos, a melhor metodologia de cultivo, manutencéo, extracdo do
principio ativo para utilizacdo, preparo da solucdo e reflexo na fauna e flora local,
delineando assim um protocolo de pesquisa baseado em documentos da
Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1965; KLOSS; McCULLOUGH, 1982;
JURBERG; VASCONCELLOS; MENDES, 1989).

No Brasil, Jurberg, Vasconcellos e Mendes (1989) analisaram 73 familias num
total de 344 espécies de plantas. Dentre estas, 26 espécies em 19 familias com 214
exemplares apresentaram indice de mortalidade com uma concentracdo muito
abaixo da utilizada até o momento. Destacam-se as Euphorbiaceas, mais
especificamente a Euphorbia splendens variedade hislopii N.E.B. (sinbnimo de
Euphorbia milii Des Moul variedade splendens, Hook), conhecida popularmente
como “coroa-de-Cristo”, “coroa-de-espinhos”, “bem-casado”, *“coroa-de-Nossa-
Senhora” ou “colchdo de noiva” originaria da regido de Inselberge, localizada no
Platd central de Madagascar, Africa.

Classificada como exética no Brasil, é largamente utilizada como planta
ornamental e cerca viva em residéncias, com distribuicAo cosmopolita (RAUH,
1983), de cultivo simples, facil adaptacdo, que nado requer o uso de fertilizantes,
pesticidas ou enriquecimento de solo (BATISTA et al., 1997).

Estudos realizados por pesquisadores do Nucleo de Biologia e Controle de
Endo e Ectoparasitas de Interesse Médico e Veterinario, do Departamento de
Biologia e do Centro de Pesquisas Renée Rachou do Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) utilizando o latex da E. splendens diluido em solugdo aquosa tem
apresentado 6timos resultados no combate a moluscos aquaticos e anfibios.

O latex da E. splendens destaca-se por apresentar alta taxa de mortalidade
na acao contra os moluscos Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila,
vetores e hospedeiros do Schistosoma mansoni (MELLO-SILVA et al., 2006;
MENDES, et al., 1997), seus reflexos na populacdo de Melanoides tuberculata,
caramujo ndo-alvo associado a habitats de Biomphalaria glabrata e responsavel pelo
controle natural deste (GIOVANELLI et al.,, 2001) e contra o Lymnaea columella,
hospedeiro da Fasciola hepatica, causador da fasciolose hepatica (PILE et al., 2001;
ARAUJO et al., 2002; VASCONCELLOS; AMORIM, 2003) apresentou mortalidade
de 90% dos moluscos, em concentracdes inferiores a 20 mg/L e em até 24 horas de
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exposicdo, portanto, dentro dos critérios estabelecidos pela Organiza¢cdo Mundial de
Saude (WHO, 1965; VASCONCELLOS; SCHALL, 1986; VASCONCELLOS;
AMORIM, 2003; WHO, 2006).

Tais critérios, estabelecem ainda a investigacdo acerca da atividade
moluscicida do produto testado, a baixa toxicidade a mamiferos, a alta
especificidade a moluscos e a facilidade na operacdo e aplicagdo, dentre outros
aspectos (WHO, 1965).

Além da facilidade no plantio, manejo, extracdo do latex e aplicacdo da
solucao, caracteristicas que corroboram com as desejaveis em plantas moluscicidas
(KLOSS; McCULLOUGH, 1982), o latex de E. splendens in natura demonstra
estabilidade durante as quatro estacbes do ano, mas, apds preparada, a solucao
aguosa é instavel e demonstra queda no efeito moluscicida apos o 13° dia de seu
preparo (SCHALL et al., 1992). Estudos para avaliar o efeito da variagdo do pH na
concentracédo letal também foram promovidos por Vasconcellos et al. (2003).

Com o objetivo de determinar a influéncia da luminosidade na solucéo
preparada com o latex da E. splendens, estudos apontam que o principio ativo é
fotodegradavel. Os resultados demonstram que, se aplicada em campo, pode
promover uma ac¢ao biocida muito curta quando exposta a luz, particularmente em
areas com elevada incidéncia solar (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 1997).

Para determinar a acédo do latex em mamiferos e possiveis riscos a saude, a
toxicidade embriofetal em ratos Wistar foi pesquisada (SOUZA et al., 1997), assim
como estudos toxicologicos relativos & promog¢do de tumores e a acao irritante nos
olhos e na pele de coelhos albinos Nova Zelandia, demonstrando que o latex da E.
splendens nédo provoca irritabilidade na pele nas concentragcdes abaixo de 0,5%
(5.000 ppm), assim como para os olhos em concentracdes abaixo de 0,35% (3.500
ppm), mas ressalva que o manuseio do latex puro deve ser procedido com
equipamentos de seguranca, como Oculos de protecdo e luvas (FREITAS et al.,
1991).

Resultados preliminares de bioensaios com o latex da E. splendens var.
hislopii, liofilizado e in natura, em diferentes concentracées e em diferentes formas
de dieta oferecida ao A. fulica, demonstraram sua 6tima agcdo como moluscicida no
combate ao molusco terrestre. Taxas de mortalidade entre 5% e 60% foram

observadas nos testes com as solu¢des aquosas do latex in natura e entre 10% e
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26,6% de mortalidade quando administrado na forma liofilizada (SZABO;
VASCONCELLOS, 2004).

Em se tratando de um gastrépode terrestre altamente adaptado, o A. fulica
desenvolveu varias estratégias de protecdo contra fatores bidticos e abioticos,
dentre eles a rapida formacgéo do epifragma devido a pré-producéo e co-deposicao
da fase inorganica de reforco na matriz do muco (STRUTHERS et al.,, 2002), a
capacidade de enterrar-se e estivar por longos periodos e a deteccéo de alteracdes
na umidade relativa do ar, fator que determina o melhor periodo para sair da
estivacdo, desenterrar-se e dispersar. Tais estratégias dificultam as acbes de
controle, quando conduzidas em desacordo com o comportamento do molusco,
facilitando a re-colonizac&o das areas em questédo (FISCHER, 2009).

A escolha de sitios de repouso que ajudem a minimizar a area corporal
exposta as intempéries, a retracdo da massa cefalopodal no interior da concha e a
imobilizacdo sdo comportamentos relacionados a economia de agua e energia e
precedem as modificacdes ao nivel fisiolégico e bioquimico que caracterizam a
estivacdo. Durante a estivacdo os moluscos pulmonados terrestres mantém os
niveis de reservas energéticas e de agua corporal compativeis com sua
sobrevivéncia (STOREY, 2002).

Outra importante estratégia utilizada pelo caramujo A. fulica é verificada em
relacdo aos filhotes que, apds eclodirem, permanecem protegidos sob o substrato
por periodos que variam de cinco a 15 dias para sO depois iniciarem a dispersao,
comportamento descrito como grande responsavel pela re-colonizagdo apds a
intervengdo utilizando o método de controle através da catacdo manual (RAUT;
BARKER, 2002).

Colley e Fischer (2009) relatam que a ampla dispersdo do A. fulica,
principalmente em ambientes urbanos, facilita o transporte passivo de individuos de
uma localidade para outra, através da movimentacdo de terra utilizada na
construcéo civil e que os planos de manejo e controle devem observar a importancia
desse fator.

D"Avila et al. (2004) ressaltam a necessidade de se conhecer a biologia e o
comportamento dos moluscos, bem como a influéncia de fatores bioticos e abioticos
que os regem. Informacdes sobre a época do ano e o fotoperiodo mais favoravel

para a aplicacdo de moluscicidas, assim como as estratégias biologicas e
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comportamentais responsaveis por garantir a sobrevivéncia e o restabelecimento da
populacédo sao de fundamental importancia.

O presente estudo, visando colaborar no processo de combate e/ou controle
da espécie exotica invasora, testou a agcdo moluscicida do latex in natura de E.
splendens em diferentes classes de tamanho do caramujo A. fulica, considerando a

influéncia do comportamento da espécie durante os testes em laboratorio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo moluscicida do latex in natura da planta Euphorbia splendens
var. hislopii diluido em solu¢cdo aquosa, no combate ao molusco terrestre Achatina
fulica Bowdich, 1822.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a eficiéncia da acdo moluscicida do latex em diferentes
concentracbes nos diferentes grupos de tamanhos do caramujo gigante africano
(filhotes, jovens, jovens-adultos e adultos);

Analisar a influéncia do comportamento, da temperatura do ambiente e da

umidade relativa do ar na eficiéncia da agéo moluscicida.
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3 METODOLOGIA

Os bioensaios foram realizados em area externa, anexa ao biotério, protegida
da incidéncia solar direta, nas dependéncias da Universidade Sagrado Coracdo em
Bauru (22°18'53” de latitude sul e 49°03'38” de longitude oeste), estado de Séo
Paulo, no periodo de 01 de dezembro de 2009 a 20 de maio de 2010. A area externa
utilizada para os experimentos apresentava cobertura para protecdo das caixas de
polipropileno, nas quais os espécimes de A. fulica foram acondicionados durante
todo o periodo do estudo.

Testes-pilotos foram conduzidos para definir padrdes metodolégicos, como
utilizacao de substrato nas caixas, 0 numero de individuos por caixa, distancia para
pulverizacdo, além dos horarios de coleta de latex, preparo das solucdes, separacao
dos moluscos e aplicagao.

Imediatamente apos a separagdo dos moluscos e antes das aplicagdes, foi
necessario pulverizar agua na superficie, 0 que mantinha os moluscos em atividade
ou incitava o forrageio, de acordo com o preconizado por Cook (2001), que descreve
a reidratac@o por contato, mecanismo utilizado pelos gastropodes terrestres para a
manutencdo da homeostase. A capacidade de retencdo de &gua do substrato
fornece a reidratacdo adequada aos gastropodes terrestres em periodos
desfavoraveis, sem a qual afetaria a osmorregularidade da hemolinfa, o que
implicaria sobre o controle do batimento cardiaco, na alimentacao e na locomocao.

A adocdo da camada de 30 mm de substrato arenoso tipico do municipio,
caracterizado por Cavaguti (1994) como Latossolo vermelho-escuro de textura
meédia ou solo glei humico a pouco humico com acentuado horizonte gleizado e
predominantemente arenoso, visa a obtencdo de parametros que reflitam as
condicdes da realidade em campo, em especial no proéprio municipio.

O uso do substrato colaborou para evitar o contato ininterrupto dos moluscos
com a solugcéo acumulada no fundo da caixa. Esse contato influiu significantemente
na mortalidade durante um dos testes-piloto e descaracterizava a pesquisa. Ao
adotar o substrato, foi observado que, ap0s a pulverizacdo, o latex foi drenado,
apresentou cobertura superficial regular e ndo acumulou na superficie.

O numero de individuos por caixa também foi pré-avaliado. De acordo com

Cook (2001), quando ha adensamento populacional de gastropodes terrestres num
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pequeno espaco, pode-se observar um notorio retardo no crescimento, mesmo que
haja alimento disponivel, caracterizando o estresse.

Para tanto, observou-se o comportamento de forrageio e possivel oviposicao
das quatro classes de tamanho (N = 10) separadas em quatro caixas distintas, com
substrato e alimentadas em dias alternados com alface e agua ad libitum.

A fase de testes-piloto demonstrou que os moluscos nao refletiram sinais de
estresse pela situacdo de confinamento e/ou niumero de individuos por caixa, pois
continuavam se alimentando normalmente, locomoviam-se por toda caixa, além de
ndo apresentar individuos estivando ou com sinais de formacdo de epifragma. A
oViposi¢ao nas caixas ocorreu normalmente nos moluscos da classe adulto (acima
de 70 mm).

Para determinar o horario dos bioensaios, 0s aspectos comportamentais do
molusco foram respeitados, ficando estabelecido o horério das aplicagbes entre as
22:00 e 23:00 da noite.

O método de aplicacdo foi definido baseado na pesquisa bibliografica
(SZABO; VASCONCELLOS, 2004; OLIVEIRA, 2007), onde as lacunas ou a
inespecificidade presente em outros métodos foi discutida. Além de possibilitar a
reproducao do bioensaio em ambiente de campo, em uma escala superior, a maior
infestagdo ocorre em ambiente urbano, sendo a utilizagdo de pulverizador costal
economicamente viavel, quando nao disponivel.

Na pulverizacdo durante os bioensaios, foi adotada a distancia de 400 mm
entre o pulverizador e 0 molusco, apés observacdo do angulo de dispersdo da
solugdo quando ejetada do pulverizador, garantindo maior acdo, menor perda da
solucdo e menor impacto mecanico do liqguido nos moluscos, evitando o
recolhimento da massa cefalopodal na concha, fator que inviabiliza a aplicacao. Para
efetividade da acdo do latex, a vaporizacdo foi realizada nos moluscos em plena
atividade de locomocéo, com a massa cefalopodal parcial ou completamente
exposta.

Os moluscos foram separados 24 horas antes da aplicacdo em cinco caixas
contendo 10 individuos cada (filhote, jovem, jovem-adulto ou adulto). O grupo
controle foi composto por 10 individuos de classes diferentes, acondicionado sob as
mesmas condi¢des (local, temperatura e umidade relativa do ar).

A coleta do latex foi realizada no periodo entre 16:00 e 17:00 no dia da

aplicacéo e logo apds, a solucéo foi preparada em laboratorio e reservada em baldo
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volumétrico sob temperatura ambiente. A alimentacdo dos moluscos foi suspensa as
18:00 horas do dia da aplicacéo.

Antes de cada aplicacao, foi verificado se as caixas apresentavam rastros de
muco, 0 que demonstrava atividade anterior, a presenca de algum individuo
enterrando-se, a presenca ou auséncia de epifragma, a morte ocasionada pelo
manuseio ou a presencga de algum inseto nas caixas.

Além da mortalidade, foi possivel acompanhar as alteracées morfoldgicas e
comportamentais, a capacidade de formacao do epifragma apés as aplicacoes e a
capacidade do molusco enterrar-se para abrigo do efeito do latex e/ou das variacdes
climaticas, sob efeito da solugdo empregada.

Foram utilizados como resposta e confirmacéo da morte a auséncia de reflexo
muscular na massa cefalopodal (MCP) e/ou enrijecimento da MCP e/ou MCP
distendida. O procedimento foi executado com o auxilio de pin¢a e estereoscépio.

A metodologia que foi utilizada durante os bioensaios ficou definida como

descrita a seguir:

Planta usada : Euphorbia splendens var. hislopii N.E.B. (sin. Euphorbia milii Des
Moul var. splendens, Hook), pertencente a familia das Euphorbiaceas. A
identificagdo da planta foi realizada no Herbario BAUR da Universidade Sagrado

Coracéao, e depositada sob registro n® 4947.

Coleta do latex : as amostras do latex foram coletadas nas proximidades do
Campus da Universidade Sagrado Coragéo, local que proveu material durante todo
o trabalho para evitar variagdes de metabolismo de uma planta para outra, fator que
provavelmente influenciaria a concentracao das substancias ativas (LUGT, 1987). O
procedimento para coleta do latex se deu através de cortes transversais cerca de
100 mm abaixo do meristema apical de cada tronco. O latex extraido foi coletado
através de um tubo de ensaio e imediatamente vedado com tampa rosqueéavel para
evitar sua coagulacdo. Apés a coleta foi transportado ao laboratorio e utilizado para
bioensaios no mesmo dia (VASCONCELLOS; AMORIM, 2003).

Preparo da solucdo aquosa : os valores referentes as concentracfes usadas foram
baseados nas utilizadas em pesquisas do Nucleo de Biologia e Controle de Endo e

Ectoparasitas de Interesse Médico e Veterindrio e do Nucleo de Biologia da
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Fundacao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro. As concentracdes
1, 5, 10 e 15% com volume final de 200 mL cada foram utilizadas nos bioensaios e
obtidas através da diluicdo volume/volume do latex em agua destilada, preparadas
no mesmo dia da pulverizacdo nos moluscos. Para o grupo controle de cada teste,
foi utilizada agua pura, destilada, sem latex com o0 mesmo volume da solucdo
(VASCONCELLOS; AMORIM, 2003). A temperatura em graus Celsius da solucao,

do ambiente, assim como a umidade relativa do ar foi aferida nos bioensaios.

Coleta dos moluscos: 0s moluscos da espécie Achatina fulica (Bowdich, 1822),
foram coletados na area urbana de Bauru, Estado de S&o Paulo, seguindo as
orientacbes do IBAMA e transportados em caixas de polipropileno medindo
350x160x490 mm até o laboratério de Zoologia da Universidade Sagrado Coracéo.
Foi coletado um total de 1.200 individuos, de acordo com a necessidade durante os
bioensaios, os quais foram identificados (MALEK, 1985), medidos e classificados em
quatro classes de tamanho que pressup®e a faixa etaria: filhotes (até 10 mm), jovens
(10 a 40 mm), jovens-adultos (40 a 70 mm) e adultos (maiores que 70 mm) (CRAZE;
MAUREMOOTOO, 2002). Apés a divisdo em classes, foram acondicionados em
caixas de polipropileno forradas com 30 mm de substrato e alimentados com folhas
de alface (Lactuva sativa L.) ad libitum para aclimatacdo (VASCONCELLOS; PILE,
2001) em érea externa, protegida da incidéncia de luz solar direta com tela

Sombrite® referéncia 1007 (70% de sombreamento).

Testes com os moluscos : baseado na metodologia descrita pela Organizacéo
Mundial da Saude para testes utilizando moluscos aquaticos ou anfibios e
substancias moluscicidas (WHO, 1965, 2006).

Periodo de exposicdo e recuperagdo: Para os bioensaios, cada concentracdo de
latex (1, 5, 10 e 15%) foi testada nas quatro classes (filhotes, jovens, jovens-adultos
e adultos). Os moluscos, separados por classe de tamanho (N = 10), foram
acondicionados nas caixas de polipropileno forradas com substrato onde receberam
a pulverizacdo da solucdo. Cada classe de tamanho foi pulverizada com 50 mL da
concentracdo pré-estabelecida usando um pulverizador com reservatoério dotado de
gatilho (Guarany®, modelo Multi sprayer, codigo 0321.04.00) enquanto o grupo

controle recebeu a pulverizacdo de 50 mL de agua destilada. Todos os grupos foram
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mantidos sob efeito da solucdo pelo periodo de exposicdo de até 24 horas, em
caixas devidamente tampados com tela de nylon do tipo mosquiteiro para evitar a
fuga. Apds o periodo de exposicdo, os moluscos mortos e vivos foram removidos.
Os moluscos mortos foram contabilizados e descartados. Os moluscos vivos foram
colocados em caixas isentas da solucao, forradas com substrato, por outro periodo
de 24 horas para recuperacao e acompanhamento do efeito da solugédo empregada.
Foi oferecida alface ad libitum durante esse periodo. Os moluscos vivos e mortos
decorrentes do periodo de exposicao (até 24 horas) e de recuperacao (até 48 horas)
foram contabilizados, especificando o nimero e classe de tamanho para cada
solugdo empregada, inclusive para os grupos controle (VASCONCELLOS; AMORIM,
2003). A ocorréncia de formacao de epifragma, estivacédo, forrageio, dispersao e

oviposicdo também foram registrados.

Bioensaios para determinar a concentracao letal : Os bioensaios realizados para
estabelecer a concentragdo letal (CLg), Sseguiram todas as etapas descritas. Os
animais do grupo controle, expostos somente a agua destilada, passaram
igualmente por todo procedimento. Os dados obtidos foram submetidos a andlise
estatistica (VASCONCELLOS; AMORIM, 2003).

Andlise estatistica: Para a avaliacdo dos dados de mortalidade, foi utilizado o
procedimento GLIMMIX do programa SAS® (Versdo 9.1, Cary, N.C., 2002) através
da analise de variancia. Resultados significativos foram considerados quando P <
0.05.

Utilizou-se o modelo experimental Yijk = y +a; + Bk + (aB)ik +&ix onde: Yijk =
mortalidade de moluscos obtida sob influéncia ou ndo da concentragcédo de latex i e
sob influéncia ou ndo do tamanho k, y = média total, a; = valor adicional determinado
pela concentracédo i, Bx = valor adicional determinado pelo tamanho do molusco Kk,
(aB)i = valor adicional da interagéo concentracdo i x tamanho k e &y = erro total do
experimento.

Quando as médias foram significativas, as mesmas foram separadas
utilizando as fungcdes LSMEANS, DIFF, e LINES. Intera¢Ges foram identificadas e as

meédias foram separadas através das funcdes SLICE e SLICEDIFF.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentadas as meédias de mortalidade nas diferentes
classes de tamanho em todas as concentracfes testadas e valores de mortalidade
entre as diferentes classes de tamanhos na mesma concentracdo, mostrando

valores que apresentaram diferenca estatistica na aplicagédo até 24 horas.

Tabela 1 - Mortalidade (%) de A. fulica (N = 10) submetidos aos bioensaios com o
latex da E. splendens até 24h apos aplicacdo

Concentracdo (%)

Tamanho' Controle 1 5 10 15
Filhote 0“ 777 g7 93" 100™
Jovem 0® 17780 27 0f° 750
Jov. adulto 0 o° 0° o° o°
Adulto 0 o° 0° o° o°

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ; Adulto =
maiores que 70 mm.

ABC |etras mailisculas iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca estatistica na mortalidade
dos moluscos.

abe | etras mintsculas iguais na mesma coluna indicam nao haver diferenca estatistica na mortalidade
dos moluscos.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as meédias de mortalidade nas diferentes
classes de tamanho em todas as concentracfes testadas e valores de mortalidade
entre as diferentes classes de tamanhos na mesma concentracdo, mostrando

valores que apresentaram diferenca estatistica na aplicagédo até 48 horas.

Tabela 2 - Mortalidade (%) acumulada de A. fulica (N = 10) submetidos aos
bioensaios com o latex da E. splendens até 48h apdés aplicacao

Concentracéo (%)

Tamanho! Controle 1 5 10 15
Filhote 0° 90™? Yaia 100" 100"
Jovem 0° 17780 43* 23180 307"°
Jov. adulto 0° 78¢P 1378¢ 20" 1078¢P
Adulto 0° 0° 0°° 13%° 23"

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ; Adulto =
maiores que 70 mm.

ABC |etras mailisculas iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca estatistica na mortalidade
dos moluscos.

abe | etras mindsculas iguais na mesma coluna indicam ndo haver diferenca estatistica na mortalidade
dos moluscos.
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4.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL (CLgp)

A concentragdo letal g9 (CLgy) para a classe de tamanho filhote, com
individuos de até 10 mm foi 5% P < 0,05.

4.2 BIOENSAIOS

Para determinar a concentracao letal 9o (CLgo), foram feitas trés repeticGes dos
bioensaios: aplicacdo 1, aplicacdo 2 e aplicacdo 3. Nas aplicacbes 1 e 2 todas as
classes de tamanho foram submetidas a vaporizagéo de todas as concentrages no
mesmo dia. A aplicacéo 3 foi dividida em quatro fases: 3-A para concentracéo a 1%,
3-B para 5%, 3-C para 10% e 3-D para 15%, a fim de avaliar como as variantes
influiam na mortalidade.

A mortalidade decorrente do periodo exposi¢cédo (até 24 horas) e recuperacao

(até 48 horas) das trés aplicacbes foi submetida a analise estatistica.

4.2.1 APLICACAO 1

A aplicacdo 1 foi realizada em 22 de fevereiro de 2010, as 22:00; a
temperatura ambiente verificada foi 24C, temperatu ra da solucdo 26C e umidade
relativa do ar 92%, executada conforme os procedimentos estabelecidos nos testes-
piloto. Foi verificado que os moluscos apresentavam comportamento de forrageio e
intensa atividade no interior das caixas de aclimatacdo, comportamento mantido
qguando acondicionados nas caixas para aplicacdo da solucéo.

Durante a vaporizacdo da solucdo, a massa cefalopodal foi rapidamente
recolhida na concha; esse comportamento foi observado em todas as classes de
tamanho, seguido de total inatividade.

Ao término do periodo de exposicao, as caixas foram verificadas, assim como
a mortalidade, a temperatura, a umidade relativa do ar e o comportamento
(APENDICE A).

A presenca de muco com aspecto coagulado, de coloragdo alaranjada,
secretado em grande quantidade por individuos das quatro classes de tamanho
demonstra a interferéncia do latex na capacidade de formacdo do epifragma,

ausente em todos animais que apresentavam reflexos na MCP, ou ainda uma
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reacdo da espécie para evitar a dessecacéo, j4 que a temperatura maxima verificada
para o periodo foi de 30°C.

Os moluscos que responderam ao teste de reflexo na MCP foram transferidos
para caixas contendo substrato imido e alface ad libitum, arranjados nas caixas de
modo a facilitar a visualizagdo de qualquer atividade até o término do periodo de
recuperacédo. A classe de tamanho jovem apresentou mortalidade somente para os
individuos menores, com medidas entre 13 e 21 mm. A taxa de mortalidade

observada na aplicacdo 1 consta na Tabela 3.

Tabela 3 - Mortalidade (%) obtida até 24 horas da aplicacao 1 do latex da E.
splendens var. hislopii diluido em solu¢cdo aquosa, vaporizada nas quatro
classes de tamanho de A. fulica

Concentracéo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 70 100 90 100
Jovem 0 0 30 0 0
Jovem adulto 0 0 0 0 0
Adulto 0 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ; Adulto =
maiores que 70 mm.

O grupo controle apresentou comportamento de forrageio e tentativa de
dispersdo, acumulando-se na porcao superior da caixa. Assume-se a hipétese de
que esse comportamento reflete o verificado em condi¢bes naturais, sob influéncia
da umidade do solo e temperatura 6tima (COOK, 2001). Apés a verificacdo, o grupo
controle foi transferido para caixas contendo substrato imido e alface ad libitum.

Ao término do periodo de recuperacdo, sob temperatura ambiente de 24T;
as caixas foram verificadas e a mortalidade novamente aferida, conforme exposto na
Tabela 4.

Tabela 4 - Mortalidade (%) acumulada obtida até 48 horas da aplicacéo 1 do
latex da E. splendens var. hislopii diluido em solugdo aquosa,
vaporizada nas quatro classes de tamanho de A. fulica

Concentracédo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 90 100 100 100
Jovem 0 0 30 10 40
Jovem adulto 0 10 10 20 0
Adulto 0 0 0 10 20

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ;
Adulto = maiores que 70 mm.
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O grupo controle demonstrou ampla atividade, alimentando-se vorazmente da
alface oferecida, apresentando comportamento uniforme para todas as classes de
tamanho (APENDICE A). Os moluscos remanescentes das classes de tamanho
filhote e jovens ainda apresentavam inatividade e secretavam muco de aspecto
coagulado.

As classes de tamanho jovem-adulto e adulto do grupo controle
demonstraram atividade de forrageio e dispersdo, posicionando-se na porcao
superior da caixa. A atividade dos individuos da classe jovem-adulto era
notoriamente maior que a dos adultos, com intensa movimentacao no interior das

caixas.

4.2.2 APLICACAO 2

A aplicacdo 2 foi executada em 01 de marco de 2010, as 22: 00; a
temperatura ambiente aferida foi 24°C, umidade relativa do ar 92% e temperatura da
solucéo 26°C. Ao término do periodo de exposicao a mortalidade foi verificada e os
valores constam na Tabela 5. Os individuos da classe jovem afetados pela acdo do
latex foram os menores da classe, com tamanho entrel9 e 24 mm,

O comportamento dos moluscos foi idéntico aos descritos na aplicagdo 1, mas
a temperatura maxima, 36°C e a umidade relativa a 77% para o periodo sugerem
interferéncia no comportamento e na mortalidade observada apdés o periodo de
recuperacdo (APENDICE B).

Tabela 5 - Mortalidade (%) obtida até 24 horas da aplicacao 2 do latex da E.
splendens var. hislopii diluido em solu¢cdo aquosa, vaporizada nas
guatro classes de tamanho de A. fulica

Concentracéo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 90 100 90 100
Jovem 0 20 10 0 20
Jovem adulto 0 0 0 0 0
Adulto 0 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.
'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ;

Adulto = maiores que 70 mm.

Assume-se a hipotese de que os valores das temperaturas maximas e a

oscilagdo na umidade relativa do ar desde a aplicagdo até a recuperacdo tenham
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influenciado na mortalidade das classes jovem, jovem-adulto e adulto durante esse
bioensaio, presentes na Tabela 6.

O comportamento observado apdés o periodo de recuperacdo reforca essa
hipétese: nenhuma atividade foi observada apds a vaporizacdo. Os moluscos mortos
apresentavam a massa cefalopodal enrijecida e muco de consisténcia liquida,

diferente do muco coagulado verificado na aplicagéo anterior.

Tabela 6 - Mortalidade (%) acumulada obtida até 48 horas da aplicacéo 2 do
latex da E. splendens var. hislopii diluido em solugdo aquosa,
vaporizada nas quatro classes de tamanho de A. fulica

Concentracéo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 100 100 100 100
Jovem 0 20 40 30 50
Jovem adulto 0 10 20 20 10
Adulto 0 0 0 20 30

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ;
Adulto = maiores que 70 mm.

4.2.3 APLICACAO 3

Diante dos resultados obtidos nos bioensaios anteriores, na aplicacdo 3 o
objetivo também foi observar o comportamento de cada classe de tamanho diante
das concentracdes utilizadas e a influéncia da temperatura e umidade relativa do ar,
seguindo a mesma metodologia, mas dividindo o bioensaio em quatro aplicacoes,
onde as quatro classes eram submetidas a pulverizacdo de apenas uma
concentracdo por aplicacédo

Esse procedimento objetivou aferir com maiores detalhes como o caramujo A.
fulica responde as alteracbes de temperatura e umidade relativa associada a
pulverizacao do latex.

Aplicacdo 3-A foi realizada no dia 15 de marco de 2010, as 22:30; a
temperatura ambiente aferida foi 24°C, temperatura da solucdo 24°C e umidade
relativa do ar 92%. A concentracdo da solucéo para essa aplicacao foi 1% de latex in
natura diluido em solugcéo aquosa.

A pulverizacdo foi realizada e o comportamento dos moluscos refletiu o

observado nas duas aplicacdes anteriores.
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O grupo controle apresentou atividade compativel com o observado nas
aplicacdes anteriores e auséncia de comportamento diferenciado.

Ao término do periodo de exposicdo, as caixas foram verificadas, a
mortalidade e o comportamento apontados (APENDICE C). A mortalidade, assim
como o comportamento descritos foram compativeis com os observados durante a
aplicacao 2, que ocorreu sob condi¢cdes muito parecidas de temperatura e umidade
relativa do ar.

Na aplicagdo 3-B utilizando a concentracdo de 5% de latex, a espécie
demonstrou reacgdo sutil diante da variacdo de temperaturas, observada na
mortalidade da classe de tamanho jovem (APENDICE D).

A hipotese de influéncia da variacado de temperatura foi reforcada durante as
aplicacbes 3-C e 3-D, onde foi utilizado as concentracfes de 10 e 15% de latex,
respectivamente. As aplicacoes foram realizadas sob condi¢cdes de temperatura e
umidade lineares, com pequenas variacdes que, possivelmente, influenciaram na

mortalidade observada conforme ilustrado nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Mortalidade (%) obtida até 24 horas da aplicacao 3 do latex da E.
splendens var. hislopii diluido em solucédo aquosa, vaporizada nas
guatro classes de tamanho de A. fulica

Concentracédo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 70 90 100 100
Jovem 0 30 40 0 0
Jovem adulto 0 0 0 0 0
Adulto 0 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ;
Adulto = maiores que 70 mm.

Tabela 8 - Mortalidade (%) acumulada obtida até 48 horas da aplicacéo 3 do
latex da E. splendens var. hislopii diluido em solu¢céo aquosa,
vaporizada nas quatro classes de tamanho de A. fulica

Concentracéo (vol/vol)

Tamanho® Controle 1% 5% 10% 15%
Filhote 0 80 90 100 100
Jovem 0 30 60 30 0
Jovem adulto 0 0 10 20 20
Adulto 0 0 0 10 20

Fonte: Elaborado pelo autor.

'Controle = misto; Filhote= até 10 mm ; Jovem= 10 a 40 mm; Jovem adulto = 40 a 70 mm ;
Adulto = maiores que 70 mm.
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Os moluscos sob efeito do latex ficaram expostos a baixa temperatura,
possivelmente acarretando a mortalidade observada nos individuos da classe jovem-
adulto e adulto.

Durante as aplicagbes 3-C e 3-D o comportamento do grupo controle
demonstrou a influéncia das baixas temperaturas aferidas durante as aplicagdes,
motivando-0s a procurar abrigo, enterrando-se e iniciando a formacéo de epifragma,
comportamento verificado ao término do periodo de recuperacao.

Os resultados do presente estudo demonstram a letalidade do latex da E.
splendens quando aplicada em filhotes, individuos de diminuto tamanho e
comportamento diferenciado, de dificil localizacdo nas coletas manuais, salientado
por Fischer (2009) e preconizado por Cook (2001).

A incapacidade de formacéo do epifragma, a perda de fluido corporal e a
imobilidade dos individuos demonstram que, mesmo quando a concentragdo do
latex é admitida como sub-letal (WHO, 1965; 2006), € capaz de promover alteracdes
morfofisiolégicas nas classes de tamanho jovem, jovem-adulto e adulto apos 24
horas da aplicacdo, interferir no comportamento da espécie e prejudicar a
reidratacdo por contato, a formacao de epifragma, a capacidade de forrageio, a
capacidade de locomocgdo para alcancar sitios de repouso e estivagdo, ou seja,
atuar diretamente em estratégias-chave de sobrevivéncia do molusco frente aos
fatores bidticos e abioticos.

A nulidade desses mecanismos é refletida na mortalidade observada nos
periodos apds 24 horas, onde é possivel relacionar a resisténcia da espécie A. fulica
de acordo com seu estagio de desenvolvimento (COOK, 2001; RAUT; BARKER,
2002; STOREY, 2002; FISCHER, 2009), confrontandocom os resultados da acéo da
solucéo de acordo com a classe de tamanho e a concentracdo utilizada ( Tabelas 4,
6 e 8).

A preocupacdo gerada pela infestacdo de A. fulica, principalmente na zona
urbana, amplamente publicada na area de Saude Publica (TELES et al., 1997,
SIMONE, 1999; CARVALHO et al., 2003; BERTO; BOGEA, 2007; CALDEIRA et al.,
2007; SHIFFLER, 2008), sua presenca registrada em varios estados e ecossistemas
brasileiros (TELES et al., 1997; VASCONCELLOS; PILE, 2001; FISCHER; COLLEY,
2005) e em Unidades de Conservacao (IBAMA, 2004; ZILLER, 2004; FISCHER,;
COLLEY, 2005) elegem fatores consistentes para o presente estudo, dado o risco

iminente para a saude humana e para a manutencao da biodiversidade.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo foi norteado pela metodologia proposta pela WHO,
originalmente redigida para estudos envolvendo substancias moluscicidas de origem
vegetal utilizadas no combate a moluscos anfibios e aquaticos, haja visto a lacuna
existente em relacdo a metodologias para aplicacdes em gastropodes terrestres.

O delineamento da metodologia utilizada nesse estudo procurou apoiar cada
aspecto descrito da biologia do A. fulica na literatura disponivel, a fim de excluir ou
controlar varidveis potencialmente influentes nos resultados obtidos, tais como
contato com a solucao apos a aplicacao e estresse oriundo do numero de individuos
por caixa.

A separacdo dos moluscos em quatro classes de tamanho, preconizado por
Craze e Mauremootoo (2002) possibilitou a observacdo dos resultados obtidos
durante os bioensaios, determinando o carater diferencial do presente estudo ao
relacionar aspectos biolégicos e comportamentais com o0 estagio de
desenvolvimento da espécie (COOK, 2001; RAUT; BARKER, 2002; FISCHER, 2009)

Estudos envolvendo o Achatina fulica e o latex da E. splendens var. hislopii
(SZABO; VASCONCELLOS, 2004; OLIVEIRA, 2007) apresentam a média de
mortalidade aferida até 48 horas maior do que a constatada até 24 horas, além das
concentracfes utilizadas apresentarem valores muito acima do estabelecido,
descaracterizando a atual metodologia e protocolos da WHO, que admite como
concentracgéo letal aquela capaz de matar 90% dos moluscos em até 24 horas apos
a aplicacdo, com limite de concentracdo de 20 mg/L de latex.

Definicdbes para concentracdo letal, sub-letal, periodo de exposicdo e
recuperacdo, assim como outros parametros certamente merecem ser discutidos
guando o objeto de estudo tratar-se de um gastrépode terrestre.

Assim, apos definicdo de nova metodologia, futuros estudos séo necessarios
para amparar a utlizacdo segura do latex da E. splendens em campo, bem como
possiveis riscos a populacdo e a fauna local se aplicada na area urbana ou em

ambientes legalmente protegidos, como Unidades de Conservacao.
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APENDICE A — Protocolo de bioensaio da aplicacéo 1

Periodo de Exposicdo — Aplicacdo 1

Responséavel: Dra. Rosangela Ap. M. Martinez; Hudson Moggioni Munhoz

Data do inicio/aplicacao:
Horario da observacéo:
Umidade Relativa do Ar:

22/02/2010
22:00
83%

Temperatura maxima: 30T

Substancia testada:

Latex de E. splendens var. hislopii

Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

Data da observacdo: 23/02/2010
Alimentacdo: s/ alimentacdo
Temperatura ambiente: 22T
Temperatura minima: 22T

Método de aplicagdo: Vaporizagao

10 moluscos Amostra total: 200 moluscos
FILHOTES (até 10mm)
CONCENTRACOES (vol/vol)
COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 7 10 9 10
Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo
JOVENS (DE 10 a 40mm)
CONCENTRACOES (vol/vol)
COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 0 3 0 0
Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

JOVENS-ADULTOS (DE 40 a 70mm)

CONCENTRACOES (volivol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 0 0 0 0

Disperséo Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivaco N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

ADULTOS (acima 70mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 0 0 0 0

Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
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Periodo de Recuperacdo — Aplicacdo 1

Responséavel: Dra. Rosangela Ap. M. Martinez; Hudson Moggioni Munhoz

Data de inicio/aplicacdo: 22/02/2010
Horario da observagdo: 22:00
Umidade Relativa do Ar:  92%
Temperatura maxima: 33T

Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii

Espécie testada: Achatina fulica
Amostra por caixa: 10 moluscos

Data da observacdo: 24/02/2010
Alimentacdo: Alface fresca ad libitum
Temperatura ambiente: 24T
Temperatura minima: 22T

Método de aplicagdo: Vaporizagao
Amostra total: 200 moluscos

FILHOTES (até 10mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1%

5% | 10% | 15%

Morte” N&o 9 | 10 | 10 | 10
Disperséo Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

JOVENS (de 10 a 40mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte’ N&o 0 3 1 4

Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

JOVENS-ADULTOS (de 40 a 70mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1%

5% | 10% | 15%

Morte” N&o 1 1 2 0

Disperséo Sim Sim | Sim | Sim | Sim
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim Sim | Sim | Sim | Sim

ADULTOS (acima 70mm)

CONCENTRACOES (volivol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte® N&o 0 0 1 2

Disperséo Sim Sim | Sim | Sim | Sim
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Qviposicao N&o Sim | Ndo | Ndo | Nao
Forrageio Sim Sim | Sim | Sim | Sim

"Morte=exposicao+recuperacao.
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APENDICE B - Protocolo de bioensaio da aplicacéo 2

Periodo de Exposicdo — Aplicacado 2

Responséavel: Dra. Rosangela Ap. M. Martinez; Hudson Moggioni Munhoz

Data do inicio/aplicacdo: 01/03/2010 Data da observacdo: 02/03/2010
Horario da observagdo: 22:00 Alimentacdo: nao oferecida
Umidade Relativa do Ar:  77% Temperatura ambiente: 24T
Temperatura maxima: 36T Temperatura minima: 24T
Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii

Espécie testada: Achatina fulica Método de aplicagdo: Vaporizagao
Amostra por caixa: 10 moluscos Amostra total: 200 moluscos

FILHOTES (até 10mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 9 10 9 10

Disperséo Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

JOVENS (de 10 a 40mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 2 1 0 2

Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo

JOVENS-ADULTOS (de 40 a 70mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 0 0 0 0
Disperséo Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim

ADULTOS (acima 70mm)

CONCENTRACOES (volivol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte N&o 0 0 0 0

Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Nédo
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Periodo de Recuperacdo — Aplicacdo 2

Responséavel: Dra. Rosangela Ap. M. Martinez; Hudson Moggioni Munhoz

Data do inicio/aplicacdo: 01/03/2010
Horario da observagdo: 22:00
Umidade Relativa do Ar:  83%
Temperatura maxima: 36T

Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii

Espécie testada: Achatina fulica
Amostra por caixa: 10 moluscos

Data da observacdo: 03/03/2010
Alimentacdo: Alface fresca ad libitum
Temperatura ambiente: 22T
Temperatura minima: 21T

Método de aplicagdo: Vaporizagao
Amostra total: 200 moluscos

FILHOTES (até 10mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1%

5% | 10% | 15%

Morte” N&o 10 | 10 | 10 | 10
Disperséo Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

JOVENS (de 10 a 40mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte’ N&o 2 4 3 5

Dispersao Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo
Estivacao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Néo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo

JOVENS-ADULTOS (de 40 a 70mm)

CONCENTRACOES (vol/vol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1%

5% | 10% | 15%

Morte” N&o 1 2 2 1

Disperséo Sim Sim | Sim | Ndo | Nao
Estivacdo N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Oviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Ndo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Ndo

ADULTOS (acima 70mm)

CONCENTRACOES (volivol)

COMPORTAMENTO | Controle | 1% | 5% | 10% | 15%
Morte® N&o 0 0 2 3

Disperséo Sim Sim | Sim | Ndo | Nao
Estivacdo N&o N&o | Ndo | N&do | Ndo
Epifragma N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Qviposicao N&o N&o | Ndo | Ndo | Nédo
Forrageio Sim N&o | Ndo | Ndo | Néo

"Morte=exposicao+recuperacao.
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APENDICE C — Protocolo dos bioensaios da aplicacdo 3-A, B, C e D

Aplicacdo 3-A — Concentracao da solucado: 1%

Periodo de exposicao

Responsavel: Dra. Rosangela Ap. M. Martinez; Hudson Moggioni Munhoz

Data do inicio/aplicacéo:

Horéario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:
Temperatura maxima: 36°C

15/03/2010

Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii
Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

10 moluscos

Data da observacdo: 16/03/2010
Alimentacdo: s/ alimentacdo
Temperatura ambiente: 24T
Temperatura minima: 24°C

Método de aplicacdo: Vaporizacdo
Amostra total: 50 moluscos

Data do inicio/aplicacéo:

CONCENTRACAO: 1%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte 0 7 3 0 0
Dispersao Sim N&o N&o N&ao N&o
Estivacao N&o N&o N&o N&o N&o
Epifragma N&o N&o N&o N&o N&o
Qviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio Sim N&o N&o N&o N&o

22:30

Horario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:
Temperatura maxima: 36°C

Periodo de recuperacéo

15/03/2010

Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii
Espécie testada: Achatina fulica

Data da observacdo: 17/03/2010

Alimentacdo: Alface fresca ad libitum
Temperatura ambiente: 22°C
Temperatura minima: 22°C

Método de aplicacdo: Vaporizacdo

Amostra por caixa: 10 moluscos Amostra total: 50 moluscos
CONCENTRACAO: 1%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte® 0 8 3 0 0
Dispersao Sim N&o N&o Sim Sim
Estivacao N&o N&o N&o N&o N&o
Epifragma N&o N&o N&o N&o N&o
Qviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio Sim N&o N&o N&o N&o

"Morte=exposicao+recuperacdo



Aplicacdo 3-B — Concentracido da solucao: 5%

Data do inicio/aplicacao:

Horéario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de exposicao

27/04/2010
23:00
83%

Temperatura maxima: 32°C

Substancia testada:

Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

10 moluscos

Latex de E. splendens var. hislopii

Data da observacdo: 28/04/2010
Alimentacdo: s/ alimentacdo
Temperatura ambiente:

Temperatura minima: 23°C

Método de aplicagéo:
Amostra total:

20°C

CONCENTRACAOQO: 5%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte 0 9 4 0 0
Disperséo Sim N&o N&o N&o N&o
Estivacdo N&o N&o N&o N&o N&o
Epifragma N&o N&o N&o N&o N&o
Oviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio Sim N&o N&o N&o N&o

Data do inicio/aplicacao:

Horéario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de recuperacéo

27/04/2010
23:00
91%

Temperatura maxima: 27°C

Substancia testada:

Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

10 moluscos

Latex de E. splendens var. hislopii

Data da observacdo: 29/04/2010
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Vaporizacao
50 moluscos

Alimentacdo: Alface fresca ad libitum

Temperatura ambiente:

Temperatura minima: 19°C

Método de aplicagéo:
Amostra total:

20°C

CONCENTRACAO: 5%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte® 0 9 6 1 0
Dispersao Sim N&o N&o Sim Sim
Estivacao N&o N&o N&o N&o N&o
Epifragma N&o N&o N&o N&o N&o
Qviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio Sim N&o N&o N&o N&o

"Morte=exposicao+recuperacado

Vaporizacao
50 moluscos



Aplicacdo 3-C — Concentracdo da solucido: 10%

Data do inicio/aplicacao:

Horéario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de exposicao

09/05/2010

23:15
90%

Temperatura maxima: 20°C

Substancia testada:

Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

10 moluscos

Latex de E. splendens var. hislopii

Data da observacdo: 10/05/2010

Alimentacdo: s/ alimentacdo

Temperatura ambiente:

17°C

Temperatura minima: 16°C

Método de aplicagéo:
Amostra total:

CONCENTRACAOQ: 10%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte 0 10 0 0 0
Disperséo Sim N&o N&o N&o N&o
Estivacdo Sim N&o N&o N&o N&o
Epifragma N&o N&o N&o N&o N&o
Oviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio Sim N&o N&o N&o N&o

Data do inicio/aplicacéo:

Horario da observagéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de recuperacéo

09/05/2010

23:00
81%

Temperatura maxima: 20°C
Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii
Espécie testada: Achatina fulica

Data da observacdo: 11/05/2010
Alimentacdo: Alface fresca ad libitum
Temperatura ambiente:

16°C

Temperatura minima: 15°C

Método de aplicacao:

Amostra por caixa: 10 moluscos Amostra total: 50 moluscos
CONCENTRACAQ: 10%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte’ 0 10 3 2 1
Disperséo N&o N&o Sim Sim Sim
Estivacdo Sim N&o Sim Sim Sim
Epifragma Sim N&o N&o N&o N&o
Oviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio N&o N&o N&o N&o N&o

*Morte=exposi¢ao+recuperacao

Vaporizacao
50 moluscos

Vaporizacao




Aplicacdo 3-D— Concentracdo da solucdo: 15%

Data do inicio/aplicacao:

Horéario da observacéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de exposicao

15/05/2010
22:00
82%

Temperatura maxima: 24°C

Substancia testada:

Espécie testada: Achatina fulica

Amostra por caixa:

10 moluscos

Latex de E. splendens var. hislopii

Data da observacdo: 16/05/2010

Alimentacdo: s/ alimentacdo

Temperatura ambiente:

Temperatura minima: 16°C

Método de aplicagéo:
Amostra total:

20°C

CONCENTRACAOQ: 15%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte 0 10 0 0 0
Disperséo Sim N&o N&o N&o N&o
Estivacdo N&o N&o N&o N&o N&o
Epifragma Sim N&o N&o N&o N&o
Oviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio N&o N&o N&o N&o N&o

Data do inicio/aplicacéo:

Horario da observagéo:

Umidade Relativa do Ar:

Periodo de recuperacao

15/05/2010
22:30
91%

Temperatura maxima: 23°C
Substancia testada: Latex de E. splendens var. hislopii
Espécie testada: Achatina fulica

Data da observacdo: 17/05/2010
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Vaporizacao
50 moluscos

Alimentacdo: Alface fresca ad libitum

Temperatura ambiente:

Temperatura minima: 19°C

Método de aplicacao:

20°C

Amostra por caixa: 10 moluscos Amostra total: 50 moluscos
CONCENTRACAOQ: 15%

COMPORTAMENTO | CONTROLE | FILHOTE | JOVEM | J. ADULTO | ADULTO
Morte’ 0 10 0 2 2
Disperséo N&o N&o N&o N&o N&o
Estivacdo Sim N&o N&o N&o N&o
Epifragma Sim N&o N&o N&o N&o
Oviposicao N&o N&o N&o N&o N&o
Forrageio N&o N&o N&o N&o N&o

*Morte=exposi¢ao+recuperacao

Vaporizacao



