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RESUMO

A regido amazonica é conhecida por ter grande biodiversidade aquatica e a mais importante
bacia tropical do planeta. Ao longo do Rio Amazonas e da maioria de seus afluentes, a elevada
precipitacdo anual resulta em extensas areas inundadas, denominadas de varzeas. Neste
contexto, os caracois do género Pomacea constituem uma parte importante da fauna nativa
de agua doce. Buscando compreender a relacdo do célcio em moluscos da Amazénia, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentraces de céalcio no
desenvolvimento e regeneracdo das conchas do gastropode Pomacea dolioides. Inicialmente
foi feito um levantamento dos gastrépodes no municipio de Itacoatiara-AM, onde foram
coletados, identificados e analisados quanto a ocorréncia de danos nas conchas. Também
coletamos amostras de agua para determinacdo do célcio no ambiente. Posteriormente,
gastropodes foram distribuidos em seis tratamentos com diferentes concentracdes de Ca?*,
este experimento teve duracdo de 60 dias, onde verificamos o crescimento, engorda,
concentracao de calcio no animal inteiro e a microestrutura da concha. Além disso, analisamos
0 processo de regeneracao das conchas submetidas a diferentes concentracdes de calcio,
com dois tipos de corte (triangulo e retdngulo) e duas indugbes. Os resultados demonstraram
gue nao houve relacdo dos danos na concha com a concentracdo de calcio no ambiente.
Experimentalmente, o calcio dissolvido na agua foi essencial para o gastropode P. dolioides,
visto que, na auséncia de célcio os gastropodes ndo sobreviveram por mais de 40 dias. Estes
apresentaram melhor desenvolvimento a partir das concentracdes de 60, 80 e 100 mg/L de
sulfato de calcio testadas. O tempo de regeneracdo das conchas ndo diferiu entre os
tratamentos com diferentes concentracdes de calcio. Os gastrOpodes apresentaram
capacidade de regenerar as areas danificadas com diferentes tipos de incisdes e inducdes
num tempo relativamente baixo com alta taxa de sobrevivéncia. A partir desses resultados,
concluimos que a presenca de danos nas conchas no ambiente pode estar relacionada a
outros fatores e ndo somente a concentracao de calcio e que existe uma relacdo entre o calcio
dissolvido na agua e o desenvolvimento do gastropode P. dolioides em relacdo ao
comprimento, peso inorganico e organico e o calcio da concha e do caracol inteiro. Em virtude
disso, é importante considerar o ambiente externo no processo de aquisicdo de ions Ca?* e
nao apenas o célcio absorvido via alimentacgéo.

Palavras-chave: Pomacea, Amazonas, Calcio, Desenvolvimento, Regeneracao



ABSTRACT

The Amazon region is known for having great aquatic biodiversity and the most important
tropical basin on the planet. Along the Amazon River and most of its tributaries, the high annual
rainfall results in extensive flooded areas, called floodplains. In this context, snails of the genus
Pomacea constitute an important part of the native freshwater fauna. Seeking to understand
the relationship of calcium in mollusks in the Amazon, the objective of this work was to evaluate
the effect of different concentrations of calcium on the development and regeneration of the
shells of the gastropod Pomacea dolioides. Initially, a survey of gastropods was made in the
municipality of ltacoatiara-AM, where they were collected, identified and analyzed for the
occurrence of damage to the shells. We also collect water samples to determine calcium in the
environment. Subsequently, gastropods were distributed in six treatments with different
concentrations of Ca2 +, this experiment lasted 60 days, where we verified the growth,
fattening, calcium concentration in the whole animal and the microstructure of the shell. In
addition, we analyzed the regeneration process of shells subjected to different concentrations
of calcium, with two types of cut (triangle and rectangle) and two inductions. The results
showed that there was no relationship between shell damage and calcium concentration in the
environment. Experimentally, calcium dissolved in water was essential for the gastropod P.
dolioides, since, in the absence of calcium, the gastropods did not survive for more than 40
days. These showed better development from the concentrations of 60, 80 and 100 mg / L of
calcium sulfate tested. The regeneration time of the shells did not differ between treatments
with different concentrations of calcium. Gastropods showed the ability to regenerate damaged
areas with different types of incisions and inductions in a relatively short time with a high
survival rate. From these results, we conclude that the presence of damage to the shells in the
environment may be related to other factors and not only to the concentration of calcium and
that there is a relationship between calcium dissolved in water and the development of
gastropod P. dolioides in relation to length, inorganic and organic weight and calcium from the
shell and the whole snail. As a result, it is important to consider the external environment in
the process of acquiring Ca2 + ions and not just the calcium absorbed via food.

Keywords: Pomacea, Amazonas, Calcium, Development, Regeneration
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INTRODUCAO GERAL

1. Caracdis maca e suaimportancia

Os representantes da familia Ampullariidae se distribuem naturalmente nos
tropicos e subtropicos Umidos na Africa, América e Asia (Berthold 1991; Cowie 2002;
Cowie et al. 2017), habitando as margens de rios, cérregos, lagos, pantanos e
ambientes Iénticos (Horgan et al. 2014). Nestes ambientes, estes gastropodes
geralmente constituem uma parte importante da fauna nativa de a4gua doce (Hayes et
al. 2015) compondo mais de 20% da biodiversidade (Strong et al. 2008). Entre os nove
géneros geralmente reconhecidos (Hayes et al. 2015), os individuos do género
Pomacea sdo comumente denominados como caracOis maca por causa de suas
conchas grandes e redondas (Cowie et al. 2017). Atualmente sdo descritas cerca de
50 espécies deste género (Cowie et al. 2017), das quais 38 foram registradas para a
regido Amazonica (Thiengo et al. 2017).

O género Pomacea ficou conhecido devido as invasdes bem sucedidas em
diversas partes do mundo (Horgan et al. 2014; Hayes et al. 2015), através da
introducdo de varias espécies como animais de estimacdo ou alimentos, onde se
estabeleceram e se tornaram grandes pragas agricolas e ambientais (Cowie 2002;
Rawlings et al. 2007; Hayes et al. 2012; Hayes et al. 2015). Esses animais sédo usados
como fonte de proteina para seres humanos (Cagauan & Joshi, 2003) ou para
elaboracdo de racédo para animais (Barboza & Romanelli 2004). Além de servirem
como presas importantes para peixes, répteis, aves, entre outros animais (Thiengo et
al. 2017). Também sao utilizados como agente biolégico no controle de plantas
daninhas (Okuma et al. 1994a; kenji, 2003) e indicadores de poluicdo por cadmio,
chumbo, cobre, tributilestanho, zinco (Vega et al. 2012; Al-Maliki et al. 2015; Ramirez-
Prado et al. 2016; Martinez et al. 2017; Pefia 2017) entre outros contaminantes. Além
disso, sao utilizados na medicina tradicional (Alves & Alves, 2011) e para obtencéo de
produtos e substancias (Abdullah et al. 2017) como o 6xido de calcio para a producao
de biodiesel (Margaretha et al. 2012, Ki et al. 2017), quitina e quitosana
(Kaewboonruang et al. 2016, Trisnaningrum et al. 2016).

O sucesso da sua distribuicdo ocorreu gracas as caracteristicas do género,
como alimentacdo de origem animal e vegetal (Strong et al. 2008), elevada

fecundidade e reproducédo durante boa parte do ano (Burlakova et al. 2010),
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crescimento rapido (Estebenet & Martin, 2002) e resisténcia a diferentes temperaturas
da &gua (Seuffert & Martin 2013) e a dessecacdo (Wada & Matsukura, 2011; Yoshida
et al. 2014). Devido a sua importancia ecologica, como espécies invasoras,
indicadores de poluicdo ou como fonte de alimentos (Barboza & Romanelli 2004;
Barboza et al. 2006; Glass & Darby 2009), o interesse por fatores que afetam a
distribuicdo e a abundancia desses moluscos é crescente (Glass & Darby 2009,
Bernatis et al. 2016, Pierre et al. 2017). Além disso, informacdes sobre a biologia
desses gastropodes no seu habitat natural sdo escassas (Watanabe et al. 2015;
Bernatis et al. 2016), especialmente para as espécies Amazo6nicas como Pomacea
dolioides (Reeve, 1856) (Melo et al. 2017), que ndo sdo invasoras como Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822).

2. Caracteristicas da bacia amazbnica

A regido amazonica é conhecida por ter grande biodiversidade aquatica
(Agostinho et al. 2005), e por ser a maior e mais importante bacia tropical do planeta
(Neill et al. 2006). Ao longo do rio Amazonas e da maioria de seus afluentes, a alta
precipitacdo anual leva a grandes oscilacbes na vazao dos rios resultando em
extensas areas inundadas sazonalmente (Junk et al. 2011), conhecidas como areas
de varzea. Utilizando a cor da agua e parametros fisico-quimicos, Sioli (1956)
descreveu as caracteristicas limnoldgicas dos grandes rios amaz6nicos, classificando-
0s em rios de agua branca, preta e clara. Assim, 0 Rio Amazonas foi caracterizado
como um rio de agua branca e esta entre os 10 maiores do mundo (Latrubesse 2008).

Os rios de agua branca transportam sedimentos ricos em nutrientes que sao
depositados em extensas planicies de inundacdo (areas de varzeas), com
diversidade de plantas e animais (Junk et al. 1989; Junk et al. 2011). Suas aguas tém
pH quase neutro e concentracdes relativamente altas de solidos dissolvidos (Junk et
al. 2011), principalmente Ca?*e HCO?®*, o que as classificam como carbonatadas
(Gaillardet et al. 1997). Queiroz et al. (2009) ao estudarem a hidroquimica do rio
Solimdes, verificaram que dentre os cations presentes nas aguas brancas, o calcio e
o sédio representaram 64% da carga total com predominancia do Ca?*. Souto et al.
(2015), também observaram concentra¢des de célcio no rio Solimdes-Amazonas em
torno 11,41 mg/L e naregiao do Novo Remanso no rio Amazonas de 3,35 a 9,55 mg/L.

Além disso, esses mesmos autores perceberam que durante os meses de maio a
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setembro houve um aumento nas concentracdes dos ions devido ao periodo de aguas

baixas, quando os ambientes de véarzeas ficam isolados dos rios.

3. Papel do célcio nos moluscos

O caélcio é essencial no ciclo de vida dos moluscos, pois promove a formacéo
da concha, funciona como solugédo tampéo em processos metabolicos e participa da
producdo de células de defesa, além de influenciar na sua capacidade fagocitica
(Magalhdes et al. 2011). Estudos sobre o papel do célcio no desenvolvimento de
gastropodes sdo crescentes, bem como sua importancia no metabolismo dos
moluscos. Neste sentido, experimentos em laboratério testaram os efeitos de
diferentes concentracdes de célcio em diferentes espécies de gastropodes (Thomas
et al. 1974; Madsen 1987; Brodersen & Madsen 2003), concluindo que, em geral, as
espécies sdo capazes de sobreviver em ambientes com baixas concentracdes de
calcio. No entanto, o crescimento é inibido e as conchas se tornam mais finas.
Dalesman et al. (2011), observaram o efeito da concentragdo de calcio no ambiente
na formacdo de memodria, fisiologia e no comportamento de Lymnaea stagnalis
(Linnaeus, 1758) em resposta ao treinamento para reduzir a respiracdo aérea. A
mobilizacdo do célcio da concha para a hemolinfa em Biomplalaria glabrata (Say,
1818) exposto a diferentes solugbes de CaCOs foi observado por Magalhées et al.
(2011), os quais concluiram que ocorre mobilizacdo frequente de célcio de acordo
com a quantidade de calcio disponivel no ambiente. Silva et al. (2017), concluiram que
as exposic¢des ao CaCOzs influenciaram na reducao de glicose e alteraram as vias do
metabolismo energético em B. glabrata.

Apesar de estudos sobre P. dolioides ter sido desenvolvidos no Amazonas, nao
h&d estudos sobre os efeitos da concentracdo de calcio no desenvolvimento da
espécie. Como o registro de imposex em P. dolioides e P. difusa Blume, 1957
(Fonseca et al. 2017), estudos sobre cultivo e frequéncia alimentar, onde Pires-Junior
et al. (2019) determinaram o melhor alimento e frequéncia alimentar. Além de
trabalhos sobre reproducdo que determinaram a fecundidade e relac&o positiva com
o tamanho das fémeas, tempo de desenvolvimento embrionario que ocorre em média
em 10 dias (Melo et al. 2017), e comparacbes morfoldégicas dos testiculos e
espermatozoides entre P. dolioides e P. diffusa (Paschoal & Oliveira 2017). Pelo

exposto acima, fica claro que estudos sobre o desenvolvimento do gastrépode P.
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dolioides, que levem em consideracao a concentracdo de célcio dissolvida na agua
sd0 necessarios para a compreensdo da biologia e ecologia dos caracoéis de agua

doce, além de poderem auxiliar em futuro cultivo da espécie na regido Amazonica.
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CAPITULO Il

Efeito do Calcio no Desenvolvimento do Gastropode Pomacea
dolioides (Reeve, 1856)
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RESUMO

O caélcio € essencial na vida dos moluscos, pois esta relacionado com a formacgéo da concha,
participa dos processos metabdlicos e adaptacdo desses animais no meio ambiente.
Buscando compreender a relagdo do calcio em moluscos da Amazonia, 0s objetivos deste
trabalho foram avaliar o efeito da concentracédo de calcio na propor¢éo de danos na concha e
no desenvolvimento do gastropode Pomacea dolioides. Foram mapeados cinco pontos de
coleta no Municipio de Itacoatiara-AM, nos quais gastrépodes foram coletados, identificados
e verificados quanto a ocorréncia de danos nas conchas. Amostras de 4gua também foram
coletadas para analise da concentracdo de célcio. Para verificar o efeito da concentracédo de
calcio no desenvolvimento dos gastropodes, 540 juvenis de tamanho similar foram distribuidos
em seis tratamentos com diferentes concentragdes de Ca?* (0, 20, 40, 60, 80 e 100mg/L de
CaS0. 2H;0) por 60 dias, a alimentacéo foi padronizada para todos os tratamentos. Para
determinacédo da concentracao de calcio no gastropode inteiro e nas conchas foram utilizados
guatro gastrépodes de cada réplica. Estas foram secas, calcinadas e o célcio das conchas
determinado por titulagdo. Para caracterizacdo estrutural, trés conchas do ambiente e de cada
tratamento foram examinadas com o auxilio do microscopio eletrénico de varredura. A
proporcdo de gastrépodes com danos nas conchas diferiu significativamente entre locais
amostrados, sendo maior no Jacarezinho, Bairro Mamud Amed e Bairro da Paz e menor no
Lago do Canacari e Centenario. A concentracdo de célcio variou significativamente entre os
ambientes, com maior concentracdo no lago do Canacari e menor no Jacarezinho. Nao houve
correlacdo entre a proporcdo de danos e a concentracdo de calcio nas areas investigadas,
assim como ndo ha diferenca entre a proporcdo de danos e o sexo dos gastropodes. A
propor¢cdo de danos nas conchas no laboratério apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos com aumento de lesGes ao longo do tempo. A taxa de mortalidade foi
significativamente menor no tratamento com maior concentracdo de célcio (100 mgL™t). Além
disso, os tratamentos com maiores concentraces de sulfato de calcio (60, 80 e 100 mgL™?)
apresentaram ganhos significativamente maiores para a taxa de crescimento especifico,
biomassa, ganho de peso absoluto e ganho de peso em porcentagem. O mesmo padrao foi
observado para o crescimento e ganho de peso em rela¢do aos dias de cultivo. Assim como
a espessura da concha, que foi maior nas trés ultimas concentracoes de sulfato de célcio com
duas camadas de cristais. O teor de célcio nos gastrépodes e de carbonato de calcio nas
conchas foi significativamente maior no tratamento com 80 mg/L de sulfato de calcio. Além
disso, o célcio dissolvido na agua foi essencial para o gastropode P. dolioides, visto que, na
auséncia de calcio os gastrépodes ndo sobreviveram por mais de 40 dias, apresentando maior
crescimento e engorda partir de 60 mgL* de CaSOa..

Palavras-chave: Crescimento, Concha, Calcio, Pomacea dolioides
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ABSTRACT

Calcium is essential in the life of mollusks, as it is related to the formation of the shell,
participates in the metabolic processes and adaptation of these animals in the environment.
Seeking to understand the relationship of calcium in mollusks in the Amazon, the objectives of
this work were to evaluate the effect of calcium concentration on the proportion of damage in
the shell and on the development of the gastropod Pomacea dolioides. Five collection points
were mapped in the Municipality of Itacoatiara-AM, in which gastropods were collected,
identified and checked for damage to the shells. Water samples were also collected for
analysis of calcium concentration. To verify the effect of calcium concentration on gastropod
development, 540 juveniles of similar size were distributed in six treatments with different
concentrations of Ca2 + (0, 20, 40, 60, 80 and 100mg / L of CaSO4 2H20) for 60 days, the
food was standardized for all treatments. To determine the calcium concentration in the entire
gastropod and in the shells, four gastropods from each replica were used. These were dried,
calcined and the calcium in the shells determined by titration. For structural characterization,
three shells from the environment and from each treatment were examined with the aid of a
scanning electron microscope. The proportion of gastropods with shell damage differed
significantly between sampled locations, being higher in Jacarezinho, Bairro Mamud Amed
and Bairro da Paz and lower in Lago do Canacari and Centenario. The calcium concentration
varied significantly between environments, with higher concentration in the lake of Canacari
and lower in Jacarezinho. There was no correlation between the proportion of damage and the
concentration of calcium in the areas investigated, just as there is no difference between the
proportion of damage and the sex of gastropods. The proportion of damage to the shells in the
laboratory showed a significant difference between treatments with increased lesions over
time. The mortality rate was significantly lower in the treatment with higher calcium
concentration (100 mgL-1). In addition, treatments with higher concentrations of calcium
sulfate (60, 80 and 100 mgL-1) showed significantly greater gains for the specific growth rate,
biomass, absolute weight gain and weight gain in percentage. The same pattern was observed
for growth and weight gain in relation to the days of cultivation. As well as the shell thickness,
which was higher in the last three concentrations of calcium sulfate with two layers of crystals.
The calcium content in gastropods and calcium carbonate in the shells was significantly higher
when treated with 80 mg / L of calcium sulfate. In addition, calcium dissolved in water was
essential for gastropod P. dolioides, since, in the absence of calcium, gastropods did not

survive for more than 40 days, showing greater growth and fattening from 60 mgL-1 of CaSO4.

Keywords: Growth, Shell, Calcium, Pomacea dolioides
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1.INTRODUCAO

O célcio tem sido descrito como um dos fatores limitantes que influencia as
populacBes de gastropodes de agua doce (Thomas et al. 1974; Watson & Ormerod
2004; Glass & Darby 2009). Os ions de calcio desempenham papel importante na
biologia dos moluscos e estao relacionados a distribuicdo, sobrevivéncia e adaptacdo
dos gastropodes adultos no meio ambiente. O calcio é importante para a formacédo da
concha, crescimento, oviposicéo e resisténcia ao ataque de predadores, explicando
por que esses gastropodes procuram ambientes ricos em calcio para o0 seu
estabelecimento e desenvolvimento (Thomas et al. 1974; Nduku & Harrision 1976;
Dawies & Erasmus 1984; Tunholi et al. 2011). Nesse sentido, Martin et al. (2001)
descreveram a ocorréncia de Pomacea canaliculata (Lamarck, 1804) em &aguas
contendo em meédia 29,8 mg/L de calcio em comparagdo com areas ndo habitadas
com 14,8 mg/L. Glass & Darby (2009), registraram massas de ovos de Pomacea
paludosa (Say, 1829) em ambientes contendo uma variacdo de calcio entre 5,7 mg/L
e 78 mg/L.

As conchas dos moluscos sdo compostas por cristais de carbonato de calcio
incrementados ao longo da vida do animal por um processo de cristalizacdo que
depende de fatores intrinsecos e ambientais (Paula & Silveira, 2009). Assim, cristais
de aragonita e calcita sdo organizados em camadas formando a estrutura da concha
juntamente com o nacar (Paula & Silveira, 2009; Paula et al. 2010; Dauphin et al.
2014). Esta estrutura € coberta externamente com peridsteo nao calcificado (Paula &
Silveira, 2009). Analises de microscopia de varredura revelaram protuberancias
peridstracais dispostas em espiral na concha de P. canaliculata (Estebenet et al. 2006)
e estudos desenvolvidos por Meenaksh et al. (1975) demonstraram o componente
mineral da concha de P. paludosa como aragonita. A Pomacea lineata (Spix, 1827)
apresentou um biomaterial constituido basicamente por CaCO3z com predominancia
de aragonita e estruturas de nacar colunar e lamelar cruzado (Paula & Silveira, 2009;
Paula et al. 2010).

Estudos sobre a influéncia do calcio proveniente de fontes exdgenas sao
crescentes. Ewald et al. (2009), relataram a importancia do calcio no ambiente para
melhorar os impactos da acidificacdo. Ebanks et al. (2010), caracterizaram 0

mecanismo de aquisicdo de Ca?", HCOs, CO3* necessarios para o processo de
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calcificacdo da concha de embrifes. Em ambientes onde as concentragdes de calcio
sdo menores que 20 mg/L os moluscos tem respiragdo cutanea aumentada e
diminuicdo na motilidade (Dalesman et al. 2011). Concentracdes menores que 50
mg/L fazem as células gastarem muita energia para captar calcio do ambiente e com
80 mg/L estes custos energéticos sao reduzidos (Greenaway, 1971). Bukowski & Auld
(2014), verificaram que o efeito predador versus espessura da concha em Physa acuta
Draparnaud, 1805 aumentou com a disponibilidade de célcio, desenvolvendo conchas
mais pesadas e mais grossas. Para gastropodes do género Pomacea a porcentagem
de calcio, tamanho e peso de esmagamento afetadas por diferentes concentracfes
de célcio em P. paludosa foram investigadas por Glass & Darby (2009).

Ainda que se tenha desenvolvido estudos sobre a P. dolioides (Fonseca et al.
2017, Melo et al. 2017, Paschoal & Oliveira 2017, Pires-Junior et al. 2019), o
conhecimento sobre os Ampullaridae da Amazonia é escasso, apesar da riqueza de
espécies e seu uso pelas populacdes ribeirinhas, seja para alimentacdo, saude ou
para o artesanato regional (Thiengo et al. 2017). Testando a hipotese de que a
concentracdo de calcio influencia no desenvolvimento de P. dolioides, o presente
estudo avaliou a relacdo entre a concentracdo de calcio dissolvida na agua e a
propor¢cdo de danos nas conchas, crescimento, ganho de peso, concentracdo de
célcio no gastropode e nas conchas e as caracteristicas da microestrutura das

conchas.
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2. Material e Métodos

2.1- Ocorréncia de danos nas conchas de P. dolioides no ambiente

O estudo foi realizado no municipio de Itacoatiara, Estado do Amazonas,
localizado na Amazonia Central. A estacdo chuvosa geralmente ocorre de janeiro a
maio, com as maiores precipitacdes de dezembro a maio (Bittencourt e Amadio, 2007;
Ruiz e Alencar, 2004), inundando grandes areas planas da planicie de inundacéo
amazobnica denominadas de varzea e igap6 (Junk 2000).

Para verificar a ocorréncia de danos nas conchas de P. dolioides no ambiente,
0s gastrépodes foram amostrados em areas alagadas dos Bairros da Paz, Mamud
Amed, Centenario, Jacarezinho e no Lago do Canacari (Figura 1) entre os meses de
maio a agosto de 2018 no periodo de cheia (Bittencourt e Amadio, 2007). Estes foram
coletados manualmente e com auxilio de pucas. Em seguida os gastropodes foram
colocados cuidadosamente em caixas plasticas com agua e aeracéo, e transportados

até o laboratorio.
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Figura 1- Localizacdo geogréfica dos locais de amostragem no Municipio de Itacoatiara, Amazonas,
Brasil. A: Amazénia, B: Itacoatira, C: locais de amostragem. 1: Bairro da Paz, 2: Bairro Mamud Amed,
3: Centenario, 4: Jacarezinho (- - - - Rodovia AM 010) e 5: Lago do Canagari.
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No laboratério os gastrépodes foram anestesiados com solugcéo de cloreto de
magnésio 10% por uma hora (Zeidan et al. 2018). Apds este procedimento 0s
caramujos foram identificados de acordo com a morfologia da concha e anatomia
interna (Simone, 2006), determinados quanto ao sexo e pesados em balanga (0,019).
Também foram medidos quanto ao comprimento da concha com auxilio de
paquimetro (0,05 mm). Os danos na concha foram caracterizados como furos
localizados principalmente no apice da concha e registrados visualmente. A
confirmacdo da identificacdo dos espécimes e tombamento dos exemplares foi
realizada pela especialista em moluscos Profd. Drd. Silvana Carvalho Thiengo do
Laboratorio de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Os gastropodes foram
tombados (# 11433, 11434, 11435 e 11436) e depositados na Colecédo de Moluscos
do Instituto Oswaldo Cruz. O presente estudo foi desenvolvido sob autorizacdo do
Sistema de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade (Sisbio # 7158399/63335)
vinculado ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo).

Em cada local onde os gastropodes foram coletados o pH foi medido com
medidor de pH (Asko AK90) e amostras de agua que foram armazenadas em garrafas
previamente enxaguadas com solucdo de acido nitrico e congeladas para posterior
determinacdo da concentracdo de calcio (mg/L) em triplicada, segundo o método
titrimétrico EDTA do “Standard Methods” (Baird et al. 2017). Foram transferidos 50 mL
da amostra filtrada e homogeneizada para um erlenmeyer de 250 mL e adicionados 2
mL de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 1N até pH entre 12 e 13 e 0,1g de
indicador murexida. Esta solucéo foi titulada com solucédo padrédo de EDTA-Na 0,01
mol.Lt. O volume de EDTA gasto na titulacédo foi registrado e o calcio foi calculado
pela equacao: Ca (mg)L= A X B X 400,8/mL da amostra, onde A= mL da titulacao para
a amostra, B= mg CaCOs equivalente a 1 mL da solugdo padrdo de EDTA-Na 0,01

mol.L?

2.1.1 Andlise dos dados

A relacdo entre a concentracdo de calcio nos ambientes amostrados e a
proporcao de gastropodes com danos nas conchas foi analisada por meio de anélise
de correlacdo de Pearson. Tabelas de contingéncia e teste Qui-quadrado foram

utilizados para comparar a propor¢do de danos entre machos e fémeas em cada local
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e entre locais. A concentracao de calcio entre os locais amostrados foi comparada por
andlise de variancia simples. Para ambos os testes foi considerado nivel de
significancia P<0,05.

2.2 — Experimento 1 — Efeito da concentragcdo de calcio no desenvolvimento de P.
dolioides

Para investigar o efeito da concentragéo de calcio em P. dolioides, 5 massas
de ovos foram cuidadosamente coletadas no ambiente e colocadas em um suporte
com furos flutuando em caixa plastica (31 cm x 25 cm x 12,9 cm) com agua e aeracao,
até ecloséo dos filhotes. Os juvenis foram cultivados por sete dias em caixa plastica
no mesmo recipiente com 5 L de agua, sistema de aerac¢ao e alimentados com alface.
Posteriormente, 540 filhotes foram selecionados aleatoriamente para compor o
experimento.

A agua utilizada no experimento, foi uma mistura de sais de fundo feita com
300 L de agua deionizada, 36 g de sulfato de magnésio, 57,6 g de bicarbonato de
soédio e 2,4 g de cloreto de potassio de acordo com Glass & Darby (2009). O
experimento foi realizado durante 60 dias, com seis tratamentos relacionados as
concentragdes sulfato de calcio na agua dos gastropodes: 0 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L,
60 mg/L, 80 mg/L e 100 mg/L de sulfato de calcio di-hidratado. Estas concentracbes
de sulfato de calcio correspondem a concentracdes de 4,65, 9,31, 13,97, 18,62 e 23,28
mg/L de célcio na agua, respectivamente. Para cada tratamento foram utilizadas trés
réplicas, compostas por trés caixas (46 cm x 26 cm x 17 cm) com capacidade de 20 L
de agua.

No primeiro dia de experimento o comprimento da concha dos juvenis foi
medido com auxilio de estereomicroscopio com camera acoplado a um computador
com software Motic - precisdo (0,01 mm) e pesados com balanc¢a analitica (0,0001 g).
Em seguida, 30 gastropodes foram transferidos para cada caixa plastica supracitada
com 15 L de agua e alimentados diariamente, sendo nos primeiros 30 dias com alface
e apos este periodo com racdo para peixe com 34% de proteina bruta com 10% da
biomassa por dia. A quantidade de biomassa foi ajustada a cada 5 dias de acordo com
os dados de biometria e mortalidade (Pires-Junior et al. 2019). Além disso, a cada 10
dias todos os gastropodes foram analisados quanto a danos nas conchas, comumente

ocasionados por deficiéncia de calcio. Como consequéncia desses danos pode
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ocorrer lesdes formando buracos no apice das conchas. Em todas as caixas foram
colocados aeradores, mantendo a agua oxigenada constantemente e a cada dois dias
25% da agua foi sifonada para retirada de excretas e restos de alimentos, e a agua
retirada foi completada apos este procedimento.

O experimento foi realizado sob condi¢des naturais de luz com ciclo de 12 h
dia/noite e temperatura ambiente. Foram aferidas semanalmente as variaveis da agua
como pH com medidor Hanna pH/ORP/ISE HI 98185, Nitrito e Amonia (mg/L) com
testes colorimétricos, mensurados a partir de amostras retiradas dos tratamentos
(tabela 1). No ultimo dia de experimento os gastropodes foram pesados com balanca
analitica (0,0001 g) e medidos com paquimetro (0,05 mm). Durante todo o
experimento o pH foi mantido proximo a 8 para proporcionar maior sobrevivéncia e

favorer o desenvolvimento dos gastropodes (Thomas et al. 1974; Pierre et al. 2017).

Tabela 1 - Média e desvio padrdo dos parametros de qualidade da agua durante os 60 dias de
experimento com P. dolioides em diferentes concentragfes de sulfato de calcio.

Tratamentos  Temperatura

(mg/L de Ca?*) da agua (°C) pH Nitrito (mg/L) Amobnia (mg/L)
T1 (0) 27,95+0.35 8,4+0.29 0,15+0.14 0,058+0.026
T2 (20) 28,05+0.49 8,3+0.19 0,96+1.26 0,065+0.042
T3 (40) 28,15+0.49 8,2+0.20 1,09+1.17 0,045+0.029
T4 (60) 27,45+0.35 8,1+0.12 1,09+1.18 0,047+0.033
T5 (80) 27,3510.49 8,1+0.09 1,22+1.10 0,061+0.058
T6 (100) 27,40+0.57 8,0+0.27 0,92+0.92 0,041+0.028

2.1.1 Analises de dados

O ganho de biomassa foi avaliado segundo a férmula: GB = (Pf x Nf) — (Pi x Ni),
onde GB = ganho de biomassa, Pf = peso final, Nf = nimero de gastrépodes final, Ni
= namero de gastrépodes inicial, Pi = peso inicial. Para analise do crescimento foi
calculada a taxa de crescimento especifico seguindo a formula: TCE = (Log Pf — Log
Pi) x 100 / T, onde TCE = taxa de crescimento especifico, Pf = peso final, Pi = Peso
inicial e T = tempo transcorrido. O ganho de peso absoluto foi calculado a partir da
equacao: GPB = Pf — Pi, onde GPB = ganho de peso absoluto, Pf = peso final e Pi =
peso inicial. O ganho de peso em porcentagem foi calculado a partir da equacédo: GPP
= Pf - Pi x 100/ Pi, onde GPP = ganho de peso em porcentagem, Pf = peso final e Pi

= peso inicial. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada seguindo a féormula: TS = (Nf x 100)
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/ Ni, onde TS = taxa de sobrevivéncia, Nf = nimero de gastrépodes final, Ni = nimero
de gastropodes inicial (Pires-Junior et al. 2019).

Os dados de ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico, ganho de
peso absoluto e ganho de peso em porcentagem dos juvenis foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Como os dados foram normais, foi empregada
analise de variancia simples, complementada com o teste de Tukey para comparacao
dos dados. Foi utilizado o teste Qui-Quadrado e tabela de contingéncia para analise
da proporcédo dos individuos que sobreviveram ao término do experimento entre os
tratamentos. O tamanho e o peso dos juvenis em relagdo ao tempo de cultivo foram
investigados por andlise de covariancia e teste F. Os dados da proporcdo de
gastropodes com danos nas conchas entre os tratamentos e dias de cultivo foram
transformados em arco seno para atender os pressupostos da ANOVA. Estes foram
analisados por analise de variancia fatorial. Foi adotado nivel de significancia P<0,05.

2.2.2 Determinacao da concentracao de calcio nos gastropodes

Ao término do experimento 1, a determinacédo da concentracao de calcio foi
realizada no gastrépode inteiro (tecidos moles) e também na concha separadamente.
Para determinacdo da concentracdo de calcio no gastropode inteiro, foram utilizados
guatro gastrépodes de cada caixa, totalizando trés amostras compostas por quatro
gastrépodes para cada tratamento. Apds 60 dias, os gastropodes foram anestesiados
por 1h com cloreto de magnésio, afim de evitar a perda da hemolinfa quando exposto
ao etanol, em seguida preservados em etanol 70%. No dia seguinte, os gastropodes
preservados foram enxaguados com agua deionizada e a parte mole separada da
concha. As conchas foram descartadas e 0s animais inteiros secos em estufa a 90 °C
por 24 h. Posteriormente, os gastrépodes secos foram pesados em balanca analitica
(0,0001 g) e aquecidos em forno mufla a 500 °C por 1,5 h. Em seguida, as cinzas
foram pesadas em balacga analitica (0,0001 g) para a determinacédo do calcio. O calcio
(g) foi determinado pela multiplicacdo do peso da cinza por 0,40 (Brodersen & Madsen
2003). O percentual de calcio foi calculado dividindo a quantidade de célcio pelo peso
seco total do tecido e multiplicado por 100 (Glass & Darby 2009).

Para determinacéo da concentracdo de calcio nas conchas, selecionamos trés
conchas de cada réplica totalizando nove amostras por tratamento. A técnica utilizada

foi descrita por Soido et al. (2009), na qual os gastrépodes foram colocados em agua
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fervente por 30 segundos e removidos os tecidos moles. As conchas foram secas em
temperatura ambiente por 4 dias e pesadas. Em seguida, colocadas em cadinhos de
porcelana previamente enxaguados com acido nitrico concentrado (HNOs3) e
calcinadas em mufla a 450 °C por 48 h. As cinzas foram pesadas e diluidas em 50 mL
de &cido nitrico (HNO3) concentrado. A solucdo foi mantida em um digestor por 6 h,
adicionando 2 mL de per6xido de hidrogénio (H202) para permitir o clareamento da
solucéo resultante. Posteriormente, a amostra foi diluida 100 vezes em &gua destilada
(1:100) e cinco aliquotas de 25 mL foram utilizadas para a determinagéo do calcio
usando EDTA de acordo com Baird et al. (2017). A massa de carbonato de calcio foi
calculada usando o volume de EDTA desperdicado no processo de titulacdo e
expresso em mg de CaCOa/g de cinza (Soido et al. 2009).

2.2.3 Analises de dados

Os dados de porcentagem de célcio nos caracois inteiros de cada tratamento
foram transformados em arco seno para atender os pressupostos da ANOVA.
Posteriormente, o calcio nos caracais inteiros foi comparado entre os tratamentos por
analise de variancia de uma via e complementada com o teste de Tukey. A
concentracdo de célcio das conchas dos gastropodes cultivados em diferentes
concentracdes de calcio na agua foi comparada teste Kruskal-Wallis, complementado
com o teste de Dunn para comparacao entre os tratamentos. Foi utilizado teste de
Kruskal-Wallis pois os dados ndo apresentaram normalidade, que foi verificada pelo

teste de Shapiro-Wilk. Foi adotado nivel de significancia P<0,05 para todos os testes.

2.2.4 Caracterizacdo da microestrutura das conchas de Pomacea dolioides

Para a caracterizacéo estrutural das conchas, foram utilizadas trés conchas do
ambiente e trés conchas de cada tratamento (20, 40, 60, 80 e 100 mg/L de célcio). As
conchas foram cortadas com o auxilio de uma tesoura de ac¢o inox. Foi feito um corte
perpendicular a linha de crescimento da concha medindo 0,5cm x 1,5cm, de forma
gue se pudesse visualizar a linha de crescimento e as camadas ja calcificadas
anteriormente (Figura 2). Estas foram encaminhadas para o Laboratério de Histologia
e Microscopia Eletrénica da UNESP para andalise. As amostras foram fixadas
diretamente nos “stubs” e revestidas com jato de ouro (5nm) em um Denton Vacuum

Desk Il, com jateamento. As conchas de cada tratamento foram fotografadas com um
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microscoépio eletrdnico de varredura (Zeiss Evo 10) usando um feixe de elétrons de
10-15 kV. As analises foram feitas pela Técnica Claudia Fiorillo, sob a orientagédo do
Prof. Dr. Fernando José Zara, coordenador do laboratério. A face do corte para andlise
seguiu a ilustragéo da Figura 2. Esta ficou voltada para os detectores na tomada de
imagens, na qual A indica a regido mais nova (area de crescimento) e B a regido mais
antiga da concha (calcificada) (Figura 2). A espessura das conchas fotografadas foram

medidas (pm) utilizando o programa Image J.

Figura 2. llustracdo do corte realizado nas conchas dos gastropodes P. dolioides para analise de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). A: area de crescimento da concha, B: area calcificada.
Barra de escala= 0,5 cm

2.2.5 Andlises de dados

A espessura das conchas entre os tratamentos foi comparada pelo teste
Kruskal-Wallis, complementado com o teste de Dunn. Foi utilizado teste de Kruskal-
Wallis pois os dados nao apresentaram normalidade, verificado pelo teste de Shapiro-

Wilk. Foi adotado nivel de significancia P<0,05 para todos os testes.
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3. RESULTADOS

Ocorréncia de danos nas conchas de P. dolioides

Os gastropodes coletados (n=423) apresentaram comprimento médio de 39,32
+ 11,28 mm e a propor¢ado de gastropodes com danos (furos) nas conchas diferiu
significativamente entre locais amostrados (y*= 160,170; GL= 4; P< 0,0001), sendo
maior no Jacarezinho (92%), Bairro Mamud Amed (85%) e Bairro da Paz (68%) e
menor no Lago do Canacari (17%) e Centenario (21%) (Figura 3). Esses danos foram
observados principalmente no apice da concha e nao ha diferenca significativa entre
a proporc¢édo de danos e o sexo dos gastropodes observados (7>= 0,598; GL= 1; P=
0,4392) (Figura 4). A agua dos ambientes analisados apresentaram pH em torno de
6,5 = 0,24 e a concentracdo de calcio variou significativamente entre os locais (F=
108,367; GL= 4; P<0,0001), com as maiores concentracdes registradas no Lago do
Canacari, Bairro Mamud Amed e Bairro da Paz (10,73, 8,67 e 7,84 mg/L) e menor no
Jacarezinho e Centenario (4,13 e 4,95 mg/L respectivamente (Figura 3). Também, nédo
houve correlacdo entre a proporcéo de danos com a concentracao de célcio nas areas
investigadas (r=-0,30; p= 0,6171) (Figura 3).
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Figura 3. Relagéo entre a proporcao de danos nas conchas (%) e a concentracéo de célcio (mg/L) nos
locais amostrados.
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Figura 4. Superficie da concha de P. dolioides coletadas no ambiente. As setas indicam os danos
(furos) nas conchas. Barra de escala= 0,5 cm

A propor¢cdo de danos nas conchas no laboratério apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (F(25,72)= 10,663; GL= 5; P< 0,001) com
aparecimento de furos nas primeiras espiras da concha a partir do dia 30 e aumento
da proporcdo de gastropodes lesionados ao longo do tempo (Figura 5). Os
tratamentos com maiores concentragbes de sulfato de calcio (60, 80 e 100 mg/L)
apresentaram aumento de lesdes a partir de 40 dias.
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Figura 5. Propor¢éo de danos nas conchas ao longo do tempo em P. dolioides mantidas em diferentes
concentracdes e célcio na agua.
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Efeito da concentracéo de célcio no desenvolvimento de P. dolioides

A taxa de sobrevivéncia dos juvenis ao longo de 60 dias apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (y?= 21,846; GL= 4; P=0,0002), com sobrevivéncia
de 84 % no tratamento com maior concentragédo de calcio (100 mg/L) e de 0 % na
auséncia de célcio (0 mg/L), no qual os filhotes ndo sobreviveram por mais de 40 dias.

Os tratamentos com maiores concentracbes de calcio (80 e 100 mg/L)
apresentaram valores significativamente maiores para ganho de biomassa (F=
10,1445; GL= 4; P=0,001514) e ganho de peso absoluto (F= 37,399; GL= 4;
P<0,0001). A taxa de crescimento especifico (F= 9,25; GL= 4; P=0,002154) e ganho
de peso em porcentagem (F= 8,6735; GL= 4; P=0,002737) foram maiores a partir de
60 mg/L de célcio (Figura 6).
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Figura 6. Parametros de desenvolvimento de P. dolioides submetidos a cinco concentragdes de calcio
durante 60 dias. TCE= taxa de crescimento especifico (A); GB= ganho de biomassa (B); GPA= ganho
de peso absoluto (C); GPP= ganho de peso em porcentagem (D).
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Na figura 7 pode-se observar a comparagcdo entre as retas da relagéo
comprimento da concha e dias de cultivo, onde o tratamento 6 apresentou diferenca
significativa entre as concentracdes de calcio testadas (ANCOVA; F= 79,782; GL= 4;
P<0,0001) apresentando maior crescimento dos gastropodes. A inclinacdo das retas
da relacdo dias de cultivo e ganho de peso diferiu significativamente entre os
tratamentos (ANCOVA; F=52,148; GL= 4; P<0,0001). Na Figura 8 pode-se notar que
o tratamento 6 proporcionou maior ganho de peso para P. dolioides.
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Figura 7. Relacdo entre o tempo de experimento (dias) e o comprimento da concha (mm) de P.
dolioides em diferentes concentra¢des de calcio, (T= tratamento).
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Figura 8. Relagcdo entre o tempo de experimento (dias) e o ganho de peso (g) de P. dolioides
submetidos a diferentes concentracdes de célcio, (T= tratamento).

A porcentagem de célcio nos caracois inteiros foi diferente entre os tratamentos
(F= 26,26; GL= 4; P=0,000028). O calcio foi significativamente maior nos caramujos
tratados com 60, 80 e 100 mg/L de CaSO4 2H20 (20,59 + 1,2%) em comparagao com
os caramujos tratados com 20 e 40 mg/L (15,82 + 0,82%) (Figura 9).

A concentracdo de carbonato de calcio nas conchas apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (H= 23,35539; GL= 4; P= 0,0001), com maior
conteudo de CaCOs nos gastropodes submetidos a concentragcdo de 80 mg/L de
CaS04. Contudo, estatisticamente a concentracdo de 80 mg/L n&o diferiu da
concentracdo de 40 e 60 mg/L para a quantidade de carbonato de calcio presente nas
conchas. Os gastropodes submetidos a concentracdo de 80 mg/L também

apresentaram maior peso de conchas e cinzas (Tabela 2).
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Figura 9. Porcentagem de calcio nos gastropodes submetidos a diferentes concentracdes de sulfato
de célcio.

Tabela 2. Valores do peso da concha, das cinzas e da massa de carbonato de calcio das conchas de
P. dolioides.

Sulfato de célcio Peso das Peso da Massa
mg/L conchas (g) cinza (g) (mg de CaCOs/g de cinza)
20 0,5158 0,4374 73,68 +£1,02°
40 1,2508 1,1567 84,63 + 0,39 @~
60 1,7232 1,5778 86,53 + 0,57 @
80 3,0453 2,7625 89,06 +0,30 2
100 2,6747 2,418 82,54 + 0,23 "¢

A microscopia eletrénica de varredura nas conchas de P. dolioides revelou
protuberancias peridstracais triangulares em fileiras préximos a abertura da concha
(Figura 10A e B). Uma estrutura nacarada com cristais de aragonita em forma de
placas disposta em colunas (Figura 10C e D) e uma estrutura lamelar cruzada, no qual
cada lamela é construida com longas agulhas de aragonita orientadas da mesma
maneira (Figura 10C e E). Nao houve diferenca significativa na espessura das

conchas entre as diferentes concentragbes de CaSO4testadas (H= 8,866667; GL= 4;
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P=0,0645). No entanto, existe tendéncia de que nas maiores concentracdes de calcio
(60, 80 e 100 mg/L CaS0O4) a concha apresente espessura maior (Figura 11). Também

observamos que nas trés concentracfes maiores a estrutura lamelar cruzada esta

maior e mais evidente (Figura 12C, D e E).

Figura 10. Caracterizacdo estrutural da concha de Pomacea dolioides (A a E). Peridstraco (p),
protuberancias periostracais triangulares (pt), estrutura nacarada (en), estrutura lamelar cruzada (elc).
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Figura 11. Espessura das conchas (um) de Pomacea dolioides submetidas a diferentes concentragcdes
de sulfato de célcio.
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Figura 12. Caracterizacao estrutural da concha de Pomacea dolioides (A a E). A= 20, B=40, C= 60, D=
80 e E= 100 mg/L de sulfato de calcio. Estrutura nacarada (en), estrutura lamelar cruzada (elc). Barra
de escala= 10um
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4. DISCUSSAO

Ocorréncia de danos nas conchas de P. dolioides

A proporgédo de danos nas conchas registrada no presente trabalho corroboram
com o estudo desenvolvido por Alcantara et al. (2015). Estes autores relataram
80,77% de erosdo no vertice das conchas de Pomacea maculata, sugerindo que
essas lesdes ocorrem muitas vezes porque os gastropodes estédo localizados um por
cima do outro para raspar a superficie, devido a necessidade de gastar a radula,
deficiéncia de alguns nutrientes como por exemplo o célcio ou a necessidade de
ingestao de perifiton. No presente estudo ndo observamos grandes concentracdes de
gastropodes, 0s mesmos sempre estavam dispersos no ambiente aderidos ao caule
da vegetacao sob a agua ou enterrados. Apesar disso, a propor¢ao de danos nas
conchas de P. dolioides no ambiente pode estar relacionada a outros fatores e néo
somente a concentracdo de calcio dissolvido na agua e futuras observacbes em
campo podem elucidar este fato. Andrade & Nogueira (2018) ao estudar a P. dolioides
observou que a espécie apresenta irregularidades na superficie externa da concha,
devido as caracteristicas dos anéis de crescimento que podem gerar imperfeicdes na
concha, concluindo que, apesar de possuir uma camada de protecdo organica, a
concha de P. dolioides € muito suscetivel a degradacao natural, principalmente, por
areia e pedras (Andrade & Nogueira 2018).

Em laboratorio a ocorréncia de danos variou ao longo do tempo entre as
diferentes concentracdes de calcio testadas. Nos tratamentos com menores
concentragdes de CaSO4 (0, 20 e 40 mg/L) as lesbes foram mais acentuadas. Estes
gastrépodes ndo apenas apresentaram baixas taxas de crescimento e peso, como
também tinham conchas extremamente finas e quebradicas, devido ao pouco célcio
gue os filhotes possuiam para formacéo das conchas. Os danos também apareceram,
em propor¢cdo menor, nos animais mantidos em ambientes com mais calcio. De
acordo, Glass & Darby (2009), a baixa disponibilidade célcio pode contribuir para o

crescimento lento e demora no reparo das lesdes.

Efeito da concentracdo de calcio no desenvolvimento de P. dolioides
O calcio é um nutriente vital na biologia dos gastropodes de agua doce
(Bukowski & Auld 2014). Além do calcio, caracteristicas como temperatura, pH,

salinidade, qualidade da agua e disponibilidade de alimento influenciam a distribuicdo
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dos moluscos, o crescimento e a estrutura das conchas (Estebenet 1995; Martin et al.
2001; Silva & Debacher 2010; Suzuki & Nagasawa 2013). Assim, as variaveis para a
qualidade da 4gua descritas para o experimento em laboratério estdo de acordo com
os valores de referéncia para o cultivo de Pomacea (Rodriguez & Carranza 2007; Garr
et al. 2011; Posch et al. 2012; Pierre et al. 2017). Durante todo o experimento o pH
registrado ficou préximo a 8, o que favorece maior sobrevivéncia e desenvolvimento
dos gastropodes, pois em ambientes acidificados (pH<5,7) as respostas fisioldgicas
dos moluscos ficam comprometidas (Lewis et al. 2007) e para sobreviverem nesses
ambientes os moluscos recorrem ao CaCOs presente nas células em resposta ao
estresse acido (Machado et al. 1988). Thomas et al. (1974) também descreveram que
valores de pH de 7,9 a 8,3 promovem o crescimento dos gastrépodes. Além disso, 0
calcio do ambiente influencia no pH da hemolinfa e nas concentracdes desses ions
nos 0rgaos que atuam no armazenamento de calcio (Davies & Erasmus, 1984; Ebanks
et al. 2010).

A sobrevivéncia dos gastropodes submetidos a diferentes concentracdes de
célcio diferiu da taxa de sobrevivéncia observada por Glass & Darby (2009) em P.
paludosa, que foi de 100% para todos os tratamentos, inclusive na menor
concentracao de sulfato de céalcio 10 mg/L. No presente estudo, a sobrevivéncia dos
juvenis ficou entre 0% e 84% para os tratamentos referentes a 0 e 100 mg/L de CaSOs4,
respectivamente. A mortalidade de 100% dos caracois na auséncia de célcio, também
foi relatada por Madsen (1987) no gastropode Bulinus truncatus (Audouin, 1827) nas
primeiras quatro semanas de experimento. Segundo Nduku & Harrison (1976), o
cultivo de caracois em baixas concentracdes de calcio levam os animais ao estresse,
devido ao baixo nivel de célcio para os processos fisioldgicos normais e construcao
da concha. De acordo com os autores supracitados, a uma concentracao de 2 mg/L
de Ca?* os gastropodes ja estdo sob estresse.

As menores taxas de crescimento especifico e ganho de peso foram
associadas as menores concentracdes de CaS0O4 (20 e 40 mg/L) e (20, 40 e 60 mg/L),
respectivamente. De acordo com Thomas et al. (1974), as taxas de crescimento
absoluto e especifico tendem a aumentar quando as concentragGes de Ca?*
aumentam, resultando também em um aumento na porcentagem de peso. Glass &
Darby (2009), também verificaram diferencas significativas no crescimento de P.

paludosa entre as trés concentracdes mais altas (40, 80 e 100 mgL!) e as duas mais
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baixas (10 e 20 mgL™?). Além disso, o comprimento da concha e o ganho de peso dos
juvenis ao longo de 60 dias de experimento foi associado ao aumento da concentracao
de CaSOs4, apresentando diferencas significativas entre os tratamentos. Madsen
(1987) e Brodersen & Madsen (2003), também observaram que o diametro da concha
€ 0 peso (inorganico e organico) aumentam com a concentragcdo de calcio em outras
espécies de gastrépodes. Dessa forma, a taxa de absorcdo de calcio do meio externo
esta significativamente relacionada com a taxa de crescimento da concha (Thomas et
al. 1974). Glass & Dardy (2009), também sugeriram que pelo menos uma parte da
concha dos gastropodes origina-se do célcio presente na agua. O restante do calcio
absorvido pelos gastropodes é proveniente da alimentacéo.

O aumento da concentracdo de CaSO4 na agua teve efeito significativo no teor
de calcio nos gastropodes (tecido mole), com aumento da concentracéo de calcio no
gastropode de acordo com aumento de calcio na agua. Dessa forma, nossos
resultados ndo foram consistentes com Glass & Darby (2009), onde a porcentagem
de calcio nos gastropodes inteiros ndo foi diferente entre os tratamentos. Isto pode
indicar diferecas fisiologicas na absorcao do calcio dentro do género, pois, Glass &
Darby (2009) tiveram desenho amostral similar quando investigaram. P. paudosa.
Contudo, as porcentagens de Ca?* observadas no presente estudo foram semelhantes
com as dos gastropodes tratados com agua do ambiente no estudo de Glass & Darby
(2009)

Os resultados apresentados para o carbonato de calcio nas conchas de P.
dolioides seguiu 0 mesmo padrédo encontrado para as taxas de crescimento, ganho
de peso e porcentagem de calcio nos animais inteiros, com efeitos significativos para
as maiores concentracdes de CaSOas. A massa de carbonato de célcio nas conchas
foi maior nos gastropodes submetidos a 80 mg/L de sulfato de calcio, inferindo que P.
doliodes absorve uma quantidade de calcio suficiente para 0S seus processos
metabolicos quando esta inserido num ambiente onde a concentracdo de célcio é
maior do que necessita. Em contrapartida, em ambientes onde a concentracdo de
célcio é muito baixa, os gastropodes absorvem o calcio dissolvido na agua, mas as
taxas de crescimento sdo baixas e as conchas se tornam finas (Thomas et al. 1974;
Madsen 1987; Brodersen & Madsen 2003).

A massa de carbonato de calcio nas conchas de P. dolioides foi inferior ao

encontrado por Soido et al. (2009) no gastrépode Bradybaena similaris (Férussac,



49

1821) e por Darwin & Padmavathi (2018) nos gastropodes Telescopium telescopium
(Linnaeus, 1758) e Pirenella cingulata (Gmelin, 1791), com 874,24 + 56,617, 621 *
11,37 e 420 £ 6,8 mg de CaCOa/g de cinza, respectivamente. Estas diferencas podem
estar relacionadas a espessura da concha, dureza, habitats e o tipo de estrutura
cristalina de CaCO3s que variam de acordo com cada espécie. Comparado com a
concha dura de muitos gastrépodes, a concha das Pomacea é fina, fragil e facilmente
danificada em seu ambiente (Yang et al. 2016).

As andlises de microscopia de varredura nas conchas de P. dolioides foram
consistentes com os dados de Estebenet et al. (2006) com relagdo as protuberancias
peridstracais dispostos em espiral em P. canaliculata. Estudos desenvolvidos por
Meenaksh et al. (1975) revelaram o componente mineral da concha de P. paludosa
como aragonita. A estrutura cristalina da concha de Pomacea lineata (Spix, 1827)
também apresentou um biomaterial constituido basicamente por CaCOsz com
predominancia de aragonita e estruturas de nacar colunar e lamelar cruzada (de Paula
& Silveira, 2009; de Paula et al. 2010). De acordo com Liang et al. 2010, a estrutura
lamelar cruzada tem a propriedade de crescimento rapido, justificando o fato desta
estrutura ser maior nas maiores concentracdes de sulfato de calcio, visto que nas
concentragoes de 60, 80 e 100 mg/L de CaSO;, as taxas de crescimento foram maiores
em relacdo as concentragoes mais baixas (20 e 40 mg/L).

Nossos resultados indicam que existe relacdo entre o calcio dissolvido na agua
e o0 desenvolvimento do gastropode P. dolioides em relacdo ao comprimento, peso
inorganico e organico e o calcio da concha e do caracol inteiro. Em virtude disso, &
importante considerar o ambiente onde o animal esta inserido no processo de
aquisicdo de jons Ca?* (EBANKS et al. 2010). E importante destacar ainda, que 0s
dados expostos podem servir de referéncia para o cultivo da espécie, uma vez que
apresentam potencial como matéria prima de alto valor bioldgico na elaboracdo de

racao para animais (Barboza & Romanelli 2004).
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo, conclui-se que a presenca de danos
nas conchas no ambiente pode estar relacionada a outros fatores e ndo somente a
concentracdo de calcio. E estudos de observacao dos gastrépodes em locus pode
auxiliar a elucidar esta questdo. O célcio dissolvido na agua foi essencial para o
gastropode P. dolioides, visto que, na auséncia de célcio os gastrépodes nao
sobreviveram por mais de 40 dias, apresentando melhor desenvolvimento a partir de
60 mgL! de CaS0Oa,. Os resultados para as taxas de crescimento, ganho de peso e
porcentagem de calcio nos animais inteiros apresentaram ganhos significativos nas
maiores concentragdes de CaSO4 (60, 80 e 100 mg/L). A massa de carbonato de
calcio presente nas conchas de P. dolioides apresentou melhor resultado a partir de
40 mg/L de sulfato de calcio. Dessa forma, a uma concentracao de 60 mg/L de sulfato
de célcio os gastropodes Pomacea dolioides apresentam um bom desenvolvimento

para futuros cultivos da espécie.
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CAPITULO Il

A Concentragido de Célcio na Agua Interfere na Regeneracdo das
Conchas do Gastrépode Pomacea dolioides (Reeve, 1856)7?




57

Resumo

A concha dos moluscos € uma estrutura externa rigida constituida de carbonato de célcio, que
suporta e protege os tecidos moles de predadores, resiste a pressao da agua e possui a
capacidade de regenerar areas danificadas. Estas, geralmente sofrem quebra quando
expostas a fatores ambientais externos. Assim, uma regeneragao rapida é importante para a
sobrevivéncia dos caracois. Nesse sentido, o presente estudo avaliou a taxa de sobrevivéncia
e o tempo de regeneracao da concha em juvenis de Pomacea dolioides apés incisées com
formatos distintos e submetidos a diferentes concentracbes de célcio. Para verificar o
processo de regeneracdo nas conchas da espécie supracitada, foram coletados 210
gastropodes. Uma incisdo triangular e outra retangular, com 32 mm? de area, foram realizadas
na regiao ventral da concha dos gastropodes. Estes foram divididos em dois experimentos,
um composto por seis tratamentos com diferentes concentracdes de Ca?* (0, 20, 40, 60, 80 e
100 mg/L de sulfato de calcio) e agua deionizada composta com sais de fundo e outro
utilizando agua do ambiente por 10 dias. ApGs esse periodo, foi realizada uma nova inducao
e cultivados por mais 10 dias. Os caracois foram verificados diariamente quanto ao periodo
de regeneracéao e fotografados. A taxa de sobrevivéncia dos dois grupos foram de 99 e 98 %,
respectivamente. O tempo médio de reparo foi de trés dias para os dois grupos, com
crescimento gradual da concha durante o tempo de regeneracdo. Nao houve efeito
significativo do tempo em relacéo ao tipo de corte, inducao e concentracao de calcio. Para os
gastropodes regenerados na agua do ambiente ndo houve diferenca do tempo de
regeneracdo em relacao ao tipo de corte, ja a relacdo tempo e inducdo apresentou diferenca
significativa. De acordo com os resultados apresentados, concluimos que o gastrépode P.
dolioides possui capacidade de regenerar areas danificadas com diferentes tipos de incisdes
e em diferentes concentragdes de calcio dissolvido em um tempo relativamente baixo. Como
consequéncia eles podem prevenir infeccdes, predacbes e aumentar suas chances de
sobrevivéncia e estabelecimento na natureza.

Palavras-chave: Pomacea, Incisdo, Calcio, Regeneracéo
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Abstract

The shell of the mollusks is a rigid external structure consisting of calcium carbonate, which
supports and protects the soft tissues of predators, resists water pressure and has the ability
to regenerate damaged areas. These usually break when exposed to external environmental
factors. Thus, rapid regeneration is important for snail survival. In this sense, the present study
evaluated the survival rate and the time of regeneration of the shell in juveniles of Pomacea
dolioides after incisions with different shapes and submitted to different concentrations of
calcium. To verify the regeneration process in the shells of the aforementioned species, 210
gastropods were collected. A triangular and a rectangular incision, with an area of 32 mmz2,
were made in the ventral region of the gastropod shell. These were divided into two
experiments, one consisting of six treatments with different concentrations of Ca2 + (0, 20, 40,
60, 80 and 100 mg / L of calcium sulfate) and deionized water composed with bottom salts and
the other using water from the environment for 10 days. After that period, a new induction was
performed and cultivated for another 10 days. Snails were checked daily for the regeneration
period and photographed. The survival rates of the two groups were 99 and 98%, respectively.
The average repair time was three days for both groups, with gradual growth of the shell during
the regeneration time. There was no significant effect of time on the type of cut, induction and
calcium concentration. For gastropods regenerated in ambient water, there was no difference
in the regeneration time in relation to the type of cut, since the relationship between time and
induction showed a significant difference. According to the results presented, we conclude that
the gastropod P. dolioides has the capacity to regenerate damaged areas with different types
of incisions and in different concentrations of dissolved calcium in a relatively short time. As a
consequence they can prevent infections, predations and increase their chances of survival

and establishment in the wild.

Keywords: Pomacea, Incision, Calcium, Regeneration
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1. INTRODUCAO

Gastropodes do género Pomacea sédo popularmente conhecidos na Amazonia
como aruas e estdo largamente distribuidos pelos estados brasileiros e em outros
paises da América Latina (Barbosa et al. 2016). Pomacea dolioides (Reeve, 1856)
ocorre principalmente na regido amazonica (Hayes et al. 2009), sendo encontrada no
Brasil, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela (Simone 2006; Thiengo et
al. 2017). Esta, apresenta conchas de cor marrom claro a amarelo esverdeado,
normalmente com manchas concéntricas mais escuras, apresentando aspecto
globoso com abertura ampla e oval e opérculo cérneo (Pimpao & Martins 2009).

A concha dos moluscos é caracterizada como uma estrutura externa rigida,
formada a partir da deposicdo continua do nacar na superficie interna da concha que
se inicialogo nos primeiros estagios de desenvolvimento (Chateigner et al. 2000). Esta
suporta e protege os tecidos que compdem a parte mole de predadores, resiste a
pressédo da agua do meio (Silva e Debacher 2010; Li et al. 2017) e possui a capacidade
de regenerar areas danificadas (Kadar 2008; Liu et al. 2013). Estes exoesqueletos
protetores, geralmente sofrem quebra quando expostos a fatores ambientais externos
como dessecacdo, exposicdo a luz UV, bactérias (Trinkler et al. 2010; 2011),
epibiontes (Marshall & Day 2001) e predadores (Cadée 2011). Uma vez quebrada, o
molusco fica mais suscetivel a infec¢des e predacfes (Yang et al. 2016).

Além disso, a concha € um produto da biomineralizacdo de cristais de
CaCOs, proteinas da matriz e outros biopolimeros (Yu et al. 2006). A anidrase
carbbnica também desempenha um papel importante na mineralizacdo dos
invertebrados, participando da biomineralizacdo do ion carbonato (CO3%) e do
transporte celular de célcio (Ca?"). Este mecanismo é essencial para o rapido
desenvolvimento das conchas (Yu et al. 2006; Yang et al. 2016). Assim, o carbonato
de calcio é o principal componente da concha (Lowenstam 1981), com o calcio do
manto sendo originado pela absorcao e secrecdo de célcio pelo sistema digestivo ou
absorcao direta pelo corpo no meio ambiente (Morrison & Cochrane 2008; Yang et al.
2016).

Estudos demonstraram que 0s hemacitos estéo envolvidos na regeneracao das
conchas (Mount et al. 2004; Kadar et al. 2008; Trinkler et al. 2011; Li et al. 2016).

Estes, contém sais insollveis de carbonato de calcio que transportam e liberam


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biomineralization
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/matrix-protein
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cristais de calcita para os locais de reparo, onde sao integrados a concha (Mount et
al. 2004; K&déar 2008; Takahashi et al. 2011). Mount et al. (2004) propuseram que 0S
granulécitos também podem transferir e liberar cristais de calcio no local do reparo da
concha. Dessa forma, o ion carbonato € um dos responsaveis pela construcao do
carbonato de calcio, e mudancas na concentracdo do ambiente podem afetar a
capacidade dos organismos calcificantes de precipitar CaCO3z (Rao 2017). Assim, uma
regeneracao rapida é importante para resisténcia ao estresse e sobrevivéncia desses
animais (Yang et al. 2016, Liu et al. 2017).

O tempo necessario para regenerar as conchas danificadas varia entre as
diferentes espécies e habitats de moluscos. No gastropode marinho Haliotis
tuberculata (Linnaeus, 1758), um adesivo organico marrom apareceu alguns dias apos
o0 dano e a abertura regenerou depois de 15 dias, sendo que 0 processo de
remineralizacdo nos adultos foi concluido apdés 2 meses (Fleury et al. 2008). No
mexilhdo Bathymodiolus azoricus (Cosel & Comtet, 1999), cristais recéem-formados
emergiram 10 dias apos o ferimento e no decorrer de 120 dias a regenerac¢ao nao foi
completada (Kadar et al. 2008). No mexilhdo Hyriopsis cumingii (Lea, 1852), uma
pelicula fina e fragil se formou 6 dias apos o dano e no dia 29, uma pelicula marrom-
avermelhada cobriu completamente a lacuna (Liu et al. 2018). Em Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1819) o aparecimento de uma pelicula fina na concha foi
observada apenas um dia apos a inducédo da ferida, regenerando completamente
depois de 5 a 10 (Yang et al. 2016; Liu et al. 2017).

Neste contexto, estudos sobre a regeneracao de conchas em Pomacea foram
realizados em P. canaliculata, no qual o tempo de cicatrizacdo, crescimento e a
sobrevivéncia foram avaliados (Yang et al. 2016; Liu et al. 2017). Entretanto, ndo se
sabe como a concentracdo de calcio dissolvida na agua afeta a sobrevivéncia e
crescimento das Pomacea no processo de regeneragdo. Dessa forma, o presente
estudo avaliou a taxa de sobrevivéncia e o tempo de regeneracdo da concha em
juvenis de Pomacea dolioides apds incisbes com formatos distintos e submetidos a

diferentes concentracfes de calcio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Efeito da concentracdo de calcio na regeneracdo das conchas de P. dolioides

O experimento foi realizado em Junho e julho de 2019. Amostras de juvenis de

P. dolioides foram coletadas manualmente e com auxilio de puga no Bairro Mamud
Amed (S 03°06’40,7”, W 058°25°28,5”) no municipio de ltacoatiara, Amazonas, Brasil
(Figura 1). Os gastrépodes foram cuidadosamente colocados em caixas plasticas com
agua e aeracao e transportados até o Laboratério de Zoologia do Instituto de Ciéncias
Exatas e Tecnologia (UFAM), onde foram mantidos em tanque circular de PVC com
capacidade para 310 L, com sistema fechado de recirculagdo com renovacao de agua
180 L/h e filtro biol6gico externo. Eles foram alimentados com racéo para peixe com
34% de proteina bruta sob iluminacdo natural por duas semanas antes do

experimento.
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Figura 1- Localizacdo geogréfica dos locais de amostragem no municipio de Itacoatiara, Amazonas,
Brasil. A: Amazbnia, B: ltacoatiara, C: locais de amostragem. (e¢) Mamud Amed - coleta dos
gastrépodes, (A ) Lago da Poranga - coleta de agua.

Ao todo foram utilizados 180 juvenis de P. dolioides que foram cuidadosamente
inspecionados quanto a morfologia da concha e somente individuos com concha

perfeita foram utilizados no experimento. Em seguida, os gastrépodes foram medidos
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guanto ao comprimento da concha com auxilio de paquimetro (0,05 mm). Na média
apresentaram 24,05 + 0,62 mm de comprimento da concha.

A agua utilizada no experimento, foi uma mistura de sais de fundo feita com
300 L de agua deionizada, 36 g de sulfato de magnésio, 57,6 g de bicarbonato de
sédio e 2,4 g de cloreto de potassio de acordo com Glass & Darby (2009). O
experimento foi realizado durante 60 dias, com seis tratamentos relacionados as
concentrac@es sulfato de célcio na agua dos gastropodes: 0 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L,
60 mg/L, 80 mg/L e 100 mg/L. Esses correspondem a concentracdes de 0, 4,65, 9,31
13,97, 18,62 e 23,28 mg/L de calcio, respectivamente. Para cada tratamento foram
utilizadas trés réplicas, compostas por trés caixas (46 cm x 26 cm x 17 cm) com
capacidade de 20 L.

Foi realizado um corte triangular (Figura 2 A) medindo 11 mm de base e 8 mm
de lado na borda da abertura da concha em 90 carac6is no primeiro grupo
experimental (Yang et al. 2016). No segundo grupo, foi feita uma incisdo em forma de
retangulo (Figura 3 A) medindo 4 mm x 8 mm partindo da borda da concha (Liu et al.
2017), com auxilio de uma tesoura cirargica. Ambos os cortes apresentaram a mesma
area (32 mm?). Cada grupo de 90 caracdis foi dividido em seis tratamentos com 15
individuos cada para inducdo da regeneracao. Apos os cortes, foram selecionados
aleatoriamente 15 gastropodes para cada tratamento em triplicata. Estes, foram
marcados com esmalte de cores distintas, para o acompanhamento de cada individuo,
e transferidos para caixas plasticas com 15 L de agua com diferentes concentracdes
de calcio e alimentados com racao para peixe com 34% de proteina. Além disso,
registros fotograficos diarios da concha regenerada foram obtidos utilizando uma
camera digital Canon Powershot SX530 HS.

Todas as caixas foram abastecidas com aeradores, mantendo a agua
oxigenada constantemente e a cada dois dias 25% da agua foi renovada para retirada
de excretas e restos de alimentos. A 4gua utilizada para renovacéo continha a mesma
mistura de sais de fundo supracitada, juntamente com a concentracdo de calcio
referente a cada tratamento. O experimento foi realizado sob condi¢cdes naturais com
ciclo de 12 h dia/noite e temperatura ambiente durante 10 dias. Apos a regeneracao
completa da parte seccionada dos 15 caracois de cada tratamento foi realizada uma
segunda incisdo e os gastropodes foram mantidos na mesma concentracdo descrita

acima até a regeneracdo completa da concha (Figura 2B e 3B).
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Figura 2. Imagens da regeneracédo da concha de Pomacea dolioides ao longo do experimento (10 dias)
apos a primeira (A) e segunda (B) incisdes em forma de tridngulo. Barra de escala= 0,5 cm.



64

I

1 8 13

"10
— — —

Figura 3. Imagens da regeneracgéo da concha de Pomacea dolioides ao longo do experimento (10 dias)
apos a primeira (A) e segunda (B) incisdes em forma de retangulo. Barra de escala= 0,5 cm.

Para comparacao o mesmo experimento foi realizado com agua do ambiente.
Para este experimento foram utilizados 30 gastrépodes juvenis obtidos da mesma
forma que no item 1 desta metodologia. A agua utilizada foi coletada em um ambiente
de varzea na Lagoa da Poranga (03°07'11,4” S, 58°27°13,0° W) (Figura 1),
transportada para o Laboratdrio de Zoologia do Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnologia (UFAM) e transferida para uma caixa d’agua com capacidade para 310 L
com filtro biolégico e aeracdo constante. Esta foi analisada pelo método titrimétrico
EDTA do “Standard Methods” (Baird et al. 2017) para a determinac&o da concentracao
de calcio, apresentando 3,3 mg/L de calcio. Os gastropodes foram divididos em dois
grupos de 15 caracéis. No primeiro grupo foram feitas incisées em triangulo e no

segundo incisdes em forma de retangulo em triplicata. Para acompanhamento de cada
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individuo os mesmos foram marcados com esmalte como descrito anteriormente. Os
juvenis foram cultivados e analisados da mesma forma que no experimento anterior,

para determinar a sobrevivéncia e tempo de regeneracdo dos gastropodes.

2.1.1 Andlise dos dados

A taxa de sobrevivéncia foi calculada pela formula: TS = (Nf x 100) / Ni, onde
TS = taxa de sobrevivéncia, Nf = nimero de gastrépodes final, Ni = nimero de
gastropodes inicial (Pires-Junior et al. 2019). Os dados de sobrevivéncia foram
transformados em arco seno para atender os pressupostos ANOVA. A ANOVA fatorial
foi utilizada para comparar a taxa de sobrevivéncia e o tempo de regeneracao das
conchas entre as concentracdes de calcio (seis tratamentos), tipos de corte (triangular
ou quadrado) e inducdes (primeira e segunda). Para os dados do ambiente a ANOVA
fatorial foi utilizada para comparar a taxa de sobrevivéncia e tempo de regeneracao
das conchas entre os tipos de corte (triangular e retangular) e inducdes (primeira e

segunda). Para todas as analises foi adotado nivel de significancia P<0,05.
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3. RESULTADOS

A regeneracao das conchas de juvenis de P. dolioides iniciou desde o primeiro
dia com o aparecimento de uma pelicula fina. Esse reparo avancou gradualmente do
apice do triangulo e retadngulo até a margem inferior da concha cortada. A taxas de
sobrevivéncia dos gastrépodes foi em média 97,5 £ 7,41 %, ndo apresentando
diferenca significativa entre os fatores concentracdes de calcio, corte (triangulo e
retangulo) e indugcéo com (F(5,48) = 0,79273, P= 0,56022) (Figura 4). No entanto, a
sobrevivéncia foi significativa entre os dois tipos de corte e inducéo (F (1,48) = 5,433;
P=0,02400), no qual os gastrOpodes apresentaram maior taxa sobrevivéncia com a
incisdo do tipo retangulo na segunda inducao (Figura 5). A sobrevivéncia dos caracéis
cultivados na agua do ambiente foi de 95 + 12,43 % e ndo apresentou diferenca
estatistica entre o tipo de corte e 0 numero de inducgdes (F(1,8) = 3,0, p=0,12150).
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia do gastropode Pomacea dolioides com relagéo as concentracdes de
CaSO0q4, tipo de corte (tridngulo e retangulo) e duas indugdes.
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Figura 5. Taxa de sobrevivéncia do gastrépode Pomacea dolioides com relacdo ao tipo de corte

(tridngulo e retangulo) e duas indugdes. Nota: Letras diferentes indicam diferencas significativas de
acordo com o teste de Tukey ap0s a analise fatorial.

O tempo médio de regeneracdo da concha para os individuos submetidos a
diferentes concentragées de sulfato de calcio (0, 20, 40, 60, 80 e 100 mgL™), dois tipos
de cortes (triangulo e retangulo) e duas inducgdes foram de 3 £ 1,2 dias (Figura 2 e 3),

nao apresentando diferenca significativa entre os fatores descritos (F(5,318) = 0,542,
p=0,744672) (Figura 6).
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Figura 6. Tempo de regenerac¢éo do gastrépode Pomacea dolioides com relagdo as concentragfes de
sulfato de célcio, tipo de corte e inducgéo.
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Para os gastropodes regenerados na agua do ambiente ndo houve diferenca
do tempo de regeneragdo em relacdo ao tipo de corte (F(1,52) = 0,0038, P= 0,95)
(Figura 6). No entanto, a relacdo tempo e indugédo apresentou diferenca significativa
(F(1,52)=70,451, P<0,001) (Figura 7). Na primeira um inducado, os caracéis levaram
em média 2,73 £ 1,11 dias para regenerar a concha cortada e na segunda, 6,42 £ 2,04
dias. Além disso, a concha regenerada era sempre mais fina que a concha original.
Apés a regeneracdo completa da lacuna, é possivel perceber uma cicatriz entre a
concha original e a area regenerada (Figura 2 e 3). Apés as inducdes da regeneracéo,
a concha continuou crescendo aumentando gradualmente durante o periodo de
regeneracdo. De modo geral, a incisdo do tipo retangulo e primeira inducao

regeneraram mais rapido.
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Figura 7. Tempo de regeneracdo dos gastrépodes Pomacea dolioides com 4gua do ambiente em
relacdo ao tipo de corte (triangulo e retangulo) e duas indugbes. Nota: Letras diferentes indicam
diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey apds a analise fatorial.

De modo geral, o tipo de agua (diferentes concentracdes de calcio e agua do
ambiente) e o tipo de corte (tridangulo e retangulo) ndo influenciaram na taxa de
sobrevivéncia e tempo de regeneracao das conchas no gastropode P. dolioides na

primeira inducéo.
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4. DISCUSSAO

As taxas de sobrevivéncia do gastrépode P. dolioides submetidos a diferentes
concentragdes de célcio e a 4gua do ambiente no presente estudo, foi um pouco maior
do que a sobrevivéncia encontrada por Liu et al. (2017) em juvenis de P. canaliculata,
gue foram de 92,31 e 96,15%, indicando que a P. dolioides tem a capacidade de
sobreviver a pelo menos duas lesGes consecutivas na concha. Além disso, nossos
resultados demonstraram que a espécie tem capacidade de regenerar sua concha
rapidamente, cobrindo a incisdo em um periodo de 2 a 6 dias. De acordo com Yang
et al. (2016), a retirada de um pedaco da concha faz com que o animal se retraia com
a abertura fechada pelo opérculo, induzindo rapidamente a regeneracao da concha.
Esse inicio de regeneracdo € o resultado de uma resposta imune inespecifica
relacionada a cicatrizacdo de feridas (Kadar et al. 2008; Liu et al. 2013). O
aparecimento de uma pelicula fina no primeiro dia apés a inducdo também foi relata
por Yang et al. (2016) em P. canaliculata, onde a caracteristica morfologica mais
notavel, foi que a concha regenerada era extremamente fina para selar a lacuna o
mais rapido possivel.

O tempo de reparo das conchas de P. dolioides foi inferior a descrita em outros
moluscos, visto que o0 tempo necessario para regenerar as conchas danificadas varia
entre as espécies e 0s habitats dos moluscos (Kadar 2008; Kadar et al. 2008; Liu et
al. 2013). Além disso, caracdis juvenis tem maior capacidade de regenerar as conchas
feridas do que adultos (Liu et al. 2017). A regeneracao do mexilhdo azul Mytilus edulis
(Linnaeus, 1758) foi de 29 dias apos a ferida (Huning et al. 2016). Liu et al. (2018)
relataram um tempo de reparo de 29 dias para Hyriopsis cumingii. Estudos
desenvolvidos em P. canaliculata revelaram uma regeneracdo em juvenis de 5 a 7
dias (Yang et al. 2016; Liu et al. 2017), j& nos adultos regeneracdo das conchas
ocorreu apos 10 dias (Liu et al. 2017). Esses tempos de reparo da concha foram
observados na primeira incisao.

E importante destacar ainda, que a concha continuou crescendo apds a
regeneracao da area danificada, assim como na segunda inducdo, mesmo quando
este crescimento era inferior a primeira. Liu et al. (2017), também observaram que a
regeneracao inicial e as mdultiplas regeneracdes nao diminuiram a capacidade de

regeneracdo da concha. Esses mesmos autores relataram que mdaltiplas inducdes de
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regeneracdo na concha de P. canaliculata aumentaram significativamente a area
regenerada. De acordo com Yang et al. (2016), o crescimento da concha ocorre na
borda distal, onde camadas minusculas sdo adicionadas as camadas subjacentes.
Como resultado, a concha cresce mais em comprimento do que em espessura (Marin
2004). Além disso, estrutura lamelar cruzada presente na concha de P. dolioides
apresenta a propriedade de crescimento rapido e seus processos de reparo sdo mais
rapidos que o nacar quando a casca € danificada (Liang et al. 2010).

No presente estudo, as concentra¢gfes de célcio ndo influenciaram na taxa de
sobrevivéncia e tempo de regeneragdo das conchas no gastrépode P. dolioides na
primeira inducéo. Esses resultados podem estar relacionados a reserva de célcio que
provavelmente os gastrépodes ja possuiam, uma vez que os juvenis foram coletados
no ambiente e submetidos a diferentes concentracdes de calcio no laboratorio.
Ademais, a dureza e a estrutura cristalina da concha também podem ter influenciado
na regeneracdo, uma vez que as conchas de Pomacea séo finas e frageis quando
comparada com a concha dura de outros gastropodes (Yang et al. 2016).
Apresentando, assim, alta taxa de sobrevivéncia e tempo médio de 3 dias para
regenerar as conchas.

Estudos desenvolvidos em outras espécies de moluscos comprovam que o
processo de calcificacdo da concha depende dos ions de calcio e bicarbonato. Estes,
sdo absorvidos pela superficie do corpo do gastrépode e transportados através da
hemolinfa para as células epiteliais, onde os cristais sao sintetizados auxiliando no
processo de regeneracdo (Mount et al. 2004; Kadar 2008).

Embora a concentracdo de célcio na agua nao tenha interferido na regeneracéao
das conchas do gastropode P. dolioides, estudos relataram que diferentes
concentracfes de calcio afetam a taxa de crescimento, espessura e 0 peso organico
e inorganico das conchas (Thomas et al. 1974; Madsen 1987; Brodersen & Madsen
2003). Li et al. 2016 ao estudarem a participacdo dos hemaocitos na formacédo de
cristais de carbonato de célcio na regeneracdo da concha na ostra Pinctada fucata
(Goud, 1850), observaram estruturas de cristais nos hemdcitos compostos de calcio,
carbono, oxigénio, fésforo e silicio, semelhante a do cristal CaCO3 no ambiente
circundante. Assim, a concentracao de calcio dissolvida no meio aquatico é importante

para a regeneracao das conchas. O que ndo foi observado no presente estudo.
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5. CONCLUSAO

A partir desses resultados, podemos concluir que a concentracédo de calcio ndo
influenciou no processo de regeneracdo das conchas do gastrépode P. dolioides,
sugerindo que a espécie utilizou sua reserva de calcio para regenerar as areas
lesionadas em um tempo relativamente baixo. Como consequéncia, essa regeneracao
rapida pode prevenir infecgcbes e predagbes, aumentando suas chances de

sobrevivéncia e estabelecimento no ambiente.
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