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Abstract. Changes in growth, fecundity and survival in Subulina octona exposed to aqueous extracts of Bidens pilosa
and Mikania glomerata. The objective of this study was to evaluate the effects of the LC, of aqueous extracts of Bidens pilosa
and Mikania glomerata on mortality, growth and reproduction of Subulina octona exposed for 24 and 48 hours. Forty adults in
each group (10 snail/group, with four replicates) for each exposure period and or the control were used. Control group were
exposed for the same period to distilled water. There were three applications of LC, in 30 days. The growth was determined by
monthly measurements of the shell length using a caliper. Fertility was assessed by mean number of eggs produced. The data
were compared by Kruskal-Wallis test followed by Student-Newman-Keuls (p<0.05) using the BioEstat version 5.0. The curves were
obtained using the Origin program version 6.0. The LC,  reduced significantly the survival of snail after the second application of
both plants extracts . Similarly, decreased fertility of the groups exposed for 24 hours. Changes on growth were observed for the
treatments. The results observed can be attributed to the presence of saponins, tannins and flavonoids in these extracts. The ease

of obtaining, preparation and applications of plant extracts make these programs possible candidates for control of this snail.
Keywords: Subulina octona, agricultural pests, moluscicide, survival, fecundity.

Resumo. Objetivou-se com esse estudo avaliar os efeitos das CL dos extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre
mortalidade, crescimento e reproducdo do molusco Subulina octona expostos por 24 e 48 horas. Foram utilizados 40 individuos
adultos distribuidos em grupos (10 moluscos/grupo, com quatro repeticdes) para cada periodo de exposicdo e para o controle.
Grupos controle ficaram expostos pelo mesmo periodo em agua destilada. Foram realizadas trés aplicacoes das CL_ em intervalos
de 30 dias. O crescimento foi determinado através de medi¢ées mensais do comprimento da concha utilizando um paquimetro.
A fecundidade foi avaliada pela média do niumero de ovos produzidos. Os dados foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis
seguido por Student-Newman-Keuls (p<0,05) utilizando o programa BioEstat versdo 5.0. As curvas foram obtidas utilizando o
programa Origin versdo 6.0. A sobrevivéncia foi significativamente reduzida apds a segunda aplicacdo dos extratos de ambos
os vegetais. Da mesma forma, a fecundidade diminuiu para os grupos expostos por 24 horas. Altera¢des sobre o crescimento foi
verificado para os tratamentos. Os resultados observados podem ser atribuidos a presenca de saponinas, taninos e flavonoides
nesses extratos. A facilidade na obtencao, preparacdo e aplicacdo desses extratos tornam esses vegetais possiveis candidatos para

programas de controle desse molusco.

Palavras-chave: Subulina octona, praga agricola, moluscicida, sobrevivéncia, fecundidade.
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INTRODUCAO

O molusco terrestre Subulina octona (Subulini-
dae) apresenta ampla distribuicdo geogréfica em
todo territério nacional, sendo geralmente en-
contradas em locais umidos e sombreados, como
hortas e jardins (ArauJo & Bessa, 1993). Tal espécie
apresenta significativa importancia médica e vete-
rindria, participando como hospedeiro intermedia-
rio no ciclo de parasitos de humanos e animais do-
mésticos, tais como Platynossomun illiciens (Braum,
1901) parasito do gato doméstico (MALDONADO,
1945), Postharmostomum gallinum (Witenberg,
1923) (Brachylaimidae) de aves domésticas (ALICATA,
1940), Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) (An-
giostrongylidae), de canideos e Davainea proglot-
tina (Davaine, 1860) (Davaineidae) de galinaceos
(AraUJO & Bessa, 1993). Sua presenca em ambientes
antropicos levanta a necessidade de medidas de
controle como forma de controle integrado da po-
pulacdo de parasitos.

Esse molusco apresenta altas fecundidade e
eclosao dos jovens, maturidade sexual precoce e
curto periodo de incubacgao (Bessa & Arauso, 1995a),
além de realizar autofecundacdo (Bessa & Araulo,
1995b), caracteristicas que permitem a essa espécie
rapido crescimento populacional. Além disso, essa
espécie atua como modelo biolégico para testes de
varias naturezas, inclusive testes com substancias
moluscicidas (Ferreira, 2009; NAscIMENTO, 2008; SiLvia
etal., 2012).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) reco-
menda o uso de moluscicidas de origem vegetal
devido aos menores impactos ambientais (WHO,
1983) em detrimento aos produtos sintéticos usa-
dos atualmente, que na maioria das vezes cau-

sam contaminacao do ambiente (GasparoTTO et al.,
2005).

As espécies Mikania glomerata e Bidens pilosa,
ambas pertencentes a familia Asteraceae, apresen-
tam-se amplamente distribuidas em todo territério
brasileiro sendo muito utilizadas na medicina po-
pular. M. glomerata conhecida popularmente como
“guaco” (RocHa et al., 2008), é utilizada para trata-
mento de doencas respiratérias. B. pilosa é conheci-
da como “picdo preto” (Apecas et al., 2003) e utiliza-
da no tratamento de ictericia e hepatite. Ambas as
espécies apresentam em sua composi¢ao quimica
principios ativos que apresentam atividade molus-
cicida sobre outras espécies de moluscos, tais como
saponinas, flavonoides e taninos (Bouzaba et al.
2007; Lima, 2003; VALDES &. Reco, 2001; SCHAUFEBBERGER
& HosTeTTMANN, 1983; Tsuzuki et al., 2004; LemmicH et
al., 1995).

Além da mortalidade, outros fatores sao impor-
tantes de serem avaliados em estudos com mo-
luscicidas. Alteracdes sobre a reproducao e cresci-
mento sdo varidveis importantes para se definir a
eficiéncia de um moluscicida, visto que uma dimi-
nuicdo da reproducado ou o retardamento do cres-
cimento sdo caracteristicas que podem contribuir
para a diminuicao do crescimento populacional,
principalmente em espécies que apresentam uma
relacao direta entre o tamanho corporal e a fecun-
didade, como € o caso de S. octona (D'AviLA & BEssa,
2005a).

Objetivou-se com esse estudo verificar os efeitos
de sucessivas aplicagbes da CL, do extrato aquo-
sode B. pilosa e M. glomerata sobre sobrevivéncia,
crescimento e reproducao de adultos de S. octona
expostos por 24 e 48 horas.
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MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado durante 90 dias, no pe-
riodo entre 23 de fevereiro a 23 de maio de 2011,
no Laboratério de Biologia de Moluscos e Helmin-
tos da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de
Fora, MG. Durante o periodo de realizacao desse es-
tudo a temperatura maxima variou de 18°C a 30°C
(média de 26°C), a temperatura minima, de 14°C a
24°C (média de 18°C), e a umidade relativa do ar, de
50% a 91% (média de 72%).

Os moluscos adultos com idade de 60 dias e
comprimento médio de concha de 9,48+1,73mm
utilizados neste estudo foram obtidos de matrizes
do Laboratério de Biologia de Moluscos do Mu-
seu de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira
da Universidade Federal de Juiz de Fora (latitude:
21°45'13"S; longitude: 43°21'19"W; 678 m altitude
Esses moluscos foram criados conforme Aratjo &
Bessa (1993).

As partes aéreas de B. pilosa foram coletadas em
janeiro de 2011 no bairro Sdo Benedito, na cidade
de Juiz de Fora, MG, (S 21°45.014" HO 43°19.684' e
814 m de altitude) e M. glomerata (S 21° 44' 985";
HO 43°19'894”; 831 m de altitude) no mesmo bairro
e época. As exsicatas foram depositadas no herba-
rio Padre Leopoldo Krieger da Universidade Federal
de Juiz de Fora com registro CESJ 58.406 para B. pi-
losa e CESJ 58.407 para M. glomerata. Apds coleta-
das foram lavadas em 4agua corrente e submetidas
a secagem em temperatura ambiente por 10 dias
(NEeTo & CAETANO, 2005) numa temperatura média de
26+5°C. As partes secas foram transferidas para re-
cipiente plastico e mantidas sob refrigeracao para
conservacdo (Simoes et al, 2010). Para preparacdo
dos extratos essas foram trituradas e pesadas em
balanca analitica modelo Bosch SAE 200 e deixadas

em processo de maceracao estatica a frio em agua
destilada por 72 horas seguida por uma filtracdo
simples, e reservada a parte aquosa para a realiza-
¢do dos testes.

Primeiramente foi obtido uma concentracdo
sub-letal (LC, ) dos extratos aquosos calculada para
individuos adultos pela andlise Probit utilizando o
programa BioStat 2008, versao 2.5. As CL, obtidas
foram 44,6mg/mL e 51,4mg/mL para M. glomerata
e B. pilosa, respectivamente.

Foram utilizados neste experimento 40 indivi-
duos adultos distribuidos em grupos (10 moluscos/
grupo, com quatro repeticdes) para cada periodo
de exposicao e para o controle. O critério utilizado
para a selecdo dos individuos adultos foi a presenca
de ovos no Utero visivel pela transparéncia da con-
cha (D’AviLa & Bessa, 2005b).

Os moluscos foram mantidos em terrario de
polietileno com 50g de terra vegetal onde foram
pulverizados 20 mL de extrato, 0s grupos controles
receberam a mesma quantidade de dgua destilada.
Os terrarios foram tampados com tecido de algo-
déo e elastico para evitar a fuga dos animais. Apds o
periodo de exposicao de 24 e 48 horas, os moluscos
foram transferidos para outros terrarios e estes fo-
ram umedecidos com agua destilada e os animais
alimentados com uma mistura de racdo para aves
e carbonato de calcio, na proporcao 3:1, conforme
(Bessa & Araulo, 1995a) a cada trés dias. Foram feitas
trés aplicacdes dos extratos com intervalos de 30
dias onde os moluscos permaneceram pelos mes-
mos periodos de exposicao.

O crescimento foi determinado através de me-
dicées mensais do comprimento da concha utili-
zando um paquimetro Kanon (Mardened Stainless
1/28 in. 1/20mm). As observacdes para andlise
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de mortalidade foram realizadas a cada trés dias,
através de observacao direta dos animais e os in-
dividuos mortos foram retirados dos terrarios e o
numero de ovos postos foi observado na mesma
frequéncia.

Os dados de mortalidade, crescimento e fecun-
didade foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis
seguido por Student-Newman-Keuls com 5% de
significancia utilizando o programa BioEstat versao
5.0. As curvas foram obtidas utilizando o programa
Origin versao 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia dos grupos expostos ao extra-
to de B. pilosa nao diferiu em relagdo ao controle
apos a primeira aplicacao (H=0,5294; p=0,9124),
contudo, apds a segunda aplicacdo a mortalida-
de diferiu significativamente entre os grupos (24
horas: H=5,3976, p=0,0209; 48 horas: H=4,7440,
p=0,0304), mas entre 0s grupos expostos ao extrato
por 24 e 48 horas ndo houve diferenca significativa
(H=0,7875, p= 0,3749). A mortalidade dos grupos
apos a terceira aplicacdo foi maior apenas para os
grupos expostos pelo maior tempo (24 horas: H=
0,8514. p=0,3562; 48 horas: H=5,3976, p=0,0209)
(Figura 1A). A sobrevivéncia entre a primeira e se-
gunda aplicacdo diferiu significativamente para os
dois intervalos de exposicao (24 horas: H=5,3976,
p=0,0209; 48 horas: H=5,3333, p=0,0209). Esse
resultado foi semelhante ao observado entre a
segunda e terceira aplicacdo apenas para os gru-
pos expostos por 24 horas (24 horas: H=5,4634,
p=0,0209; 48 horas: H= 0,7590, p= 0,3836). Apos
a terceira aplicacdo a mortalidade foi menos pro-
nunciada restando ao final dos 90 dias somente os
individuos mais resistentes ao extrato.

Com relacdo aos expostos a M. glomerata, a mor-
talidade nao diferiu apds a primeira aplicacao (24
horas: H=1,3333, p=0,2482; 48 horas: H=3,1500,
p=0,0759). A sobrevivéncia dos grupos expostos
ao extrato foi menor em relagdo ao controle apés a
segunda aplicagao (24 horas: H=5,3976; p=0,0209;
48 horas: H=5,3333, p= 0,0209), contudo, nao foi
observada diferenca significativa entre os interva-
los de exposicao (H= 1,3494, p= 0,2454) (Figura 1B).
A sobrevivéncia entre os grupos apds a segunda
aplicacdo foi significativamente menor em relacdo
a primeira aplicacao para os dois intervalos de ex-
posicao (24 horas: 4,1325, p= 0,0433; 48 horas: H=
5,6000, p=0,0209).

De acordo com a OMS (WHO, 1965) um dos mo-
tivos para a ineficiéncia e repovoamento dos mo-
luscos é a presenca de individuos resistentes aos
efeitos do moluscicida. Desta forma, reaplicagdes a
intervalos menores de tempo poderiam aumentar
a eficiéncia do moluscicida sobre esses individuos
mais resistentes. Souza & MEeNDEs (1991) ja mencio-
naram em seu estudo com controle de Biompha-
laria glabrata que alguns individuos podem apre-
sentar estratégias comportamentais para evitar o
contato com o moluscicida e que esses individuos
podem repovoar o ambiente. Assim, eles sugerem
aplicagdes sucessivas aliadas 4 medidas de contro-
le manual como limpeza e catagao de individuos.
FerreRA (2009) observou que 52,5% de S. octona
com 30 dias de idade sobreviveu a exposicao de 72
horas em solucdo de cafeina a 5g/L. Esse resultado
foi diferente do encontrado por Souza (2003) onde
encontrou um percentual de 70% de mortalidade
quando testou cafeina a 1 g /L em adultos dessa
mesma espécie, apds 24 horas de exposicado. Esses
resultados indicam que a eficiéncia de um molusci-
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cida também pode estar relacionado com as carac-
teristicas inerentes aos caracois, como populagao
de origem, idade e metodologia de exposicao.

A exposicdo aos dois extratos provocou efeitos
negativos sobre o crescimento dos moluscos. Foi
observado que a exposicao ao extrato de B. pilosa
durante 24 horas reduziu o crescimento de S. octo-
na a partir de 30 dias pds-exposicdo, embora nao
tenha se observado diferenca estatistica ao fim do
periodo de observacao (Teste) (Figura 2A). O maior
tempo de exposicao a esse extrato causou efeito si-
milar no crescimento, porém a partir de 60 dias de
observacao (teste) (Figura 2B). A andlise do cresci-
mento dos moluscos expostos a M. glomerata pelo
maior tempo foi realizada até o 60° dia devido a alta
mortalidade desses grupos apds esse periodo. Ao
final dos 90 dias de observacdo o crescimento dos
grupos expostos pelo menor tempo nao diferiu es-
tatisticamente (H=3,2021, p=0,0735) porém man-
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teve-se significativamente menor que o controle
em 30 (teste) e 60 dias (teste). O crescimento dos
grupos expostos por 48 horas sofreu reducao sig-
nificativa a partir de 30 dias (H=14,8542, p<0,0001)
(Figura 2C e 2D). Esse resultado indica que quanto
maior o tempo de exposicao, maior é o grau de in-
toxicacao do molusco e com isso maior é o gasto
energético necessdrio para a desintoxicagao. Desta
forma ocorre uma diminuicao do conteudo energé-
tico que seria utilizado para o crescimento em prol
da sobrevivéncia.

O menor crescimento pode representar um re-
sultado positivo para o controle dessa espécie, uma
vez que o tamanho corporal esta relacionado com o
nuimero de ovos produzidos como ja foi observado
por D’Avita & Bessa (2005b). Com a reducao da fecun-
didade ocasionada pelo menor tamanho corporal
do molusco a populagdo se mantém em niveis con-
trolados.
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Figura 1. Percentual de sobrevivéncia de Subulina octona, exposta ao extrato aquoso de partes aéreas de, A- Bidens pilosa, B- Mikania glomerata,
utilizando dois tempos de exposicao, 24 e 48 horas, e sendo efetuadas observagoes por 90 dias. Ap= aplicagao.
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Figura 2. Comprimento médio (mm + desvio padrao) de moluscos Subulina octona expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de, A- Bidens
pilosa por 24 horas de exposicdo, B- Bidens pilosa por 48 horas de exposicao, C- Mikania glomerata por 24 horas de exposicao e D- Mikania
glomerata por 48 horas de exposicao. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).
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Com relacao a reproducdao, nos moluscos ex-
postos a B. pilosa nao houve diferencas significa-
tivas sobre a fecundidade dos moluscos expostos
pelo mesmo periodo apds a primeira aplicacao do
extrato (24 horas: H=0,7500, p=0,3865; 48 horas:

A
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2° aplicagio 3% aplicagdo

H=0,3333, p=0,5637). Todavia, ap6s a segunda apli-
cacao houve reducéao significativa na fecundidade
dos moluscos expostos ao extrato por 24 horas
(H=5,3333, p=0,0209) (Figura 3 A).
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Figura 3. Fecundidade (nimero médio de ovos/molusco vivo) de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de: A - Bidens

pilosa expostos por 24 e 48 horas, B - Mikania glomerata expostos por 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as

médias (p<0,05).

Para os expostos a M. glomerata, a fecundidade
dos moluscos tratados com o extrato ndo diferiu
significativamente apos a primeira aplicacdo para
os dois intervalos de exposicao (24 horas: H=0,3333,
p=0,5637; 48 horas: H=0,0833, p=0,7728). Contudo,
essa diferenca foi observada para os grupos expos-
tos por 24 horas ap6s a segunda aplicacdo, onde os
grupos expostos ao extrato obteve menor fecundi-
dade (H=5,3333, p=0,0209), o que nao foi observa-
da para os grupos expostos por 48 horas (H=0,3333,
p=0,5637) (Figura 3B). As alteracdes reprodutivas
ocasionadas sobre S. octona é um resultado impor-
tante para o controle dessa espécie uma vez que
contribui para manter a populacao em niveis acei-
taveis diminuindo os possiveis impactos ambientais
gerados por inumeras aplicagdes do moluscicida.

Outros autores demonstraram os efeitos negati-
vos de pesticidas sobre a fecundidade de moluscos

terrestres e aquaticos (RA0 & sINGH, 2000; TRIPHATI & SIN-
GH, 2004; MELLO-SILVA et al., 2007; FerrerA et al., 2009).
Nascimento (2008) néo verificou alteragdes sobre a
fecundidade desse molusco em nenhuma das con-
centragdes utilizadas da seiva rica em saponinas de
Furcraea foetida (L.) HAW e da mesma forma néo
verificou alteracdes sobre o crescimento. Siva et al.
(2012) entretanto, verificaram que a fecundidade
de S. octona foi significativamente reduzida pela
exposicao a concentracao subletal do extrato aquo-
so de Solanum paniculatum. Esses autores também
observaram que a prole proveniente de parentais
expostos ao extrato tiveram a fase pré-maturidade
aumentada, reduzindo consequlientemente o tem-
po de vida reprodutiva da espécie.

Assim como o verificado nesse estudo, MEeLLO-SILVA
etal. (2007) observaram reducdo da fecundidade de
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) exposta ao latex
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de Euphorbia splendens var. hislopii infectada com
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). Esses autores
observaram que houve aumento dos niveis de gli-
cose na hemolinfa e massa cefalopediosa e reducédo
das reservas de glicogénio na glandula digestiva in-
dicando aumento do consumo energético e acelera-
cao da glicolise (MeLo-Siva et al., 2010). A quebra ho-
meostasia glicémica é um indicativo de processo de
intoxicacdo do animal e a normalizagao dessa muitas
vezes ocorre a custa da deplecao das reservas que
em condi¢des normais seriam gastas na reprodu-
¢ao. Assim, é possivel que as alteracdes na biologia
reprodutiva dos moluscos expostos esteja relacio-
nada as alteracdes no metabolismo de carboidratos
conforme sugerido por outros autores (MeLo-Siva et
al., 2007; 2010; Siwva et al, 2012). Todavia ainda sao
necessarios estudos sobre as alteragées metabdlicas
provocadas pelos extratos dessas plantas.

A atividade moluscicida sobre S. octona observa-
da neste estudo pode ser atribuida a presenca de
flavonoides, taninos e saponinas nos extratos de B.
pilosa e M. glomerata. As saponinas apresentam a
capacidade de formar complexos com esterdides,
proteinas e fosfolipideos de membranas alterando
a sua permeabilidade, ou causando sua destruicao
(ScHenkeL et al., 2003). A atividade hemorragica dessa
classe de compostos foi verificada sobre B. glabrata
(MenDes et al., 1993). Os taninos podem formar com-
plexos insollveis com proteinas e polissacarideos
(MakkaRr et al. 1987; Okupa, 2005), essa caracteristica
pode justificar sua acao letal sobre moluscos (Bezer-
RrA, 2002; Rawi et al., 2011).

As concentragbes (LC.) utilizadas nesse estu-
do bem como as verificadas em outros trabalhos
com moluscos terrestres sao relativamente maiores
quando comparadas com as obtidas para moluscos
aquaticos (Ferrera et al., 2009; NascivenTo et al., 2006;

Ouveira, 2007; Siva et al., 2006; Sivia et al., 2012, Vas-
coNceLLos & AmoriN, 2003) esse fato pode estar rela-
cionado com as diferencas entre o habitat e a fisio-
logia desses animais. A biodisponibilidade do mo-
luscicida para moluscos aquaticos é maior devido a
facilidade de dispersao e homogeneizacao dessas
substancias em agua e devido as necessidades fisio-
I6gicas do molusco nesse sistema.

Além da atividade moluscicida os vegetais utili-
zados em programas de controle devem ser abun-
dantes a amplamente distribuidos, nao ser toxicas
ao homem e a animais domésticos e a extracao dos
principios ativos em agua deve ser preferivel, pois
torna o processo de extracdo barato e menos toxico
(MiNisTERIO DA SAUDE, 2008).

Acredita-se que além do efeito sobre os para-
metros bioldgicos verificados sobre a espécie S. oc-
tona, as espécies vegetais B. pilosa e M. glomerata
se destacam por apresentar ampla distribuicao ge-
ografica, disponivel durante todo ano, sdo plantas
medicinais e os principios ativos responsaveis pela
atividade moluscicida sao facilmente extraidos em
agua, fato que os tornam vegetais promissores para
o controle dessa espécie de molusco.
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