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RESUMO

No presente estudo, foram elucidados aspectos da histéria de vida e morfologia do gastropode
terrestre Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835), além disso, foi verificada a ocorréncia de
variabilidade nos padrdes conquiliomorfoldégicos e conquiliomorfométricos, assim como na
morfologia do sistema reprodutor de moluscos provenientes de diferentes populagdes. A
estratégia de historia de vida da espécie foi caracterizada. Foram determinados os padrdes de
crescimento, reproducdo e longevidade e elucidada a estratégia relacionada ao
desenvolvimento dos embrides. Com base nos resultados obtidos, L. unilamellata foi
classificada como espécie K-estrategista, ovovivipara, cujo padrdo de histéria de vida ¢
determinado pela alocacdo diferencial de energia para diferentes funcdes bioldgicas, nas
diferentes fases do ciclo de vida. O sistema reprodutor foi caracterizado anatomicamente e
histologicamente. Os resultados forneceram informacgdes até entdo inexistentes, a cerca da
morfologia microscopica do sistema reprodutor dessa espécie, corroborando aspectos
comportamentais, como o hermafroditismo simultaineo e a ovoviviparidade. Foram
observados o padrao geral da morfologia da concha de L. unilamellata e sua varia¢do entre os
espécimes das localidades de Juiz de Fora, MG; Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ, e Floriano,
distrito do municipio de Barra Mansa, RJ. O padrdo de crescimento da concha foi descrito
através do estudo da alometria do crescimento de moluscos de diferentes idades. As relagdes
entre os padroes morfométricos dos diferentes morfotipos demonstraram a presencga de dois
grupos similares, um composto pelos morfotipos de Barra Mansa e Floriano, e outro pelos
morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia. O estudo permitiu o conhecimento sobre o padrdo de
formacao da concha ao longo do desenvolvimento, bem como as relagdes entre as diferentes
medidas lineares aferidas. Foi investigada a variabilidade morfoldgica do sistema reprodutor
de espécimes de L. unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG; Cruzilia, MG; Belo
Horizonte, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano, distrito do municipio de Barra Mansa, RJ. Os
moluscos provenientes das diferentes populagdes estudadas apresentam diferencas na
morfologia do sistema reprodutor, podendo assim ser reconhecidos como morfotipos
distintos. Entretanto, tais morfotipos ndo puderam ser distinguidos pelo perfil molecular
gerado através da técnica de PCR-RFLP. Os resultados do estudo da morfologia e analises
morfométricas confirmaram a maior semelhanca entre os morfotipos de Barra Mansa e
Floriano, e entre os morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia. A morfologia e morfometria dos

moluscos de Belo Horizonte mostraram-se mais relacionadas aquelas dos dois ultimos



morfotipos. As variagdes foram verificadas principalmente nos 6rgaos da regido proximal do
sistema reprodutor, os quais, provavelmente por estarem envolvidos no sucesso do
acasalamento, sofrem maiores pressdes seletivas. O presente estudo representa uma
contribui¢do para o melhor entendimento da biologia reprodutiva de L. unilamellata. O estudo
da conquiliomorfometria foi uma ferramenta util para o conhecimento do padrio de
crescimento dos moluscos e para a deteccao de variabilidade morfoldgica interpopulacional.
O conhecimento da morfologia do sistema reprodutor permitiu compreender aspectos da
historia de vida e distinguir morfotipos provenientes de diferentes populagdes. A combinagao
das diferentes abordagens utilizadas constitui um modelo que pode ser empregado para o
melhor conhecimento da biologia de diferentes espécies de invertebrados.

Palavras-chave: Conquiliomorfometria. Histéria de vida. K-estrategista. Sistema reprodutor.

Variabilidade interpopulacional.



ABSTRACT

In this study, were elucidated aspects of life history traits and morphology of the terrestrial
gastropod Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835). In addition, was verified the occurrence
of variability in patterns of shell morphology and shell morphometrics, as well as morphology
of the reproductive system of snails from different populations. The life history strategy of L.
unilamellata was characterized. We determined growth, reproduction, and longevity patterns
of this species and the strategy related to development of embryos were determined. We
might conclude from the results that L. unilamellata is a K-strategist species, ovoviviparous,
whose life history patterns are determined by the differential allocation of energy for different
biological functions, in different stages of life cycle. The reproductive system was
characterized in terms of anatomical and histological aspects. The results provided new
information about histological morphology of reproductive system of this species,
corroborating behavioral aspects, such as simultaneous hermaphroditism and ovoviviparity.
We were observed the general pattern of shell morphology of L. unilamellata and its variation
among populations from Juiz de Fora, MG; Cruzilia, MG, Barra Mansa, RJ, and Floriano,
district of Barra Mansa, RJ. To describe the shell growth pattern, was accomplished the study
of growth allometry with molluscs of different ages. The relationships between morphometric
patterns of the morphotypes demonstrated the presence of two similar groups, one comprising
the morphotypes of Barra Mansa and Floriano, and another by morphotypes of Juiz de Fora
and Cruzilia. The results of the present study clarified the shell growth pattern during the
snails’ development, and the relationships between different shell linear variables. There was
investigated the morphological variability of the reproductive system of specimens of L.
unilamellata from Juiz de Fora, MG; Cruzilia, MG, Belo Horizonte, MG, Barra Mansa, RJ
and Floriano, RJ. As a result, were found differences in morphology of the reproductive
system between molluscs from different populations, especially regarding the penial complex.
So, snails from each locality could be recognized as distinct morphotypes. However, such
morphotypes could not be distinguished through the molecular profile generated by PCR-
RFLP. The length of bursa copulatrix, width of epifalo, width of flagellum and width of
oviduct were the linear measurements that differed more between snails from different
localities and these, therefore, are the variables with greater strength for the distinction of
morphotypes. The results of the morphological and morphometric studies, as well as the

Euclidean analysis and cluster analysis, confirmed the greatest similarity between the



morphotypes from Barra Mansa and Floriano, and between morphotypes from Juiz de Fora
and Cruzilia. The morphology and morphometry of reproductive system of molluscs from
Belo Horizonte were more related to those of the last two morphotypes. The patterns of
similarity resulting from discriminant analysis confirmed these results. The variations were
observed mainly in organs of the proximal region of reproductive system, probably because
they are involved in success of mating, and consequently, more exposed to selective
pressures. The present study represents a contribution to a better understanding of the
reproductive biology of L. unilamellata, focusing on both biological and behavioral aspects,
such as morphology of reproductive system and shell. The study of shell morphometrics has
been proved to be a useful tool for understanding the pattern of growth of snails over lifetime
and also for detection of morphological interpopulation variability. Similarly, knowledge of
reproductive system morphology clarified aspects of life history and allowed distinguish
morphotypes from different populations. The combination of the different approaches used in
this study constitutes a study model that can be used for reach a better understanding about
the biology of different invertebrate species.

Keywords: Interpopulation variability. K-strategist. Life history. Reproductive system. Shell

morphometrics.
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bolsa copuladora se apresenta com muitos cilios em um epitélio simples cubico.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Leptinaria unilamellata

Mollusca compreende um filo animal altamente diverso com mais de 100.000 espécies
reconhecidas, a maioria das quais apresenta uma concha como um esqueleto externo distinto, a qual
foi amplamente utilizada por naturalistas dos séculos XVII e XVIII na sua classificacdo e
conhecimento (WILKE et al., 2002). Essa diversidade reflete-se em diferentes linhagens dentro do
grupo, que possuem variadas caracteristicas de histéria de vida, morfologia e habitats. Como
exemplo, estima-se que existam mais de 30.000 espécies de gastropodes terrestres, que ocupam uma
ampla variedade de habitats terrestres. A histéria de vida e a biologia reprodutiva desses animais
sdo igualmente diversas e provavelmente refletem a irradiacdo do grupo, sendo investigadas sob a
oOtica de diferentes areas de conhecimento, como a embriologia, histologia, ecologia e sistematica
filogenética (BARKER, 2001; GOMEZ, 2001; HEALY, 2001; HELLER, 2001).

Os gastropodes terrestres da familia Subulinidae sdo primariamente um grupo tropical de
estilomatoforos terrestres, de ampla distribuicdo, com mais de 1300 espécies descritas (PILSBRY,
1906 apud NAGGS, 1994) e cerca de 70 géneros sdo reconhecidos atualmente (ZILCH, 1959 apud
NAGGS, 1994). A maior parte das espécies foi descrita, e sdo conhecidas somente pela concha,
devido a sua ampla distribui¢do, torna-se necessario o conhecimento do limite entre espécies dentro
desse grupo.

Varias espécies de gastropodes pulmonados terrestres subulinideos, podem atuar como
hospedeiros intermediarios de parasitos de animais domésticos € do homem. Dentre elas destaca-se
a espécie Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835), por atuar como hospedeiro intermediario de
Postharmostomum gallinum (AMATO ¢ BEZERRA, 1989; DUTRA, 1988), parasito de aves, Tanaisia
bragai (ARAUJO e KELLER, 1993), parasito de pombos, ¢ Eurytrema coelomaticum (ARAUJO, 1982),
parasito de bovinos. Pode ser encontrada no Brasil e Bolivia (SIMONE, 2006), possuindo uma ampla
distribuicdo geografica por acdo antrdpica (DUTRA, 1988); no Brasil ocorre nos estados Amazonas,
Para, Rondonia, Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo
(ARAUJO, 1982; DUTRA, 1988). Esta espécie possui habitat sobre plantas de jardim, sob pedras e em
madeira em decomposi¢ao (SANTOS, 2005), ocorrendo com maior freqiiéncia apos um periodo de
maior pluviosidade (ARAUJO e KELLER, 1993). A facil manuten¢do dessa espécie em laboratdrio
permite sua utilizagdo como modelo biologico em estudos de biologia e morfologia (ALMEIDA e

BESSA, 2001; ARAUJO, 1982; BRANDOLINI ¢ GOMES, 2002; DUTRA, 1988).
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DUTRA (1988) realizou coletas mensais de L. unilamellata, em uma area do Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, caracterizada com uma cobertura vegetal
herbacea, onde predominavam gramineas e ciperdceas. Essa espécie foi encontrada no solo, sobre e
sob talos e folhas caidas, com distribui¢do de forma agregada. Nos meses mais quentes habitava
entrelagados secos de ramos, gramineas e raizes, evitando dessa forma, a incidéncia direta do sol e
conseqiientemente a dessecacdao. Ocorrem de maneira simpatrica e predominante a outras espécies
de moluscos terrestres, tais como Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835) e Sarasinula sp., tendo
sido menos freqiiente a simpatria com Subulina octona (Brugiiiére, 1792). ARAUJO (1982) também
cita simpatria com espécies de subulinideos, como Opeas e S. octona.

Em observagdo a aspectos da biologia, BRANDOLINI ¢ GOMES (2002), investigaram a
influéncia da dieta sobre o crescimento, reproducdo e mortalidade de L. unilamellata, submetida a
diferentes dietas, sob condigdes de laboratdrio. Concluiram que a dieta composta somente de ragao
para codornas em postura inicial possibilitou um maior crescimento, e quando oferecida combinada
com vegetais, propiciou menor mortalidade ¢ uma maior producdo de filhotes. ALMEIDA ¢ BESSA
(2000) verificaram que a densidade populacional influencia o crescimento dessa espécie, mas nao
afeta sua reproducdo. Esses autores confirmaram o comportamento agregativo de L. unilamellata, e
verificaram a ocorréncia de autofecundagdo, em individuos mantidos isolados desde o nascimento,
sendo que nestes individuos a produgao de filhotes foi maior, do que aqueles mantidos agrupados
(ALMEIDA e BESSA, 2001). D’AVILA et al. (2004), verificou a resisténcia dessa espécie a dessecacao,
através da manutencdo de 20 individuos em camara climatizada a temperatura de 35 £ 1°C e 80% de
umidade relativa do ar. Apds 12 horas de exposicdo houve retragdo da massa cefalopodal, e apos
um periodo de 48 horas todos os individuos estavam mortos. Os autores concluiram que L.
unilamellata é capaz de sobreviver a condigdes desfavoraveis, por um periodo de pelo menos 36
horas, sendo que apresenta uma capacidade de resisténcia ainda maior na presenca de um substrato
mineral e ou orgénico, que propicie o enterramento desses animais.

Essa espécie também foi utilizada como modelo bioldgico em laboratdrio, em testes com
substancias de potencial moluscicida. SOUZA (2003) trabalhou com adultos dessa espécie testando a
atividade moluscicida da cafeina e do timol, sendo essas duas substancias demonstraram-se toxicas
a esses moluscos, ndo havendo efeito toxico residual. NETO (2003) testou a atividade moluscicida
dos latices de trés espécies de plantas, Euphorbia cotinifolia, Euphorbia milii splendes e Euphorbia
tirucalli, as quais apresentaram uma baixa atividade repelente. A espécie E. cotinifolia, estimulou o
deslocamento vertical, um comportamento considerado atipico para L. unilamellata, e somente o
latex de E. milii splendes em elevadas concentragdes, exibiram atividade moluscicida. SANTOS

(2005) investigou a influéncia da cafeina e do timol sobre a sobrevivéncia, crescimento e
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reproducao em individuos de diferentes idades, demonstrando que a cafeina atuou como substancia
moluscicida e o timol atuou como substancia moluscicida apenas para jovens de 10 dias.Nao atuou
como moluscicida com 30 dias nas primeira 24 horas devido a concentragdo letal estar associada ao
tamanho corporal dos adultos.

TRYON e PILSBRY (1906) relataram que as espécies de Leptinaria Beck, 1837, sdo de dificil e
critica diagnose por apresentarem grande variagdo conquilioldgica, com conquiliomorfologias
extremas conectadas por formas intermediarias. Ressalta que s6 com a realizagdo de estudos com
boas séries de jovens a adultos ficariam determindveis as espécies do género. DUTRA (1988)
verificou que caracteristicas da concha de L. unilamellata, tais como peristdmio simples, lamela
parietal e columela truncada desde o embrido, ndo sugerem algum indicativo conquiliologico
externo do seu grau de desenvolvimento. Dessa forma, muitas vezes exemplares jovens dessa
espécie, foram confundidos com outras espécies de subulinideos, pela grande convergéncia
apresentada nos caracteres da concha e selecdo de nichos ecoldgicos.

A maior parte das descricdes de L. unilamellata e seu género se limitam a descri¢do da
morfologia da concha e seu local de ocorréncia. TRYON e PILSBRY (1906) estudaram os caracteres
morfologicos, especialmente das conchas dos Subulinidae. Caracterizaram os géneros Subulina e
Leptinaria, incluindo as espécies de interesse para o Brasil e a distribuigdo geografica por
continentes. THIELE (1992) descreve o género Leptinaria Beck, 1837, com concha oval forma de
cone para turricada e de forma cilindrica, fina, na maioria dos casos transparentes, lisa ou
ornamentada; abertura ocasionalmente com uma lamela parietal, columela coberta com um “callus”,
torcido para baixo e mais ou menos truncado, com ocorréncia na América tropical.

O primeiro a descrever a espécie foi D’ORBIGNY (1835), com o nome especifico de Helix
unilamellata, de ocorréncia na Provincia Santa Cruz de la Sierra (reptblica Boliviana). O mesmo
autor D’ORBIGNY, 1837-1840, em Voyage dans L’amérique Méridionale, relatou ser Helix
unilamellata, sinonimia de Bulimus unilamellatus, com caracteristicas de concha alongada, ténue,
um pouco arredondada, diafana, lisa ou ligeiramente marcada de estrias; espira conica, obtusa a seu
apice, composta de sete voltas ligeiramente arredondadas, cuja a ltima volta ocupa a metade do
comprimento total da concha; abertura oval, um pouco obliqua, borda delgada e cortante. Uma
lamina saliente ocupa a base da columela, e se continua no interior da concha; columela contorta,
em saliéncia aguda, truncada a sua extremidade. Cor branca ou ligeiramente tingida de amarelo,
com dimensoes de 12 mm em comprimento, e 11 mm em largura, com ocorréncia em Santa Cruz de
La Sierra, Bolivia. Posteriormente, REEVE (1849-1850) a descreveu como Achatina anomala, de
concha turricada, brevemente umbilicada, suturas da espira profundas, sete a oito voltas da concha,

arredondadas, finamente estriadas, columela curta, calosa, refletida, abertura pequena, de ocorréncia
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no Peru, assemelhando-se intimamente com Bulimus pela razdo do crescimento refletido da
columela.

PFEIFFER (1848) caracterizou Achatina anomala, com uma concha subperforata, oblongo-
conica, ténue, estriada sutilmente, pelicida, nitida, voltas convexas 6 Y2, columela curta, nio
atingindo a base, truncada-entortada, abertura semioval, peristoma reto, simples, margem
columelar direita duplicada, reflexa, perfuragao fingente, com ocorréncia habitat no Peru.

BAKER (1962) Leptinaria unilamellata (Orbigny), informa que essa espécie tinha sido
registrada amplamente por VAN DER SCHALIE, 1948:56, provavelmente em lugares de cultivo. E
relata que infelizmente em trabalho anterior (BAKER, 1945 apud BAKER, 1962), adotou o primeiro
nome mais amplamente utilizado Leptinaria lamellata (Potiez & Michaud), do que o primeiro nome
nomeado por Orbigny. De acordo com ARAUJO (1982), a sistematica e a classificagdo de Leptinaria

unilamellata (d’Orbigny, 1835), pode ser colocada como:

Helix unilamellata d’Orbigny, 1835: 9

Bulimus unilamellatus d’Orbigny, 1835: 257

Achatina lamellata Potiez & Michaud, 1838: 128, pl. 11, f. 7-8.

Tornatellina ferussacii Pfeiffer, 1848: 394.

Achatina lamellata Reevie, 1849: sp. 97, pl. XVIII.

Tornatellina unilamellata Pfeiffer, 1859: 649-650.

Leptinaria lamellata Pilsbry, 1906: 288-289. Pl. 42, figs. 39-40, pl. 43, fig. 50.
Leptinaria unilamellata Wenz, 1960: 348, fig. 1280

Leptinaria (Leptinaria) lamellata Haas, 1962: 52-53, pl. VII, figs. F-G
Leptinaria lamellata Duarte, 1977: 11, 28.

Classificacdo de Leptinaria unilamellata
Classe Gastropoda

Subclasse Pulmonata

Ordem Stylommatophora

Subordem Sigmurethra

Familia Subulinidae

Género Leptinaria Beck, 1837

Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835)
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Historia de vida em gastropodes terrestres

Os moluscos terrestres podem apresentar diferentes estratégias de historia de vida,
envolvendo a reproducdo, o crescimento e a longevidade, em funcdo do padrdo de alocagdo de
recursos para os tecidos somaticos e aqueles relacionados a reproducdo (ALMEIDA e BESSA,
2001a,b; CICHON, 1999; GUTIERREZ et al., 2001; HELLER, 2001; HODASI, 1979; MONTEIRO €
KAWANO, 1998; SouzA e MAGALHAES, 2000). Os padrdoes de distribuicdo de energia para o
crescimento e reproducdo, influenciam na longevidade, tempo para o alcance da maturidade,
intervalo entre eventos reprodutivos, numero de filhotes por evento e numero de eventos
reprodutivos realizados no tempo total de vida, além de diferencas nos padrdes de crescimento
(HELLER, 2001). Todos os organismos exibem antagonismo entre o fornecimento de energia para a
reproducdo e para o crescimento e sobrevivéncia (HURD, 2001). Quando o aumento da alocagdo de
recursos para a reproducdo ocorre gradativamente ao longo da vida do organismo, espera-se uma
maior sobrevida ap6s a maturidade, maior nimero de eventos reprodutivos ao longo da vida e um
menor numero de filhotes por evento reprodutivo. Por outro lado, quando h4d um grande esfor¢o
reprodutivo em um curto periodo de tempo, observa-se freqiientemente um menor tempo de vida
apos o alcance da maturidade, menor nimero de eventos reprodutivos e maior ntimero de filhotes
por evento reprodutivo (HELLER, 2001; HURD, 2001).

A maior parte dos estudos sobre longevidade de moluscos terrestres e sua relacio com
outros aspectos da historia de vida foi realizada com espécies de climas temperados (BAUR e BAUR,
2000; HELLER, 2001; HOMMAY et al., 2001; OCANA, 2003). Alguns estudos sobre longevidade
foram desenvolvidos com o objetivo de determinar o ciclo de vida e padrdes de reproducdo e
crescimento de moluscos (GRYPTA & OLI, 1988; OCANA, 2003). Para a lesma Anadenus altivagus
(Rishi, 1956) foi observada uma longevidade de 720 dias, sob condi¢des de laboratério (OCANA,
2003). RENDELL ¢ COWIE (2003), afirmaram que o tempo de vida para Succinea thaanumi Ancey,
1899 foi de 253 dias e para Catinella rotundata Gould, 1846 foi de 267 dias, sob condigdes de
laboratdrio. O tempo de vida dessas duas espécies de succinideos € muito curto em comparagdo a
muitos achatilenideos, os quais podem viver até 19 anos (RENDELL e COWIE, 2003). No Brasil, o
conhecimento das caracteristicas do ciclo de vida desses animais, tais como estratégias
reprodutivas, crescimento e longevidade, ainda se encontram em estado incipiente.

Com relacao a longevidade, os gastropodes terrestres foram classificados por HELLER (2001)
em duas categorias: aqueles com curto tempo de vida, os quais vivem por até dois anos ou se
reproduzem durante uma unica estagdo, ou longo tempo de vida, os quais vivem por mais que dois
anos e se reproduzem por ao menos duas estacdes. Entretanto, as observacdes relatadas por este

autor se referem em grande parte a moluscos de climas temperados e ainda nao ha uma clara
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resolucdo sobre os contextos de historia de vida que favorecem estratégias com curto ou longo
tempo de vida, especialmente para as espécies de clima tropical.

O conhecimento das relacdes existentes entre os padrdes de reproducdo, crescimento e
longevidade, quando combinados representam as estratégias de histéria de vida das diferentes
espécies de moluscos terrestres. O conhecimento dessas estratégias pode subsidiar estudos sobre a
ecologia, filogenia, comportamento e biologia desses animais. Além disso, esse conhecimento ¢
essencial para a estruturagdo de formas de manejo das populacdes de moluscos em risco de
extingdo, estratégias de controle das popula¢des de parasitos que utilizam esses moluscos como
hospedeiros intermediarios (D'AVILA et al., 2004), assim como estratégias de controle de
populagdes de moluscos que atuam como pragas agricolas (ARAUJO, 1989; PICORAL ¢ THOME,
1989).

Os estudos relacionados as estratégias de historia de vida em moluscos terrestres sio
fundamentais na elucidagdo de como esses organismos alocam recursos energéticos ao longo da
vida otimizando o sucesso reprodutivo (CICHON, 1999; NORTON e BRONSON, 2005). Os padrdes de
alocagdo de recursos direcionados para a reprodugdo e o crescimento em moluscos terrestres, estao
associados com diferentes estratégias de historia de vida, selecionadas ao longo da evolucao
(ANTKOWIAK e CHASE, 2003).

Hé dois tipos de alocacdo de recursos durante a vida. No padrdo mais comum, apds o
nascimento, toda a energia excedente ¢ direcionada ao crescimento antes da maturidade, apos a
maturidade o crescimento pode cessar, € toda energia ¢ direcionada a reproducdo caracterizando o
crescimento determinado. O outro padrio ¢ caracterizado pelo crescimento ap6s a maturidade até o
final da vida, ap6s a maturidade, o crescimento desacelera e finalmente para, caracterizando o
crescimento indeterminado (CICHON, 1999). O crescimento indeterminado foi observado nos
moluscos terrestres Subulina octona (Brugiiiére, 1789) (Subulinidae) por D'AVILA ¢ BESSA (2005) e
Bulimulus tenuissimus (d'Orbigny, 1835) (Bulimulidae) por SILVA et al. (2008). Diferentemente, o
molusco terrestre Bradybaena similaris Férrusac (1821) (Bradybaenidae) apresenta crescimento
determinado e curto tempo de vida associada a um alto esfor¢o reprodutivo em poucos eventos
(CARVALHO et al., 2008).

O crescimento pos-maturidade pode ndo diminuir o sucesso reprodutivo, desde que
organismos tenham um alto grau de compensagao para sua baixa reprodugdo atual por um aumento
na futura reproducdo, devido a uma alta taxa de produ¢do permitida pelo maior tamanho do corpo
(CICHON, 1999). O crescimento continuado, associado a distribuicdo do esforco reprodutivo em
muitos eventos durante a vida, representa uma estratégia que aumenta o sucesso reprodutivo. A

distribuicao do esfor¢co reprodutivo compensa, em longo prazo, as desvantagens causadas pelo
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antagonismo entre o crescimento e reproducdo no evento reprodutivo atual. Mais tarde na vida, os
moluscos sdo maiores ¢ podem produzir um niamero maior de filhotes. SILVA et al. (2008), em um
estudo da historia de vida de B. tenuissimus verificaram que essa espécie apresenta tempo de vida
longo e retarda a producdo de ovos até atingir tamanho favoravel. Segundo esses autores, os
moluscos com maior tamanho ganham em sucesso reprodutivo pela produg¢do de um niimero maior
de filhotes.

Varios estudos sobre a biologia e o comportamento reprodutivo de moluscos, abordam como
os padroes de historia de vida estdo associados com a alocagdo de energia (ANTKOWIAK ¢ CHASE,
2003; EVANNO et al., 2005; HAASE € KARLSSON, 2004; ILANO et al., 2004; OCANA e EMSON, 1999;
PARMAKELIS e MYLONAS, 2002; RAUT e PANIGRAHI, 1988; REISE, 1995). Os recursos destinados aos
diferentes processos biologicos sdo limitados podendo existir antagonismo entre aspectos da
historia de vida, como reproducdo, crescimento e longevidade. Como exemplo, uma diminui¢ao no
tempo para se tornar sexualmente maduro, pode levar a um aumento da longevidade (ZERA e
HARSHMAN, 2001); um curto tempo de vida pode estar associado a um esfor¢o reprodutivo maximo
em poucos eventos (BAUR e BAUR, 2000). Sendo os recursos limitados, os diferentes padrdes sao
caracterizados por trade-offs entre duas caracteristicas da historia de vida de um organismo.

NORTON e BRONSON (2005) encontraram uma relacdo negativa entre o crescimento € a
reprodugao durante o periodo de producdo de ovos, isso evidencia a alocagdo de recursos, a energia
alocada a reproducdo ndo ¢ disponivel para o crescimento e outras atividades. A disponibilidade de
alimento, portanto, limitaria a preferéncia do papel sexual (NORTON e BRONSON, 2005). A morte
dos individuos apds a postura observada em alguns estudos indica que o sucesso de vida nestas
espécies esta associado ao seu curto tempo de vida e alta produtividade (ELEUTHERIADIS €
LAZARIDOU-DIMITRIADOU, 2001; GRYPTA e OLI, 1988;). A energia ¢ principalmente direcionada a
reproducdo, em detrimento dos recursos utilizados para a manutencdo da sobrevivéncia e
homeostase, no periodo posterior a reproducdo (GRYPTA e OLI, 1988).

A influéncia do tamanho e do trade-off existente entre crescimento e reprodugdo, na escolha
do papel sexual levantaria uma hipotese, de que individuos de maior tamanho sdo capazes de uma
maior producdo de ovos. A possivel explicagdo ¢ de que esses individuos teriam que investir no
crescimento primeiramente a fim de que no futuro, possuam uma maior produgdo de ovos. A
producao de ovos € um processo metabolicamente caro associado a um alto custo, sendo um
processo limitado por recursos. Devido a esse fato, a produgcdo de ovos somente deve ocorrer
quando o tamanho da prole ultrapassa um valor minimo no qual os beneficios reprodutivos
ultrapassem os custos investidos no evento reprodutivo. Maiores posturas de ovos evitariam a

dessecacao, por outro lado os riscos de predagdo podem favorecer deposi¢des mais freqiientes de
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pequenas posturas em sitios multiplos (ANTKOWIAK e CHASE, 2003). Nas espécies que possuem
ovos sem uma casca calcarea protetora a dessecagdo, varias estratégias sao adotadas como,
escavacdao de um ninho para deposi¢do de ovos (ALMEIDA e BESSA, 2001; OCANA e EMSON, 1999),
arranjo da disposicdo dos ovos (OCANA e EMSON, 1999) e producdo de pelotas fecais especiais
depositadas na ovipostura (RAUT e PANIGRAHI, 1988).

VAREILLE-MOREL et al. (1998) observaram que em Lymnaea truncatula Miiller, 1774, a
produgdo de ovos foi influenciada pela temperatura e umidade. A diminuicdo na densidade de
massas de ovos foi resultado da diminui¢do do niimero de adultos, que alcangaram o seu tamanho
maximo e morreram, ¢ pela maior produgdo de ovos por molusco no comeco do periodo de
producdo e queda no nimero at¢ o final da vida. A taxa de fecundidade diminui possivelmente
devido a estocagem de espermatozoides que ao longo do tempo podem perder ou diminuir sua

capacidade de fertilizagao.

Seleciio sexual em gastropodes terrestres

Em hermafroditas, a posse dos dois sistemas reprodutivos funcionais, levaria os mecanismos
de selecao sexual a agirem principalmente pos-copulatoriamente, diferente dos animais gonocoristas
(BEESE et al., 2005, EVANNO et al., 2005). A adogdo de diferentes padrdes visa a maximizagdo do
sucesso reprodutivo, caracterizando a historia de vida adotada pelo organismo (CICHON, 1999). Em
moluscos a selecdo sexual tem um papel fundamental como mecanismo que favorece a sele¢do a
favor de comportamentos associados ao sucesso de acasalamento, escolha do parceiro e maior
fecundidade (EVANNO et al., 2005).

A habilidade de autofertilizacdo ¢ considerada valiosa quando utilizada como um ultimo
recurso, devido ao declinio da populacdo, as chances para fertilizagdo cruzada diminuem, e o animal
¢ capaz de contribuir para a perpetuacdo da espécie por assegurar a reproducdo em uma baixa
densidade populacional. As desvantagens podem incluir uma redu¢do no sucesso reprodutivo
imediato causado pela diminuicdo na propria prole, e baixa diversidade genética resultante da
recombinacgdo reduzida (GOMEZz, 2001). Para hermafroditas simultdneos, a op¢do para reproduzir
através da autofertilizagdo ou fertilizagdo cruzada ¢, portanto, uma das mais importantes
caracteristicas da histéria de vida. Nenhum caso de partenogénese foi registrado ou auto copula no
qual o pénis do proprio individuo foi propelido a sua prépria vagina. Na fertilizagdo cruzada os
espermatozdides sdo descarregados na bolsa copuladora, mas ndo permanecem ali, indo até o
espermioviduto para a regido do carrefour, onde a fertilizagdo ocorre possivelmente na camara de

fertilizagdo (DUNCAN, 1975).
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MONTEIRO ¢ KAWANO (1989) afirmam que mesmo com a vantagem que o hermafrodita
possui, por possuir um aparelho reprodutor comum aos dois sexos, o0 modelo gonocorista ainda ¢
mais econdmico, ja que este investe apenas no desenvolvimento e manuten¢do de um sistema
reprodutor, e na producdo de apenas um tipo de gameta. Conseqiientemente, num balanco final, dois
hermafroditas simultaneos tém menos energia disponivel para aplicar na produgdo de gametas do
que dois individuos de uma espécie gonocorista.

Ha um dilema na alocagao dos recursos entre a funcdo feminina e masculina, ambos durante
um simples encontro e durante seu tempo reprodutivo em hermafroditas, conceituado como, conflito
do hermafrodita. Ha quatro opgdes de reprodugdo, no que diz respeito ao destino dos
espermatozdides: fertilizar seus 6vulos com os proprios espermatozoides (auto-espermatozoides);
dar preferéncia aos espermatozdides recebidos do parceiro (aloespermatozoides) para fecundar seus
proprios dvulos, isto ¢, praticar fecundacdo cruzada; transferir parceladamente certas quantidades de
seus espermatozodides a um parceiro; partilhar espermatozodides, fertilizando seus oOvulos com
espermatozdides que seu parceiro recebeu, anteriormente, de outro parceiro em uma copula anterior
(MONTEIRO e DIAS, 1989). E possivel que os caramujos usem os aloespermatozéides nas etapas
iniciais de troca para ndo arriscar os seus auto-espermatozéoides em um processo no qual a evasdo do
parceiro ou o uso de gametas como nutriente ¢ possivel (MONTEIRO e KAWANO, 1989).

Hé uma correlacao positiva entre o tamanho do corpo e a produgdo de ovos. Essa correlagao
influenciaria a escolha de um papel sexual particular em relacdo a um dado tamanho, indicando uma
adaptacdo a individuos maiores agirem como fémeas, j4 que os ovos sdo mais custosos alocariam
mais energia, ¢ pequenos individuos atuarem como machos (NORTON e BRONSON, 2005). O
acasalamento reciproco seria comum quando os animais fossem de tamanho similar, assim isso
poderia levar ao conflito quando a reciprocidade ¢ impedida ou pela anatomia ou vantagem de
preferéncia de um papel (LEONARD, 1991). Em hermafroditas a evidéncia na escolha de
acasalamento ¢ rara e isso pode ser devido a dois fatores: os caracteres envolvidos na escolha sdo
dificeis de detectar, ou a selecdo sexual age essencialmente durante ou ap6s a copula. A habilidade
de longa duracdo de armazenamento do espermatozodide pode aumentar o potencial de selegdo
sexual pos-copuladora (EVANNO et al., 2005).

Em espécies onde multiplas inseminagdes ocorrem, poderd haver competi¢do entre os
espermatozdides fornecidos por diferentes doadores, e as fémeas podem selecionar pds-
copulatoriamente os espermatozoides, ja que eles carregam a informag¢do da qualidade do macho. A
escolha criptica da fémea ¢é exercida através de mecanismos moleculares e fisioldgicos e ou por
estruturas morfoldgicas no trato reprodutivo da fémea (HAASE e BAUR, 1995). O langamento do

dardo pode promover algumas formas de selecdo sexual pos-copulatoria. Logo antes da copula, os
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moluscos empreendem o dardo calcareo em seus parceiros, os quais eventualmente aumentam o
numero de esperma armazenado pelo recipiente através de uma modificagao temporaria na genitalia
feminina causada por elementos quimicos no muco que cobre o dardo. O doador, portanto evitaria a
digestdo da maioria dos espermatozoides dentro da bolsa copuladora do receptor, e, portanto
aumenta o seu sucesso reprodutivo (EVANNO et al., 2005).

Os interesses antagdnicos entre os sexos podem levar a evolugdo de adaptagdes especiais: ao
invés de evitar serem inseminados, individuos de muitas espécies de moluscos digerem o esperma
recebido, o que pode influenciar o surgimento de selecdo sexual pos-copulatdria com respeito as
caracteristicas dos espermatozoides e o tamanho do 6rgdo feminino armazenador de esperma. A
digestdo de esperma reduz a habilidade competitiva dos espermatozoides e pode haver selecao para
o aumento do nimero de espermatozoides, assim como estruturas para proteger o esperma contra a
digestao. Um alto nimero de tibulos na bolsa copuladora pode permitir uma melhor separacio de
esperma de diferentes parceiros ¢ também um uso seletivo do esperma para a fertilizagao,
favorecendo um parceiro em particular (EVANNO e MADEC, 2007).

Uma grande quantidade de espermatozodides transferidos de diferentes machos, a existéncia
de 6rgdos para o armazenamento dos espermatozoides e de mecanismos para a digestdo do excesso
de esperma pode ser uma evidéncia de intera¢des intersexuais, onde a evolugdo de um carater
reprodutivo no trato masculino dispara uma resposta evolutiva no trato feminino e vice-versa. A
competicdo espermatica e a interagdo entre as caracteristicas do esperma do macho com o ambiente
morfoldgico e fisiolégico do trato reprodutivo feminino podem gerar oportunidades para outros
aspectos da selecdo sexual pds-copulatéria, como escolha criptica da fémea e conflito sexual
(EVANNO e MADEC, 2007). Como o fluxo génico ¢ restrito entre populacdes, a coevolucao dos tratos
reprodutivos pode constituir uma fonte importante de incompatibilidade reprodutiva entre individuos
de diferentes populagdes. O resultado pode ser uma rapida divergéncia genética e eventual
especiacdo, particularmente em grandes populagdes.

De acordo com os autores EVANNO et al. (2005), o comportamento reprodutivo de Helix
aspersa Miiller, 1774 envolve varias caracteristicas, como multiplos acasalamentos, armazenamento
de longa duragdo de espermatozodide e comportamento de langamento de dardo, os quais podem
promover competicdo espermatica. A escolha criptica da fémea pode ocorrer através da
espermateca, subdividida em tabulos, os quais potencialmente permitem compartimentalizar o
armazenamento de espermatozoides de sucessivos acasalamentos.

Com essas informagdes podemos concluir que os potenciais mecanismos envolvidos na
selecdo sexual pos copulatoria de gastropodes terrestres incluiriam: comportamento de langamento

de dardo, habilidade na digestao do esperma e escolha criptica da fémea.
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Morfologia de gastropodes terrestres

Os gastrépodes pulmonados terrestres se caracterizam por serem hermafroditas simultaneos,
ou seja, possuem Orgaos reprodutivos masculinos e femininos funcionais ao mesmo tempo, e pela
alta complexidade de seu sistema reprodutor (DUNCAN, 1975). O conhecimento da biologia
reprodutiva dos gastropodes pulmonados é essencial no manejo de populagdes em risco de extingao,
no controle de espécies que atuam como pragas agricolas, no controle de helmintos parasitos que os
utilizam como hospedeiros intermedidrios e manutencdo de espécies comestiveis (BARKER, 2001;
GOMEZ, 2001). Dentre os principais aspectos abordados nos estudos de biologia reprodutiva, a
informagdo acerca da morfologia do sistema reprodutor (anatomia e histologia) e seus aspectos
funcionais se destacam, por fornecer importantes dados na distingao das diferentes linhagens dentro
do grupo e nos estudos de filogenia.

Ha algumas dificuldades na literatura com relacdo a terminologia da morfologia do trato
reprodutivo pulmonado, devido principalmente, a utilizagdo de palavras originalmente usadas para
vertebrados, diferentes por¢des da parte feminina nomeadas independentemente por diferentes
trabalhos e 6rgdos nomeados com base na sua fun¢do, sem ter sido esta comprovada (DUNCAN,
1975). Apesar disso, informacdes a cerca da morfologia do sistema reprodutor, t€ém levado a um
importante aumento em estudos de biosistematica, com o objetivo de entender a histéria evolutiva e
as relagoes das linhagens de gastropodes terrestres (BARKER, 2001).

Os moluscos pulmonados sdo hermafroditas e apresentam uma gonada Unica, o ovotestis,
responsavel pela produgdo de gametas masculino e feminino. De acordo com HOLM (1946), o
sistema reprodutivo hermafrodita é composto por 3 divisdes: a glandula hermafrodita e ducto, o
trato genital feminino e o trato genital masculino. O sistema reprodutor destes moluscos caracteriza-
se pela presenca de um gonoduto palial dentro da cavidade corporal; separacdo da glandula do
albumen da glandula da capsula, que possui sua propria abertura no gonoduto palial; presenca de
um longo duto na bolsa copulatoria, que mantém sua abertura na parte distal do gonoduto palial
ainda com seu saco retendo uma associagao com o pericardio e a presenca de um pénis, que se retrai
dentro da cavidade corporal quando o animal nao estd sexualmente ativo (MORTON, 1955 apud
FRETTER e PEAKE, 1975; GOMEZ, 2001).

Os gastropodes pulmonados exibem uma grande diversidade com respeito aos seus sistemas
reprodutivos, refletindo na sua filogenia. Todos possuem uma simples gonada localizada na massa
visceral, usualmente intrinseca a glandula digestiva, o ovotestis. O ovotestis se abre em um
gonoduto, o qual tem fungdes de conduzir os gametas através do poro genital, e no qual varia em
complexidade de um taxon ao outro (BARKER, 2001). Possuem um sistema reprodutor complexo,

cujas funcdes primarias sdo a produgdo de espermatozoides e 06citos; armazenamento € transporte
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de gametas maduros em um meio adequado; papéis estruturais e fisiolégicos nos processos de corte
e copula, transferéncia de esperma endogeno aos dutos reprodutivos do parceiro; recepcao de
esperma exdgeno; oferecer um sitio e microambiente proprios para a fertilizacdo do odcito, recobrir
os zigotos com camadas nutritivas e protetoras, reabsor¢ao de produtos reprodutivos remanescentes
e, finalmente, a ovipostura.

O sistema reprodutor dos moluscos pulmonados apresenta grande variagdo quanto a forma e
funcdo das estruturas que o compdem, especialmente no que diz respeito as estruturas masculinas
envolvidas no processo de copula. Entre os Stylommatophora, a morfologia do complexo peniano ¢
muitas vezes espécie-especifica e essa variacdo ¢ interpretada como uma forma de reforgo das
barreiras reprodutivas entre espécies (HEALY, 2001). A genitdlia terminal desses pulmonados
geralmente apresenta um conjunto elaborado de estruturas relacionadas a cdpula, assim como
estruturas para a produg¢do e recep¢do de espermatoforos e Orgdos estimuladores auxiliares
(BARKER, 2001). A morfologia do aparelho genital masculino integra o conjunto de critérios
utilizados na sistematica de veronicellideos (THOME, 1965, 1967, 1970a, b, 1971, 1972, 1975, 1976,
1981, 1983, 1984, 1986), planorbideos (LIMA et al., 1993; PARAENSE, 1975, 1981, 1984, 1987,
2003; PARAENSE e DESLANDES, 1955; PARAENSE et al., 1992; YONG et al., 2001), dentre outros
pulmonados (ARAUJO, 1982; ARAUJO e BESSA, 1993; ARAUJO et al., 1960; BAUR et al., 2000,
JURBERG, 1964, 1988; LANZIERI, 1965; LANZIERI ¢ REZENDE, 1965; REZENDE et al., 1962;
SALGADO et al., 1995).

A compreensdo dos eventos envolvidos na reprodugdo, desde a gametogénese até a liberagao
de ovos ou filhotes no meio externo, depende do estudo da morfologia macro (anatomia) e
microscopica (histologia) de cada componente do sistema reprodutor (FURTADO et al., 2004; JOOSE
e REITZ, 1969; MONTEIRO ¢ KAWANO, 1998; OSSELAER e TURSCH, 2000). O conhecimento da
morfologia dos 6rgdos, ductos e glandulas do sistema reprodutor permite elucidar o papel de cada
uma dessas estruturas (GOMEZ 2001; JOOSE e REITZ 1969), discriminar as variagdes funcionais entre
espécies (GOMEZz, 2001), compreender suas estratégias reprodutivas (MONTEIRO et al., 1984;
MONTEIRO e DIAS, 1989), subsidiar estudos de sistematica (BARKER, 2001), auxiliar na descri¢ao de
espécies (PARAENSE, 1984, 2002, 2003), e, em certos casos, diferenciar espécies de um mesmo
género (RODRIGUES € MARTINS, 2003).

O conhecimento gerado pelos estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor de
gastropodes pulmonados tem contribuido significativamente para a compreensdo da historia
evolutiva desse grupo. Fornecendo o conhecimento necessario para a resolucdo de questdes de
natureza pratica, como a correta identificacdo das espécies e o controle e manejo de populagdes. A

morfologia corrobora estudos comportamentais e ecoldgicos no aspecto da biologia reprodutiva e
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histéria de vida, como os processos envolvidos no acasalamento, digestdo e armazenamento de
gametas, selegdo copulatoria, entre outros aspectos. Os moluscos pulmonados possuem vdrias
vantagens em estudos de genética micro evolutiva, apresentam diversidade intra e
interpopulacional, possuem baixa mobilidade e sdo geralmente tolerantes as condi¢cdes de
laboratério. Essas vantagens levam a um amplo interesse nos pulmonados entre os estudiosos de
ecologia e genética de populacdes, e geram uma literatura extensa correspondente (CLARKE, 1975).

Além da importancia para a sistematica tradicional, os conhecimentos acumulados a respeito
da morfologia do sistema reprodutor dos gastropodes pulmonados tém contribuido muito para os
estudos em sistematica filogenética. Caracteristicas morfologicas, tais como a presenga de glandula
de albumen espacialmente separada, gonoduto palial localizado fora da cavidade palial e livre na
cavidade corporal, presen¢a de uma camara para fertilizacdo — receptaculo seminal, presenca de um
pénis retratil, gonodutos paliais masculino e feminino, fundidos ou separados, sdo utilizadas para a
reconstrucao das relagdes filogenéticas deste grupo (BARKER 2001).

De acordo com BARKER (2001), apesar de a monofilia de Pulmonata ser geralmente aceita,
as relacdes filogenéticas entre as varias radiagdes adaptativas reconhecidas como pertencentes a este
grupo ndo estdo bem resolvidas e como conseqii€éncia, a nomenclatura e a taxonomia deste grupo
ainda ndo estd bem estabelecida. Por este motivo, o desenvolvimento de esquemas de classificacao
baseados em relagdes evolutivas ¢ de grande interesse. Entretanto, € necessario um grande esfor¢o
para o conhecimento da morfologia das espécies, especialmente nos ambientes tropicais, uma vez
que as reconstrucdes filogenéticas mais consistentes apresentadas até o presente baseiam-se em
caracteres morfoldgicos (PONDER e LINDBERG, 1997).

A andlise histologica dos diferentes 6rgaos do sistema reprodutivo de gastropodes terrestres,
bem como a identificacdo e a procedéncia das secrecdes elaboradas, permitem entender a
funcionalidade e fisiologia de cada componente ¢ a sua integracdo na reproducdo desses animais
(DUNCAN, 1975; GOMEZ, 2001). A caracterizagdo das células e tecidos de funcdo estrutural e
secretora que compdem os Orgdos, assim como a formacdo dos gametas, elucida aspectos da
gametogénese; do processo copulatorio; local de fertilizagdo; transferéncia de espermatozodides;
recepcao do exoesperma; armazenamento de gametas e do desenvolvimento dos ovos (ARAUJO e
BREURE, 1977; ARAUJO et al., 1960; JURBERG, 1964; LANZIERI, 1964; PENA et al., 2005; REZENDE e
LANZIERI, 1963; REZENDE e LANZIERI, 1964; REZENDE et al., 1972; TEIXEIRA et al., 2006).

Em moluscos a conceituacdo de oviparidade e viviparidade ¢ controversa (DUTRA, 1988).
Essa classificacdo se baseia no local do desenvolvimento do embrido (dentro do duto reprodutivo ou
ndo), na origem dos nutrientes ¢ no meio de obté-lo pelo embrido (MACKIE, 1978). A maioria dos

gastropodes terrestres ¢ ovipara e liberam seus ovos contendo somente uma unica célula zigotica.
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Algumas espécies podem reter seus ovos dentro do duto reprodutivo, e quando estes sdo liberados
podem conter embrides em estado avangado de desenvolvimento, os casos extremos de retencao de
ovos em que os nutrientes utilizados provém somente do ovo sdo chamados de ovoviviparidade. Em
espécies em que os nutrientes sdo passados do organismo parental ao embrido, o termo viviparidade
¢ aplicado. Somente através da morfologia do trato reprodutivo, € possivel caracterizar a estratégia
reprodutiva adotada, corroborando as observacdes comportamentais registradas para espécies de
moluscos até o presente momento.

Virias descrigdes de espécies de moluscos sdo baseadas somente na morfologia da concha,
levando a identificagdes sem precisdo. Dados relevantes da morfologia do sistema reprodutor
podem fornecer ferramentas tuteis a serem utilizadas na identificacdo correta de espécies de dificil
descricdo, elucidando as possiveis duvidas. Sobretudo, dentre os varios aspectos abordados nos
estudos de moluscos, esses dados tem principal importancia, trazendo informagdes que auxiliam no
conhecimento da reproducdo e do comportamento desses animais (FURTADO et al., 2004). NAGGS
(1994) relata que, apesar de em muitos casos a caracterizagdo dos géneros de subulinideos com base
somente na concha ndo ser satisfatoria, o estudo do sistema reprodutor, pode promover o
reconhecimento dos géneros com base em caracteristicas conquiliologicas com mais confianga.
Esse mesmo autor afirma que ha grande dificuldade no estabelecimento das espécies desse grupo, ja
que a maioria tem sido descritos repetidamente como um novo taxa, provavelmente esse grupo
representa relativamente poucas espécies, mas nao tem sido rigorosamente estabelecido.

A maior parte das espécies do filo Mollusca possui concha. Historicamente, a morfologia da
concha foi utilizada para delimitagdo das espécies e definicdes de géneros dos moluscos terrestres
(KAMEDA et al., 2007). Como exemplo, por Martin Lister, Johanm Cheminitz, Jean G. Brugiiiére,
Linnaeus, O. F. Muller e outros naturalistas do século XVII ¢ XVIII, na tentativa de classificar este
grupo (WILKE et al., 2002), que possui diversos habitos, habitats, formas, colonizagdo, estratégias
de vida, adaptagdes, distribuicao geografica, dentre outras caracteristicas. Atualmente, o estudo da
morfologia/morfometria da concha se tornou uma das ferramentas necessarias na andlise da
variabilidade de populagdes de gastropodes com o objetivo de utilizagcdo para fins sistematicos,
bioldgicos e evolutivos. O conhecimento do polimorfismo da concha pode servir de subsidio como
ferramenta complementar nos estudos de variabilidade populacional. Sendo que juntamente com
métodos estruturais, como anatomia do sistema reprodutor e ferramentas moleculares, um maior
entendimento da radiacdo do grupo em estudo pode ser estabelecido, e ser verificado se a
variabilidade entre as populagdes se reflete a nivel interespecifico ou intraespecifico.

Segundo TRYON e PILSBRY (1906), as espécies do género Leptinaria Beck, 1839 sdo de

dificil e critica diagnose, por apresentarem grande variagdo da concha, com morfologias extremas
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que se unem por morfologias intermedidrias. Portanto, o estudo morfolégico e molecular de
espécies desse género, seria de fundamental importdncia na definigdo correta de espécies que
apresentam morfologias das conchas muito semelhantes (ARAUJO, 1982). Sobretudo do
polimorfismo da concha de espécimes desse género de diferentes populacdes, devido que em alguns
casos essa variabilidade apresenta-se sutilmente. Adicionalmente, o estabelecimento morfologico da
morfologia interna, se apresenta como importante ferramenta na diferenciagdo interespecifica. Com
o recente aumento do interesse de situacdes em que os moluscos tém sido importantes modelos
biolégicos em estudos evolutivos e ecoldgicos (KAMEDA et al., 2007), a identifica¢do correta das
espécies se torna de extrema importancia.

A palavra espécie significa “aquilo que se v€”, vem de uma raiz indo-européia, spek, de
onde também deriva, por exemplo, “retrospectiva”, olhar para tras. A forma ¢ a mais antiga fonte de
informacdo utilizada no reconhecimento dos organismos, em comparagdo, o reconhecimento a
partir do comportamento, fisiologia ou da biologia molecular, é recente. Ao longo do século XX,
houve vérias tentativas de formalizar a analise da forma, apenas a partir do final da década de 80,
com a disponibilidade de ferramentas computacionais poderosas, novos conceitos € a solucao de
problemas matemadticos, ingressaram-se uma nova era nas analises morfométricas (MONTEIRO e
REIS, 1999) A quantificagdo de fendmenos por meio de modelos matematicos e métodos estatisticos
¢ uma pratica estabelecida em diversos ramos da biologia (PERES-NETO et al., 1995; MONTEIRO ¢
REIs, 1999).

O tipo de ambiente pode influenciar na morfologia da concha. Em geral, moluscos que
habitam areas de florestas primarias pouco alteradas com maior umidade e menores temperaturas,
apresentam um maior crescimento da concha. Ja os que habitam areas de maior alteracdo antropica,
apresentam menor largura da abertura, isso pode estar relacionado & uma menor reten¢do de
umidade e temperaturas maiores apresentadas nessas areas, ja que a serrapilheira ¢ mais escassa
(SANTOS, 2007). O estudo da variabilidade da morfometria da concha pode resultar na constatagao
de diferentes padroes morfométricos. As relacdes morfométricas fornecem instrumentos que
permitem inferir sobre a forma e o padrdo de crescimento da concha, um exemplo ¢ a relagdo
altura/diametro que indica a forma da concha, se trocdide ou globdide. Esses padrdes podem
complementar estudos de autoecologia, estabelecendo relagdes entre a forma da concha e o tipo de
ambiente em que as espécies se encontram.

Estudos recentes anatomicos e moleculares tém encontrado que muitas das espécies
nominais geralmente ndo refletem linhagens evolutivas verdadeiras (KAMEDA et al., 2007). Em

alguns casos, populagdes regionais com morfologias das conchas peculiares s3o erroneamente vistas
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como espécies independentes, ou caso contrario representam variantes geograficas de espécies com
uma ampla distribuicdo (DAVISON et al., 2005).

O padrao de diferenciagdo morfologica pode refletir o estdgio de especiacdo alopatrica em
populacdes isoladas geograficamente (KAMEDA et al., 2007). Devido a baixa mobilidade das
populagdes de moluscos, ocorre um baixo fluxo genético entre as populacdes o que levaria a
microhabitats parcionados e potenciais adaptagdes morfologicas e de historia de vida relacionadas
idealmente as condicdes locais (PFENNINGER e POSADA, 2002). Como exemplo, os individuos
podem possuir 0 mesmo gendtipo para uma particular taxa de potencial crescimento, entretanto, se
o crescimento apenas ocorre quando existem condigdes ambientais ideais, resultando em diferentes
fendtipos diferentes de acordo com cada tipo de habitat (ANDERSON et al., 2007).

Recentemente, os avancos na habilidade de manipular o 4acido desoxirribonucléico (DNA)
com precisdo permitiram o desenvolvimento de técnicas que tem sido amplamente empregadas em
estudos sobre a sistematica de diversos organismos. O uso de métodos moleculares em associa¢ao
com os aspectos morfoldgicos tem se mostrado muito 1til na identificacao de espécies de diversos
grupos de moluscos terrestres. Dentre estes métodos, a clivagem de DNA em sitios especificos, por
meio de nucleases de restricdo, tem sido utilizada para a resolu¢do de problemas relacionados a
identificacdo de espécies e diferenciacdo de populagdes de gastropodes pulmonados. As nucleases
de restricao sao enzimas produzidas por diferentes bactérias e apresentam a fungdo de degradar o
DNA de virus que venham infecta-las. Estas enzimas podem ser purificadas e empregadas em
bioensaios para cortar a dupla hélice de DNA em sitios especificos, definidos por uma seqiiéncia
particular de nucleotideos. Dessa forma, uma longa molécula de DNA de fita dupla pode ser clivada
em fragmentos de tamanhos definidos. Cada nuclease reconhece uma seqiiéncia especifica de
quatro a oito nucleotideos e, portanto, diferentes nucleases de restri¢do apresentam especificidades
diferentes. Quando os sitios de restricio em regides alvo do DNA sdo espécie-especificos, ¢
possivel realizar a diferenciagdo molecular de espécies por meio da andlise de polimorfismo de
tamanho do fragmento de restrigao.

A amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida pela analise de
polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) de regides do DNA tem sido
utilizada com resultados positivos na distingdo de espécies de um mesmo género (SPATZ et al.,
1999; CALDEIRA et al., 2000; STOTHARD et al., 2000; JORDAENS et al., 2006). Esta técnica ¢ baseada
na amplificagdo de regides especificas do DNA gendmico ou mitocondrial, seguida pela clivagem
de fragmentos resultantes com enzimas de restri¢do. Alguns polimorfismos no DNA ocorrem nesses
sitios de clivagem dessas enzimas, dessa forma o tamanho e o nimero de fragmentos obtidos pela

digestdo podem diferir entre individuos, resultando em polimorfismo no tamanho dos fragmentos de
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restri¢ao, os quais podem ser utilizados como marcadores para a construgao de mapas genéticos
(FARALE, 1997).

Os polimorfismos em gastropodes terrestres envolvem coloragdo externa e padrdes de
pigmentacao, morfologia da concha, estruturas do sistema reprodutor, padrdes eletroforéticos de
proteinas, marcadores de DNA e cromossomos (BACKELJAU et al., 2001). A discriminag¢do entre
espécies de gastropodes terrestres através de caracteristicas morfologicas, nem sempre € suficiente
devido as similaridades morfoldgicas entre espécies (CHOH et al., 2006) e pelas variagdes
morfologicas existentes entre populacdes de uma mesma espécie (CALDEIRA et al., 2000). Nestes
casos, o uso de métodos moleculares em associagdo com os aspectos morfoldgicos tem se mostrado
muito util ajudando a esclarecer se diferentes populagdes pertencem ou ndo a uma mesma espécie
(RAAHAUGE e KRISTENSEN, 2000; CHOH et al., 2006), bem como separar espécies que sao
indistinguiveis, quando a identificagdo ¢ baseada somente na morfologia da concha (SPATZ et al.,
1999). Além disso, os estudos morfoldgicos podem ser corroborados por estudos moleculares, e
estes potencialmente fornecem caracteres para andlise filogenética (BARKER, 2001). Devido ao
desenvolvimento dos 6rgdos do sistema reprodutivo ser considerado intraespecifico, sazonal e
varidvel fisiologicamente em Stylommatophora, e de dificil identificacdo em individuos imaturos, a
identificacdo molecular pode ser aplicada na diferenciag¢do de linhagens dentro do grupo (JORDAENS
et al., 20006).

Os conhecimentos gerados pelos estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor e a
biologia molecular de gastropodes pulmonados terrestres tém contribuido significativamente para a
compreensdo da histéria evolutiva desse grupo de moluscos. Além de fornecer o conhecimento
necessario para a resolugdo de questdes de natureza pratica, como a correta identificacao das
espécies € o controle e manejo de populagdes. A reconstrucdo tridimensional, tanto no aspecto
anatdmico quanto ao histologico do sistema reprodutivo de gastropodes terrestres levam a uma
maior compreensdo dos eventos envolvidos na reprodugdo, esclarecendo aspectos ainda ndo
compreendidos. A morfologia corrobora estudos comportamentais e ecoldgicos no aspecto da
biologia reprodutiva e historia de vida, como os processos envolvidos no acasalamento, digestdo e
armazenamento de gametas, sele¢dao copulatdria, entre outros aspectos.

Espécies que apresentam uma alta variabilidade de polimorfismos na concha sao de dificil
identificacao, constituindo um complexo de espécies, como observados em ampularideos do género
Biomphalaria (CALDEIRA et al., 2000). Nesses casos, a distingdo das espécies por meio da
comparag¢do da morfologia ndo ¢ conclusiva e técnicas moleculares podem ser utilizadas como
ferramentas complementares. Estudos que envolvam tanto os dados morfologicos quanto as analises

moleculares permitem uma melhor compreensdo e interpretacdo da diversidade bioldgica dos
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espécimes em estudo. Um correto entendimento da identidade especifica em moluscos terrestres ¢
adquirido pela integragdo de varias investigagdes, incluindo a andlise da morfologia da concha,
conhecimento da morfologia interna e da variacdo genética de populacdes, baseado em uma ampla

amostra geografica de diferentes populagdes.
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ESTRATEGIA DE HISTORIA DE VIDA DE Leptinaria unilamellata (d*Orbigny, 1835)

(MOLLUSCA, PULMONATA, SUBULINIDAE)

INTRODUCAO

Os estudos relacionados as estratégias de historia de vida em moluscos terrestres sao
fundamentais para esclarecer como esses organismos alocam recursos energéticos ao longo do
tempo de vida, para a otimizagdo do sucesso reprodutivo (CICHON, 1999; NORTON ¢ BRONSON,
2005). Esses padrdes de alocagdo de energia entre o crescimento e a reproducao, estdo associados a
diferentes estratégias de historia de vida, selecionadas ao longo da evolugcdo (ANTKOWIAK e CHASE,
2003). No entanto, a maior parte dos estudos sobre longevidade em moluscos terrestres, e sua
relacdo com outros aspectos da histéria de vida, envolve espécies de regides temperadas (BAUR e
BAUR, 2000; HELLER, 2001; HOMMAY et al., 2001; OCANA, 2003). Poucos sdo os estudos realizados
em regides tropicais como o Brasil.

Leptinaria unilamellata (d"Orbigny, 1835) é um molusco terrestre que pode ser encontrado
no Brasil e Bolivia (SIMONE, 2006). No Brasil, populagdes dessa espécie ocorrem no Amazonas,
Para, Rondonia, Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo
(ArRAUJO, 1982). A facil manutencdo dessa espécie em laboratorio permite sua utilizagdo como
modelo biologico em estudos de biologia e morfologia (ALMEIDA e BESSA, 2001; ARAUJO, 1982;
BRANDOLINI ¢ GOMES, 2002; DUTRA, 1988). Entretanto, em todos os estudos prévios sobre L.
unilamellata, os padrdes de crescimento ¢ reprodugdo nido foram interpretados com o objetivo de
determinar sua histéria de vida. Em relacao a biologia dessa espécie, um aspecto que precisa ser
esclarecido ¢ a relagdo entre o organismo parental e os embrides. Por meio de observagdes
comportamentais, verifica-se que, ao final do processo reprodutivo, os adultos liberam filhotes no
ambiente externo. Entretanto, para esclarecer se os embrides se desenvolvem por ovoviviparidade
ou por viviparidade, ¢ necessaria a investigagao da morfologia do sistema reprodutor.

No presente trabalho, a estratégia de historia de vida de L. unilamellata foi caracterizada.
Foram determinados os padrdes de crescimento, reproducdo e longevidade dessa espécie, bem como
suas inter-relacdes. Além disso, foi elucidada a estratégia relacionada ao desenvolvimento dos

embrides, através de observacdes bioldgicas e do estudo da morfologia do utero gravido.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Manutencao dos moluscos

As criagcdes matrizes de moluscos foram estabelecidas com espécimes coletados no
municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais (21° 45’ 50" S, 43° 21’ 0" W) (678 metros de altitude em
relagdo ao nivel do mar). Sessenta individuos recém nascidos foram mantidos em caixas plasticas
transparentes (14 cm de didmetro, 9 cm de altura), com 30 individuos por caixa, em duas réplicas.
Os grupos experimentais foram submetidos ao mesmo tratamento. O fundo de cada caixa foi
recoberto com terra vegetal, que foi umedecida a intervalos de dois dias, com 10 ml de 4agua de
torneira. Os moluscos foram alimentados ad libitum com alimento comercial de aves suplementado
com carbonato de calcio (na propor¢do 3:1) (BESSA e ARAUJO, 1995). Os moluscos foram mantidos
sob temperatura ambiente e condi¢des naturais de luz e temperatura. Este estudo foi conduzido no
periodo de 17 de Setembro de 2004 a 17 de Agosto de 2007, por um total de 142 semanas.

Com o objetivo de verificar o nimero de eventos reprodutivos (presenca de filhotes no
terrario) e nimero de filhotes produzidos por individuo, ap6s o alcance da maturidade sexual, cada
molusco foi mantido individualmente em caixas plasticas transparentes (10 cm de didmetro, 6 cm

de altura), com as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

2.2.2 Crescimento, reproducio e sobrevivéncia

Para verificar as caracteristicas da historia de vida de L. unilamellata, foi verificado, para
os moluscos de cada réplica, a sobrevivéncia, o aumento médio no comprimento da concha e tempo
médio para o alcance da maturidade sexual. Apos o alcance da maturidade, foi verificado o numero
de filhotes produzidos, a longevidade e o crescimento de cada individuo. A partir desses dados,
foram calculadas a taxa de crescimento (aumento do comprimento da concha por dia) e a
fecundidade (ntmero total de filhotes produzidos pelo nimero total de eventos reprodutivos
realizados).

O comprimento da concha de cada individuo foi verificado, utilizando-se um paquimetro
com 0,1 mm de precisdo. Até a idade de 90 dias de vida, os comprimentos das conchas foram
medidos a intervalos de 15 dias. Apos essa idade, as medidas foram tomadas a intervalos de 30 dias.

A presenca de embrides no utero dos moluscos, visualizada através da transparéncia da

concha, indicou o alcance da maturidade sexual. Para o registro da mortalidade, o numero de
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eventos reprodutivos € o numero de jovens produzidos por individuo, os moluscos foram
observados semanalmente desde o alcance da maturidade até a morte do ultimo individuo.

Os dados referentes aos jovens, desde o inicio do experimento até o alcance da maturidade
sexual, representam os valores médios por réplica, enquanto os dados referentes aos adultos
representam os valores médios calculados a partir dos dados de cada individuo. Para verificar a
existéncia de diferencas no crescimento dos moluscos durante a fase jovem (antes do primeiro
evento reprodutivo) e a fase adulta do ciclo de vida, foi utilizado o teste t de Student. Para verificar
a existéncia de correlacdo entre o nimero de eventos reprodutivos e o numero de filhotes
produzidos; o nimero de eventos reprodutivos e taxa de crescimento; e entre o nimero de filhotes

produzidos e a taxa de crescimento, foi utilizado o coeficiente de correlacao de Pearson (p<0.05).

2.2.3 Histologia do ttero gravido

Para elucidar a estratégia apresentada pelos moluscos em relagdo ao desenvolvimento dos
embrides, foi investigada a morfologia do utero gravido. Para o estudo histoldgico, seis individuos
adultos foram fixados em Formalina de Carson Milloning (CARSON et al., 1973) e processados
seguindo as etapas da técnica histoldgica convencional. Os cortes de Sum foram corados por
hematoxilina e eosina e observados sob um microscopio de contraste de fase diferencial e
interferencial. As imagens dos cortes histologicos foram capturadas através de uma camera digital

acoplada ao microscépio e analisadas com o programa Image Pro Plus 5.0.

2.2.4 Anatomia do utero gravido e relacao entre tamanho e caracteristicas reprodutivas

Para o estudo anatdémico, 60 espécimes (30 individuos com a idade de 80 dias de vida e 30
individuos adultos com diferentes idades), foram fixados em alcool 70% e dissecados sob
microscopio estereoscopico. Para verificar a relagdo entre tamanho e caracteristicas reprodutivas,
foram utilizados 30 individuos adultos previamente utilizados no estudo anatomico. Foram medidos
o comprimento e a largura da concha, glandula de albumen e utero, utilizando um paquimetro com
0,1 cm de precisdo. Além disso, foram determinados o nimero de voltas da concha e o nimero de
embrides dentro do tutero. Para verificar a existéncia de correlacdo entre essas variaveis, foi

utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson (p<0.05).
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2.2.5 Analise do conteido de glicogénio e galactogénio em moluscos jovens, adultos e

senescentes

O contetido de glicogénio e galactogénio na massa cefalopodal, glandula digestiva e
glandula de albumen nos trés estagios do ciclo de vida de L. unilamellata, foi analisado utilizando-
se os tecidos de 18 moluscos jovens com 65 dias de vida, 24 moluscos adultos, com 145 dias e 9
individuos senescentes, com 1064 dias.

Os moluscos foram dissecados sob microscopio estereoscopico. A glandula digestiva, a
massa cefalopodal, e a glandula de albumen foram removidas e armazenadas a -20°C até o
processamento para a determinagdo de glicogénio e galactogénio. Os tecidos correspondentes a
cada 6rgdo foram reunidos em amostras distintas, identificadas, portanto, por 6rgdo e também por
estagio de vida. Durante todos os procedimentos, os tecidos foram mantidos resfriados para evitar a
deterioragdo dos carboidratos através da acdo enzimatica.

Os tecidos foram processados e os precipitados de glicogénio e galactogénio obtidos de
acordo com a metodologia proposta por PINHEIRO e GOMES (1994). Os precipitados foram
submetidos a hidrolise 4cida e subseqiiente quantificacdo espectofotométrica, através da técnica do
acido 3,5 dinitro salicilico (3,5 DNS) (SUMNER, 1924), com leitura de absorbancia a 535 nm. Os
valores finais foram calculados através da lei de Beer com pelo menos trés leituras coerentes, €

expressadas em mg de glicose/g de tecido ou mg de galactose/g de tecido (peso fresco).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Crescimento

O crescimento dos moluscos foi monitorado durante 1050 dias ap6s o nascimento (140
semanas) (Tabela 1). Entretanto, a longevidade total observada para o grupo foi de 1064 dias (142
semanas). Os moluscos continuaram a crescer apds o alcance da maturidade, que ocorreu entre 96 e

195 dias de vida (entre 12 e 25 semanas) (Figura 1).
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Tabela 1. Idade, nimero de moluscos, didmetro médio, coeficiente de variagdo, minimo e maximo

da concha durante 1050 dias da longevidade de Leptinaria unilamellata (medidas em milimetros).

Medigdo  Dias apés Idade Numero Diametro Coeficiente Diametro Diametro
0 (semanas) de médio da de variagdo minimo  maximo
nascimento moluscos concha (mm)

1° 1 0 60 2,0+0,2 10 % 1 2,5
2° 15 2 59 2,6 £0,5 19 % 2 4
3° 30 4 52 3,5+0,7 20 % 2 5,2
4° 45 6 51 47+1,0 21 % 2,8 7,1
5° 60 8 51 5713 23 % 2,7 8,8
6° 75 10 51 6,1+1,2 20 % 3 8,8
7° 90 12 51 69+1,2 17 % 3.3 9
8° 120 16 51 8,7+22 25% 3.4 12,9
9° 150 20 45 9,623 24 % 5,9 13,3
10° 180 24 40 11,0+ 1,9 17 % 6,9 13,9
11° 210 28 39 11,5+1,9 17 % 7,2 14,2
12° 240 32 38 12,1 £1,7 14 % 7.9 14,4
13° 270 36 35 12,9+ 1,6 12 % 9,1 15,8
14° 300 40 35 13+1,6 12 % 9,5 15,8
15° 330 44 34 13,6 £ 1,6 12 % 10,3 16
16° 360 48 34 144+1,5 10 % 11 16,6
17° 390 52 34 14,6 £ 1,5 10 % 11 17
18° 420 56 34 15+1,6 11 % 11 17,3
19° 450 60 32 153+1,5 10 % 12,2 17,6
20° 480 64 32 154+14 9% 12,5 17,4
21° 510 68 32 155+1,5 10 % 12,5 17,4
22° 540 72 29 15,7+ 1,4 9% 12,4 17,5
23° 570 76 29 15,7+ 1,4 9% 12,6 17,4
24° 600 80 29 15,8+ 1,4 9% 12,6 17,6
25° 630 84 28 16+1,2 8 % 13,3 17,8
26° 660 88 28 16+1,3 8 % 13,3 17,8
27° 690 92 26 16+1,3 8 % 13,3 17,8
28° 720 96 25 16+1,3 8 % 13,2 17,7
29° 750 100 22 16,3+ 1,5 9% 13,2 18,3
30° 780 104 21 16,8 1,6 10 % 13,5 20
31° 810 108 21 17+1,7 10 % 13,5 20,4
32° 840 112 19 17,2+1,8 10 % 13,7 20,5
33° 870 116 18 17,2+1,8 10 % 13,7 20,5
34° 900 120 18 17,2+1,8 10 % 13,7 20,5
35° 930 124 16 17,6 £ 1,5 9% 15 20,5
36° 960 128 16 17,6 £ 1,5 9% 15 20,6
37° 990 132 15 17,8+ 1,5 8 % 15,2 20,6
38° 1020 136 15 17,8+ 1,5 8 % 15,2 20,6

39° 1050 140 12 18,1+1,4 8 % 16,2 20,8
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Grafico 1. Tamanho médio do comprimento da concha de Leptinaria unilamellata durante seu tempo de vida. Colunas brancas representam valores

médios durante a fase jovem e as colunas pretas representam os valores médios durante a fase adulta.
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Houve diferenga significativa (p = 0,0343) entre o aumento médio do comprimento da
concha, tanto durante a fase jovem quanto durante a fase adulta, entre as duas réplicas. Entretanto, a
taxa de crescimento foi menos pronunciada nos adultos (0,24 mm/dia) do que nos jovens, 0,44
mm/dia. Um consideravel aumento na taxa de crescimento, 0,08 mm/dia, ocorreu entre 30 dias de
vida (4 semanas) e 45 dias de vida (6 semanas), durante a fase jovem. Entretanto, a taxa de
crescimento declinou progressivamente ao longo da fase adulta, principalmente apés 450 dias de
vida (60 semanas). O maior comprimento médio da concha, 18,1 mm e o maior comprimento
absoluto da concha, 20,8 mm, foram registrados aos 1050 dias de vida (140 semanas), durante a
fase senescente. O comprimento médio da concha dos moluscos recém-nascidos correspondeu a
22% do comprimento médio da concha dos adultos no momento do alcance da maturidade sexual.
O comprimento médio da concha quando os moluscos atingiram a maturidade sexual foi 8,8 mm
(6,3 - 13,6 mm) (Tabela 2). A taxa de crescimento média, durante a fase adulta, foi 0,009 mm/dia

(0,002 - 0,034 mm/dia).

2.3.2 Reproducgio

O total de 5880 filhotes foi produzido por 36 adultos, em 813 eventos reprodutivos. Os
moluscos realizaram entre 1 ¢ 49 eventos reprodutivos e produziram entre 5 ¢ 376 filhotes. Houve
uma correlagdo positiva (r = 0,8945) entre o nimero de filhotes e o nimero de eventos reprodutivos
por individuo ao longo do tempo de vida. Os moluscos realizaram, em média, 22,6 eventos
reprodutivos, produzindo 163,3 filhotes durante o tempo de vida. Foi observada fecundidade média

de 6,72 filhotes por molusco (entre 3,27 e 11,4 filhotes) (Tabela 2).
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Tabela 2. Tamanho e idade no alcance da maturidade, taxa de crescimento,
numero total de eventos reprodutivos, numero total de filhotes e

fecundidade de Leptinaria unilamellata.

Individuos Tamanho  Idade no Taxa de Numero  Numero Fecundidade
no alcance alcance da crescimento  total de total de  (nimero de
da maturidade eventos filhotes  filhotes/
maturidade  sexual reprodutivos evento
sexual reprodutivo)
1 8,2 96 0,034 21 145 5,8
2 8,3 96 0,010 16 168 10,5
3 8,4 96 0,012 32 351 11
4 7,7 96 0,014 21 186 8,86
5 7 96 0,012 19 140 7,37
6 8,4 96 0,010 32 292 9,13
7 8,1 96 0,019 9 52 5,78
8 8,7 96 0,009 32 262 8,19
9 7,9 96 0,020 5 17 3.4
10 8,7 96 0,009 33 376 11,4
11 11,5 195 0,005 40 264 6,6
12 12,5 195 0,003 21 127 6,05
13 13,6 195 0,005 34 258 7,59
14 10,8 195 0,006 10 59 5,9
15 10,6 195 0,006 36 280 7,78
16 10,6 195 0,008 21 177 8,42
17 10,5 195 0,009 1 5 5
18 6,6 96 0,004 10 75 7,5
19 7,9 96 0,005 23 178 7,74
20 7,7 96 0,003 22 168 7,64
21 6,3 96 0,005 49 325 6,63
22 9,3 96 0,007 26 177 6,81
23 7,8 96 0,008 37 325 8,78
24 8,2 96 0,003 5 18 3,6
25 7,4 96 0,007 25 153 6,12
26 7,2 96 0,002 5 17 3,4
27 8,4 130 0,007 27 180 6,67
28 7,7 130 0,004 1 6 6
29 11,2 130 0,003 8 34 425
30 9,6 130 0,007 31 233 7,52
31 9,8 130 0,015 30 159 53
32 8,3 130 0,005 12 61 5,08
33 9,5 130 0,009 30 98 3,27
34 8,1 195 0,009 32 197 6,16
35 8,5 195 0,010 25 91 3,64
36 6,9 195 0,011 32 226 7,06

Foi observada correlacdo negativa (r = -0,0093) entre a taxa de crescimento e 0o nimero
total de eventos reprodutivos realizados pelos individuos, durante a fase adulta. Por outro lado, foi
observada correlacao positiva (r = 0,0093) entre a taxa de crescimento € o numero total de filhotes

produzidos durante a vida adulta.
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2.3.3 Mortalidade

Nao foi observada mortalidade pronunciada na fase jovem e, portanto, 67% dos individuos
se tornaram sexualmente maduros. Logo apo6s o alcance da maturidade sexual, apenas 24% dos
individuos morreram. No decorrer da fase adulta, o nimero de individuos vivos decresceu
gradualmente (Figura 2). Em média, a fase jovem durou 180 dias (seis meses) (24 semanas) ¢ a fase
adulta 884 dias (dois anos e quatro meses) (118 semanas). A longevidade média observada foi de
558,05 dias (75 semanas) (entre 15 e 1064 dias), aproximadamente um ano e cinco meses. A
longevidade observada para o ultimo individuo a morrer foi de 1064 dias (142 semanas),

aproximadamente trés anos de vida.
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Grafico 2. Mortalidade de Leptinaria unilamellata durante o tempo total de vida. A linha vertical indica o comego da idade reprodutiva.
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2.3.4 Morfologia do tutero gravido

A primeira presenga de embrides no utero dos moluscos, visualizada através da
transparéncia da concha, indicou o alcance da maturidade sexual dos moluscos (Figura 3A). Foi
observada a presenca de células zigdticas no utero de alguns individuos com diferentes idades.
Todos os moluscos dissecados aos 80 dias de vida abrigavam embrides em diferentes fases de
desenvolvimento, desde células zigoticas até filhotes totalmente formados. Tais filhotes possuiam
conchas completamente desenvolvidas, cujas caracteristicas morfoldgicas, como a forma da
abertura e a presenca de lamela, sdo similares as conchas dos adultos (Figura 3B).

Nao foi verificada qualquer estrutura anatdmica que poderia indicar uma interagao entre os
embrides e o organismo parental. Os embrides apresentavam-se dispostos no utero em posi¢ao
semelhante a uma “linha de montagem” (Figura 3C), na qual os embrides em estagio mais avangado
de desenvolvimento se localizavam na regido proximal a abertura genital. Os embrides sio
envolvidos por uma fina membrana, que ¢ rompida antes do nascimento (Figura 3B). Nos terrarios,
foram encontrados apenas jovens recém nascidos, e quando foram encontrados “ovos” (Figura 3D),
estes eram células zigdticas, com uma massa gelatinosa ao redor, os quais nunca completavam seu
desenvolvimento, sendo, portanto inviaveis. Estes resultados indicam que essa espécie deve ser

classificada como ovovivipara.
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Fotografia 1. Caracteristicas reprodutivas em Leptinaria unilamellata. A. Presenga dos embrides no
utero, visiveis através da transparéncia da concha (*). B. Embrido apresentando concha
completamente desenvolvida, as setas indicam a lamela, note a fina membrana (m) que envolve o
embrido. C. Embrides em diferentes estagios de desenvolvimento; (1e) embrides no estagio inicial
de desenvolvimento; (2e-4e) embrides em um estagio mais avangado de desenvolvimento. D. Ovos

nao viaveis (células zigoticas com uma massa gelatinosa ao redor). Escala da barra = Imm.

O utero de L. unilamellata ¢ um o6rgao tubular flexivel que pode ser expandido para
acomodar um maior niumero de embrides (Figura 4). A parede do utero ndo ¢ muscular, sendo
formada por um epitélio simples, sobre uma membrana basal, formada por uma fina camada de

tecido conjuntivo (Figura 5A). O epitélio do tutero possui dois tipos celulares, apresentando,
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portanto dupla funcdo. Na parede ventral, o epitélio possui células ctbicas ciliadas, e por células
glandulares esparsas (Figura 5SB). Na parede dorsal do utero, o epitélio ¢ formado apenas por células

pavimentosas (Figura SA).

Desenho 1. Sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata. O ttero ¢é flexivel e seu tamanho pode
ser expandido para acomodar mais embrides. a: atrio genital; cp: complexo peniano; dd: ducto
deferente; o: oviduto; v: vagina; dbc: ducto da bolsa copuladora; bc: bolsa copuladora; pr: prostata;
e: embrido; u: utero; ga: glandula de albumen; dh: ducto hermafrodita; ce: complexo da

espermateca; c: carrefour. Barra de escala: 500 pm.
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Fotografia 2. Morfologia do ttero gravido de Leptinaria unilamellata. A. Parede do ttero ndo

muscular, formado por um epitélio cubico (seta) que se localiza na membrana basal, a qual ¢
uma fina camada de tecido conjuntivo. Embrides (*) em diferentes estdgios de
desenvolvimento sdo vistos no limen do utero (u). Epitélio pavimentoso (cabeca da seta)
limitante na regido dorsal do utero. B. Detalhe da regido ventral do utero apresentando um
epitélio ctibico com células cubicas ciliadas (seta), e por células glandulares esparsas. Barra

de Escala = 50 um.

2.3.5 Relacio entre tamanho e caracteristicas reprodutivas

Foi observada correlagdo positiva entre os seguintes parametros: nimero de embrides
contidos no utero e tamanho da concha (r = 0,8439; p<0,0001); nimero de embrides ¢ numero de
voltas da concha (r = 0,7288; p< 0,0001); nimero de embrides e tamanho do utero (r = 0,834;
p<0,0001). Além disso, houve correlagdo positiva entre o tamanho da concha e o tamanho do tutero
(r = 0,7714; p<0,0001). Como esperado houve uma forte correlagdo positiva entre o tamanho ¢ o
numero de voltas da concha (r = 0,8059; p<0,001). Também foi encontrada uma relagdo positiva

entre o tamanho da glandula de albumen e o tamanho da concha (r = 0,583; p=0,007).

2.3.6 Variacao no conteudo de glicogénio e galactogénio nos trés estagios do ciclo de vida

O conteudo de glicogénio encontrado na glandula digestiva dos moluscos jovens foi 14,25
mg de glicose/g de tecido; 8,89 mg de glicose/g de tecido nos adultos e 1,13 mg de glicose/g de
tecido nos individuos senescentes. O conteudo de glicogénio na massa cefalopodal foi 3,80 mg de
glicose/g de tecido nos jovens, 2,97 mg de glicose/g de tecido nos adultos e 4,26 mg de glicose/g de

tecido nos individuos senescentes. O conteudo total de glicogénio, encontrado nos tecidos da
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glandula digestiva e massa cefalopodal foi 18,06 mg de glicose/g de tecido nos jovens, 11,86 mg de
glicose/g de tecido nos adultos e 5,39 mg de glicose/g de tecido nos individuos senescentes. O
contetido de galactogénio na glandula de albumen foi 6,96 mg de galactose/g de tecido nos jovens,
148 mg de galactose/g de tecido nos adultos e 4,72 mg de galactose/g de tecido nos individuos
senescentes (Figura 6).

Nao houve a formacao de spots intermediarios, nao tendo sido detectada a presenca de

outros agucares redutores que pudessem interferir com a dosagem efetuada.
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Grafico 3. Conteudos de glicogénio (glandula digestiva + massa cefalopodal) e galactogénio
(glandula de albumen), expressos em mg de glicose/g de tecido, peso fresco e mg de galactose/g de
tecido, peso fresco, respectivamente, de Leptinaria unilamellata nos estagios do ciclo de vida de

jovem, adulto e senescente. = desvio padrao.

2.4 DISCUSSAO

Os padroes de alocacdo de energia para a reproducdo e crescimento em moluscos terrestres
estdo associados a diferentes estratégias de historia de vida (ANTKOWIAK e CHASE, 2003). Ha dois
tipos de alocagao de recursos energéticos durante o tempo de vida. No padrao mais comum, apos o
nascimento, toda a energia excedente ¢ direcionada ao crescimento até que o individuo atinja a
maturidade sexual. Ap6s a maturidade, o crescimento pode ser interrompido e todo o excesso de

energia ¢ direcionado a reproducdo, o que caracteriza o crescimento determinado. O segundo
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padrao, denominado crescimento indeterminado, ¢ caracterizado pelo crescimento continuado apos
a maturidade e at¢ a o fim da vida do individuo (CICHON, 1999).

Os resultados do presente estudo demonstram que L. unilamellata possui crescimento
indeterminado, continuando a crescer apds o alcance da maturidade sexual. Isso implica que, na
fase adulta, os recursos energéticos sao alocados ndo apenas ao esfor¢o reprodutivo, mas também ao
crescimento e a sobrevivéncia, como confirmado pelo contetido de glicogénio um pouco maior nos
jovens do que nos adultos. Entretanto, o crescimento durante a fase adulta foi menos pronunciado
do que na fase jovem. Esse resultado indica a existéncia de antagonismo entre a reproducdo e o
crescimento, confirmado pela correlacdo negativa entre a taxa de crescimento e o numero total de
eventos reprodutivos durante a fase adulta. A maior quantidade de galactogénio encontrada na
glandula de albimen dos adultos, quando comparada aos individuos jovens e senescentes, bem
como a proporcao entre glicogénio e galactogénio indicam que a energia estd sendo alocada para a
reproducdo, em detrimento do crescimento. Dessa forma, nos adultos, grande parte da energia
obtida através da alimentagdo ¢ convertida em galactogénio, um substrato energético que nao esta
disponivel para outras atividades biologicas além da reproducdo, especialmente a formagdo dos
ovos. A propor¢ao entre o conteido de glicogénio e galactogénio nas fases adulta e senescente do
ciclo de vida, ilustra como a energia ¢ alocada ao longo do tempo de vida de L. unilamellata (Figura
6).

Durante a fase jovem, a energia ¢ armazenada tanto como galactogénio, que na fase adulta
¢ direcionado para a reprodugdo, quanto na forma de glicogénio, que ¢ direcionado para a
sobrevivéncia, ap6s o grande investimento energético que a reproducdo demanda. Isso foi
confirmado pela baixa mortalidade observada logo apos o inicio da atividade reprodutiva. O
crescimento indeterminado também foi observado nas espécies de moluscos terrestres, Subulina
octona (Brugiiiére, 1789) (Subulinidae) por D'AVILA e BESSA (2005) e Bulimulus tenuissimus
(d"Orbigny, 1835) (Bulimulidae) por SILVA et al. (2008). Por outro lado, CARVALHO et al. (2008)
observaram que o molusco terrestre Bradybaena similaris Férrusac (1821) (Bradybaenidae),
apresenta crescimento determinado e curto tempo de vida associado a um alto investimento
energético, em poucos eventos reprodutivos € um grande nimero de ovos em cada evento.

Quando o esfor¢o reprodutivo, logo apds o alcance da maturidade sexual, ndo ¢ alto, a
energia remanescente ¢ suficiente para atender outras demandas, como o crescimento € a
manuten¢do da homeostase. Dessa forma, o molusco ¢ capaz de sobreviver por um longo periodo,

crescendo e acumulando reservas energéticas. A energia acumulada como massa corporal, durante
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sua vida, ¢ distribuida em varios eventos reprodutivos, com poucos filhotes produzidos em cada

evento (Figura 7).
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Desenho 2. Historia de vida de Leptinaria unilamellata caracterizada por um longo tempo de vida,
curta fase jovem em fun¢do do répido alcance da maturidade sexual, com numerosos eventos
reprodutivos ao longo da vida e pequeno esfor¢o reprodutivo em cada evento. Essas caracteristicas
estao associadas a espécies K-estrategistas. A ilustracdo ¢ uma escala proporcional de caracteristicas
de historia de vida observadas durante o periodo de experimento. Barra de escala (= 2cm) ¢

referente a 112 dias do tempo de vida.

O crescimento continuado, associado a distribuicdo do esfor¢o reprodutivo em muitos
eventos durante a vida, representa uma estratégia que aumenta o sucesso reprodutivo. A distribuicao
do esfor¢o reprodutivo compensa, em longo prazo, as desvantagens causadas pelo antagonismo
entre o crescimento e reprodugdo no evento reprodutivo atual. Mais tarde na vida, os moluscos sdo
maiores ¢ podem produzir um numero maior de filhotes. Isso foi confirmado pela correlagao
positiva encontrada entre a taxa de crescimento na fase adulta e o nimero total de filhotes
produzidos durante a vida e também pela correlag@o positiva entre o numero de embrides contidos
no utero e o tamanho da concha, entre o nimero de embrides € o numero de voltas da concha e
entre o tamanho da glandula de albimen e o tamanho da concha. SILVA et al. (2008), em um estudo

da historia de vida de B. tenuissimus verificaram que essa espécie apresenta tempo de vida longo e
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retarda a producao de ovos até atingir tamanho favoravel. Segundo esses autores, os moluscos com
maior tamanho ganham em sucesso reprodutivo pela producao de um nimero maior de filhotes.

No presente estudo, foi observado que o niimero de individuos reprodutivamente ativos e o
nimero total de individuos vivos diminuiam a cada evento reprodutivo. De acordo com ZERA e
HARSHMAN (2001) a mortalidade se torna sensivel em relacdo a idade devido aos aspectos
dindmicos na alocacdo de energia. Inicialmente, na fase adulta, hd um investimento na produgao de
filhotes e manutencdo da homeostase e durante fase senescente, hd uma diminui¢ao na reproducao,
taxa de crescimento, atividade e um aumento na mortalidade. Nessa fase, a energia remanescente ¢
direcionada a manuten¢do da homeostase. Esse padrido foi confirmado pelo baixo contetido de
glicogénio e galactogénio observado na fase senescente, quando comparada as fases jovem e adulta.

Diversos autores, realizando estudos sobre a biologia e o comportamento reprodutivo de
moluscos terrestres, verificam como os padrdes de historia de vida estdo associados a alocagdo de
energia (ANTKOWIAK ¢ CHASE, 2003; CARVALHO et al., 2008; EVANNO et al., 2005; HAASE e
KARLSSON, 2004; RAUT e PANIGRAHI, 1988; REISE, 1995). A energia disponivel para os diferentes
processos bioldgicos ¢ limitada e, portanto, pode ocorrer antagonismo entre diferentes aspectos da
historia de vida (KREBS, 1994; ZERA ¢ HARSHMAN, 2001). Uma reducdo no tempo do alcance da
maturidade sexual pode estar associada com o esfor¢o reprodutivo distribuido em varios eventos
reprodutivos ao longo da vida, como observado no presente estudo.

Em estudos sobre espécies com longo tempo de vida, € possivel examinar a contribui¢ao
das diferentes fases do ciclo de vida para o sucesso reprodutivo e sobrevivéncia (BROWN, 1988).
Leptinaria unilamellata apresenta um longo tempo de vida, atingindo a maturidade cedo na vida. Os
moluscos recém nascidos sdo grandes, a fase jovem ¢é curta e a alta sobrevivéncia dos filhotes
permite que a maior parte dos individuos atinja a maturidade sexual. Os adultos apresentam longo
tempo de vida, baixa mortalidade e crescimento continuado. A reprodugdo ¢ caracterizada pela
realizacdo de numerosos eventos reprodutivos, com pequeno investimento no nimero de filhotes
por evento e baixa mortalidade dos adultos apos o primeiro evento reprodutivo. A reproducdo nao ¢
limitada a uma estacdo reprodutiva, mas ¢ continua através de todo o periodo do ano. Pode-se
concluir, com base nessas caracteristicas, que L. unilamellata é uma espécie K-estrategista (Figura
7).

Nao ha consenso entre os diferentes autores sobre a conceituagdo de oviparidade e
viviparidade em moluscos (DUTRA, 1988; TOMPA, 1979). No presente estudo, foram consideradas
as proposicdes de MACKIE (1978) e TOMPA (1979), que consideram o local do desenvolvimento do

embrido e a maneira pela qual o embrido se nutre. A maior parte dos gastropodes € ovipara e os
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ovos sao liberados nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario. Nas espécies em que ha uma
ligacdo morfologica e fisioldogica entre o organismo parental e o embrido, o conceito de
viviparidade ¢ aplicado. Algumas espécies podem reter ovos dentro do trato reprodutivo e, quando
liberados, esses ovos podem conter embrides em estdgio avangado de desenvolvimento. Os casos
extremos de retencdo de ovos, nos quais os nutrientes utilizados pelo embrido sdo provenientes
apenas do ovo, sdo chamados de ovoviviparidade. No tutero de espécies ovoviviparas, podem ser
encontrados filhotes em diferentes fases de desenvolvimento, sem qualquer ligagdo fisioldgica com
o organismo parental. Em L. unilamellata, o molusco parental retém jovens no utero que
apresentam tamanho relativamente grande, em comparagdo ao tamanho corporal do adulto. Isso
limita a produ¢do de um grande numero de filhotes, restringindo o investimento reprodutivo a um
pequeno numero de filhotes, os quais, entretanto, exibem uma alta taxa de sobrevivéncia.

Um ovo internamente fertilizado pode ser provido com vitelo nutritivo, bem como com
coberturas protetoras que asseguram maior protecdo ao filhote (EGONMWAN, 2007). Entre os
moluscos, 0 ovo com casca calcificada oferece protegdo mecanica ao embrido no ambiente externo.
Apds o nascimento, a casca do ovo representa a primeira fonte alimentar de célcio para o filhote
(Tompa, 1979). No molusco terrestre ovoviviparo Balea perversa, os filhotes eclodem dentro do
utero do individuo parental e a casca do ovo ¢ reabsorvida ou consumida pelo filhote (BAUR e
BAUR, 2000). Em L. unilamellata a produg¢do de ovos ndo calcificados provavelmente esta
associada com a reten¢do de ovos. Esse padrio de desenvolvimento dos embrides permite a
economia de micronutrientes pelo molusco, durante a formagdo dos filhotes. Além disso, os
embrides desenvolvem-se dentro do organismo parental, onde sdo protegidos contra injarias
mecanicas e dessecagdo. A liberacdo de jovens, ao invés de ovos, permite que os filhotes resistam
ao stress ambiental e sobrevivam até a fase reprodutiva. As caracteristicas morfoldgicas das conchas
dos jovens recém nascidos, como a forma da abertura da concha e a presenga de lamela, sdo
similares a concha dos adultos. Essa semelhanga também foi observada por TRYON e PILSBRY
(1906) e DUNCAN, 1975.

No presente estudo, foi encontrada uma relagdo entre as caracteristicas de histéria de vida
de L. unilamellata devido a alocagado diferencial de energia. A distribui¢do do esforgo reprodutivo
em muitos eventos, nos quais um pequeno numero de filhotes de tamanho relativamente grande sao
produzidos, associada a retencao de ovos, caracteriza um investimento em longo prazo no sucesso

reprodutivo.
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MORFOLOGIA MACRO E MICROSCOPICA DO SISTEMA REPRODUTOR DE Leptinaria unilamellata

(d’orbigny, 1835) (MOLLUSCA, PULMONATA, SUBULINIDAE)

INTRODUCAO

A complexidade da morfologia do sistema reprodutor de gastropodes terrestres ¢ reflexo de
processos biologicos elaborados, como o hermafroditismo, selecdo sexual, competi¢do espermatica,
dentre outros (GOMEZz, 2001). Essas caracteristicas propiciam a esses animais a capacidade de
produzir ambos os gametas masculino e feminino, realizar a autofertiliza¢do e fecundagdo cruzada,
possuir locais especificos para armazenamento e reabsor¢ao de auto- e alo-espermatozodides e a
provisdo de nutrientes para o embrido.

A analise histologica dos diferentes 6rgdos do sistema reprodutor, bem como a identificacdo
e a proveniéncia das secrecdes elaboradas, permitem entender a funcionalidade e fisiologia de cada
componente € a sua integragdo na reproducao desses animais (DUNCAN, 1975; GOMEz, 2001). A
caracterizagdo das células e tecidos de fun¢do estrutural e secretora que compdem os 0rgaos, assim
como a formagdo dos gametas, permite elucidar aspectos da gametogénese, processo copulatdrio,
local de fertilizagdo, transferéncia de espermatozoides, recepgdo do exoesperma, armazenamento de
gametas e desenvolvimento dos ovos (ARAUJO e BREURE, 1977; ARAUJO et al., 1960; JURBERG,
1964; LANZIERI, 1964; REZENDE e LANZIERI, 1963; REZENDE e LANZIERI, 1964; REZENDE et al.,
1972; PENA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 20006).

Leptinaria unilamellata (d'Orbigny, 1835) ¢ um molusco pulmonado terrestre que pode ser
encontrado no Brasil e Bolivia (SIMONE, 2006). No Brasil, populagdes dessa espécie sao
distribuidas no Amazonas, Para, Rondonia, Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e S@o Paulo (ARAUJO, 1982). As espécies do gé€nero Leptinaria geralmente foram descritas
baseadas principalmente na morfologia da concha e local de ocorréncia (TRYON e PILSBRY, 1906).
Alguns estudos sobre esta espécie foram realizados envolvendo biologia e morfoanatomia (ARAUJO,
1982; ALMEIDA ¢ BESSA, 2001; BRANDOLINI & GOMES, 2002; DUTRA, 1988). Entretanto, em todos
os estudos prévios sobre L. unilamellata, os aspectos da morfologia microscopica do sistema
reprodutor, bem como seus aspectos funcionais nao foram elucidados.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a morfoanatomia e a histologia do sistema

reprodutor de L. unilamellata.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtenc¢ao e manutencao dos moluscos

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia de Moluscos € Helmintos - Programa
de Pos-graduacao em Comportamento e Biologia Animal, da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Foram estabelecidas criagdes matrizes com os moluscos coletados nas seguintes localidades:
municipio de Juiz de Fora, MG (21°44°29.65”S 43°21°19.65”0); municipio de Cruzilia, MG
(21° 50" 20" S, 44° 48' 28"W); municipio de Barra Mansa, RJ (22°31°59.14”S 44°9°54.2170) e
Floriano (22°31°59.14°S44°9°54.20”0), distrito do municipio de Barra Mansa. Os individuos recém
nascidos foram mantidos separados por localidade em caixas plasticas transparentes (14 cm de
diametro e 9 cm de altura), fechados com tecido de algodao escaline e elastico para escritorio, tendo
como substrato trés centimetros de terra vegetal, umedecida a intervalos de dois dias, com 10 ml de
agua de torneira (despejada sobre o substrato), e alimentados ad libitum com alimento comercial de
aves enriquecida com carbonato de célcio (na proporcao de 3:1) (BESSA e ARAUJO, 1995 a,b). Os
individuos foram mantidos em condi¢des naturais de luz e temperatura, com aproximadamente 35

individuos por caixa.

3.2.2 Procedimentos para o estudo anatdomico

Das criagdes-matrizes das localidades anteriormente citadas, 30 moluscos de cada localidade
com a idade de 80 dias, foram utilizados para o estudo da morfologia do sistema reprodutor. Os
moluscos vivos foram colocados em pequenos vidros hermeticamente fechados contendo por
completo solucdo salina fisioldgica, colocados a 20 C° por aproximadamente 24 horas ou até que
fosse verificada a morte dos animais. Apds esse processo a concha foi retirada, quebrando-se
fragmento de concha ao redor das suturas e o corpo do molusco separado e conservado em alcool
70%. Os individuos foram dissecados sob microscopio esteroscopico, utilizando pingas e tesoura
microcirurgicas, para que os 6rgaos do sistema reprodutor fossem evidenciados, sendo também
conservados em alcool 70%.

O padrao geral da morfologia do sistema reprodutor de L. unilamellata foi caracterizado e
desenhado sob microscopio estereoscopico Olympus equipado com camara clara. Fotografias do
sistema reprodutor foram realizadas utilizando-se méaquina digital da marca Sony modelo cybershot

8.1 DSC-H3.
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3.2.3 Procedimentos para o estudo histologico

Para a caracterizagdo histologica do sistema reprodutor de L. unilamellata, foram utilizados
moluscos sexualmente maduros. O alcance da maturidade sexual por esses moluscos foi confirmado
pela presenca de filhotes no ttero, visivel pela transparéncia da concha. Dois individuos adultos de
cada localidade foram mortos e retirados da concha, como descrito anteriormente, ¢ fixados em
Formalina de Carson Milloning por, no minimo, 24 horas (CARSON et al., 1973). O material
destinado ao estudo histologico foi obtido seguindo-se protocolo proposto por FURTADO et al.
(2004), para as etapas da técnica histoldgica convencional. O material fixado foi desidratado em
concentragdes crescentes de alcool etilico, iniciada com alcool a 70% e finalizada com alcool
absoluto, em seis séries de duas horas, perfazendo o total de 12 horas. Em seguida, foi realizada a
diafanizacdo em xilol por trés horas e a impregnagdo pela parafina fundida em estufa a 60°C, em
dois banhos de duas horas. Para a obtencdo de um bloco regular de parafina, o material foi imerso
em um molde retangular contendo parafina fundida, sendo os individuos dispostos de forma a obter
cortes longitudinais e transversais. Os blocos com os tecidos incluidos foram seccionados em
micrétomo, obtendo-se cortes seriados de 5 pum, os quais foram estirados em agua quente e
colocados em laminas limpas. Previamente a coloragdo, as laminas com os cortes foram deixadas
por 2” em xilol, para a remocao da parafina. A bateria de coloracdo compreendeu as seguintes
etapas: hidratagdo em alcool 100%, alcool 96% e alcool 70%, por 30” em cada concentracao;
coloracdo por hematoxilina por 1°30”; lavagem em agua de torneira corrente por 2’; hidratagdo em
alcool 50% por 15°; contra-coloragdo com eosina por 30” e desidratacdo, em dois banhos de alcool
96% e alcool 100%, por 10” em cada concentracdo. Apds a coloragdo, as laminas foram lavadas
rapidamente em xilol, por menos de 1’ e montadas em meio de montagem para técnicas histologicas
Erv-Mount da marca EasyPath.

Os cortes foram corados por hematoxilina e eosina e observados sob um microscépio de
contraste de fase diferencial e interferencial. Foram caracterizadas as cé€lulas, quanto a forma e
funcdo e os tecidos, quanto a estrutura e funcdo. As imagens dos cortes histologicos foram
capturadas através de uma camera digital acoplada ao microscopio e analisadas com o programa

Image Pro Plus 5.0.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Morfoanatomia do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata

Leptinaria unilamellata ¢ um molusco terrestre hermafrodita, sendo esta uma sinapomorfia
para o grupo Pulmonata. A seguir, serd apresentada a descricdo do sistema reprodutor
considerando-se o ovotestis como o extremo da regido distal e a regido proximal como a mais
préxima do poro genital (vide Figura 4, capitulo 1). O sistema reprodutor consiste de uma glandula
hermafrodita, denominada ovotestis, que ¢ formado por um numero relativamente pequeno de
grupos foliculares de coloragdo pardacenta, embebido na glandula digestiva. Os canais dos
diferentes grupos foliculares se reinem em ducto coletor Gnico de fina espessura, chamado de ducto
coletor do ovotestis, que se continua no ducto hermafrodita. O ducto hermafrodita conduz os
gametas do ovotestis até o complexo da espermateca (Figura 1A). Este complexo possui uma forma
sinuosa, formando tubulos de paredes colabadas e compreende duas partes, a espermateca, com seus
varios tubulos de fundo cego, e posteriormente o saco de fertilizagdo ou receptaculo seminal. O
receptaculo seminal compreende a regido mais alargada e arredondada, onde a fertilizagdo ocorre,
localizada na porcdo final do complexo da espermateca. Do complexo da espermateca origina-se
um fino ducto, o espermoviduto, que segue em direcdo ao carrefour, que ¢ a regido de encontro
entre o espermoviduto e o ducto da glandula de albimen, que conduz as secrecdes envolvidas na
formagao do ovo (Figura 1B). A glandula de albumen ¢ ampla, com formato curvado e arqueado
nas suas duas extremidades finais delgadas, acompanhando a maior volta da concha e possui
numerosos foliculos arredondados. A glandula de albumen pode apresentar coloragdo
esbranquicada a amarelada (Figura 1B). A glandula prostatica, localizada logo acima do oviduto
livre, ¢ formada por foliculos alongados de coloragao esbranquicada (Figura 1C).

Posteriormente, o espermoviduto da origem ao utero ¢ ao espermoduto, que nao ¢ um ducto
fechado, mas um sulco ciliado localizado no assoalho do utero. Na regido da prostata, o
espermoduto penetra essa glandula para receber os fluidos prostiticos e emerge como o ducto
deferente.

O ttero é um 6rgdo tubular com parede fina, semitransparente, expansivel, que pode conter
embrides no seu interior, em estagio avancado ou de uma simples célula zigotica. O utero se
continua no oviduto livre, de menor calibre e parede espessa, flexivel e muscular.
Aproximadamente no final do primeiro ter¢o proximal do oviduto, origina-se o ducto da bolsa

copuladora o qual é ascendente, acompanhando lateralmente o oviduto livre, permitindo a bolsa
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copuladora localizar-se em um sitio entre o oviduto e a glandula da prostata, na por¢ao concava da
parede do tutero. O ducto da bolsa copuladora ¢ aproximadamente trés vezes maior em comprimento
do que o da bolsa copuladora. O comprimento da bolsa copuladora somado ao comprimento do
ducto corresponde aproximadamente ao comprimento do oviduto (Figura 1D).

O vaso deferente emerge da prostata e percorre lateralmente o oviduto. Nessa regido, o vaso
deferente apresenta fino calibre, entretanto, quando se aproxima do complexo peniano, torna-se
fortemente sinuoso e seu calibre aumenta. O ducto deferente posiciona-se paralelamente a parte
proximal do complexo peniano e nessa regido, ha uma espessa camada de tecido conjuntivo
envolvendo tanto o ducto deferente quanto os demais 6rgaos do complexo. Na altura da transi¢ao
falo-epifalo, o ducto deferente penetra no interior da bainha do pénis, percorre lateralmente os dois
orgdos e se insere na porc¢ao subterminal do epifalo (Figura 1E). O ceco formado posteriormente ao
epifalo ¢ denominado flagelo e compreende um 6rgdo tubular de fino calibre, longo, transparente e
glandular. O falo apresenta uma parede muscular desenvolvida, ¢ anterior a bainha do pénis e se
localiza no primeiro ter¢o proximal do oviduto. A bainha do pénis caracteriza-se por ser ampla e
recobrir quase todo o complexo peniano exceto o falo. Todo o complexo peniano ¢ alongado, e
apresenta maior comprimento do que o oviduto. A origem do complexo peniano € oposta a origem
do ducto da bolsa copuladora. O musculo retrator peniano tem origem no musculo columelar, ¢ bem
desenvolvido e se insere na porgao distal do flagelo (Figura 1E). A regido do oviduto entre a origem
do ducto da bolsa copuladora e o inicio da parte proximal do complexo peniano corresponde a
vagina (Figura 1F). Logo abaixo da vagina, em uma regido mais alargada do oviduto localiza-se o
atrio genital, que se comunica ao meio externo através do poro genital. Por ser uma regidao de
comunica¢do com o externo, comum aos tratos feminino e masculino, o atrio genital possibilita a
exteriorizagdo do complexo peniano durante a copula e apresenta a fungdo de receber o alosperma,
que ¢ encaminhado para a por¢do feminina do sistema reprodutor e de liberar os filhotes (Figura

IF).
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Fotografia 3. Sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata. A. Complexo da espermateca com
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formato sinuoso; B. Do complexo da espermateca origina-se o espermoviduto (cabeca da seta), que
segue em direcdo ao carrefour, que ¢ a regido de encontro entre o espermoviduto e o ducto da
glandula de albumen (ga); C. Glandula prostatica (gp), localizada logo acima do oviduto livre; D.
No final do primeiro ter¢o proximal do oviduto, origina-se o ducto da bolsa copuladora (dbc) que
permite a bolsa copuladora (bc) localizar-se em um sitio entre o oviduto e a glandula da prostata; E.
Na altura da transicao falo-epifalo, o ducto deferente penetra no interior da bainha do pénis (seta), o
ceco posterior ao epifalo (¢) ¢ denominado flagelo (1), o falo (f) apresenta uma parede muscular
desenvolvida, o musculo retrator peniano (mrp) se insere na por¢ao distal do flagelo; F. A regiao do
oviduto entre a origem do ducto da bolsa copuladora e o inicio da parte proximal do complexo
peniano corresponde a vagina (v), logo abaixo da vagina, em uma regido mais alargada do oviduto

localiza-se o atrio genital (ag). Barra de escala: 200 um.
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3.3.2 Histologia do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata

3.3.2.1 Porc¢ao hermafrodita

Ovotestis

O ovotestis ¢ uma glandula hermafrodita, constituida de um niimero relativamente pequeno de
grupos de acinos foliculares de forma irregular e cingida pelos 4cinos da glandula digestiva. Ao
redor do ovotestis ha uma grande rede de vasos sanguineos, indicando uma intensa irrigagao
hemolinfatica (Figura 2A). Os acinos foliculares sdo revestidos por células fusiformes alongadas, e
envolvidos por uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo (Figura 2B). A linhagem germinativa
masculina se dispde de maneira central no acino folicular e a linhagem germinativa feminina ocorre
em posi¢do periférica, sendo assim, ainda que ambas as linhagens ocorram no mesmo foliculo do

ovotestis, ha uma separacdo espacial entre as mesmas.

Duto hermafrodita

Os canais dos diferentes grupos foliculares, os dutos eferentes, se reinem em unico duto
denominado duto hermafrodita, onde sdo liberados os gametas. As paredes do duto hermafrodita
sdao de fina espessura, apresentam pequenas c€lulas cuboidais de nucleo central, com numerosos

cilios altos e externamente uma fina camada de tecido conjuntivo (Figura 2C).

Células da linhagem germinativa do ovotestis

Células da linhagem germinativa feminina

Através das analises dos cortes histologicos do ovotestis de L. unilamellata, somente foram
identificados odcitos vitelogénicos. Nao foram observadas oogonias ou odcitos pré-vitelogénicos, as
quais s3o células da linhagem germinativa feminina do inicio do processo de oogénese. As células
sexuais femininas se originam do anel epitelial germinal, durante todo o desenvolvimento sempre se
apresentaram em contato direto com o tecido conjuntivo da parede do 4cino folicular. Os o6citos
apresentam-se em contato com a lamina basal das células foliculares e estas com o epitélio acinar.

Oocitos em vitelogénese sdo grandes células arredondadas de grande volume, com um grande
nucleo arredondado eosinofilico e nucléolo evidente. Ha a presenca de células foliculares como
limite do epitélio folicular, quando os odcitos estdo em vitelogénese avangada, esse limite amplia-se

dando origem a uma cavidade folicular (Figura 2D).



68

Células Foliculares

As células foliculares sdao células alongadas ou triangulares, que emitem expansoes
citoplasmaticas, que englobam o odcito isolando-o do epitélio acinar e de outras células das
linhagens germinativas. Apresenta nucleo fortemente corado, se localizam na regido do limite basal
entre 0 oocito ¢ o epitélio acinar (Figura 2D). Nos odcitos em vitelogénese avangada, ndo foi

possivel determinar o numero de células foliculares em associacao ao odcito.

Fotografia 4. A. Acino folicular do ovotestis intrinsecamente associado a glandula digestiva,
circundado por vasos sanguineos (*), indicando uma forte irrigagdo hemolinfatica; B. No mesmo
acino folicular ha a presencga de células das linhagens germinativas femininas (seta) e masculinas
(cabeca da seta), delimitadas por um epitélio de células fusiformes; C. Duto hermafrodita (dh), com
epitélio cubico simples ciliado com nucleo acidofilico; D. Odcitos em vitelogénese avancada (seta)
de nucléolo evidente, apresentando citoplasma altamente granular fracamente corado e com um
grande nucleo arredondado eosinofilico, com duas células foliculares (cabeca da seta) delimitando a

cavidade folicular. Colora¢dao = HE. Barra = 50pm.
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Células da linhagem germinativa masculina

Nos 4acinos foliculares foi encontrada uma maior quantidade de células da linhagem
germinativa masculina do que da linhagem germinativa feminina. Foram identificados cinco tipos
celulares na linhagem masculina: espermatogonias, espermatides, espermatocitos primarios e
secundarios e espermatozoides, de acordo com a ordem de desenvolvimento.

As espermatogdnias sao as maiores células da linhagem, se caracterizam por serem
arredondadas lobuladas, em forma piriforme, com pouco contetido citoplasmatico ao redor do
nicleo (Figura 3A). O nuacleo ocupa a maior por¢do celular com cromatina heterocromatica
fortemente corada. Estdo dispostas em grupos de numero variavel, localizadas parcialmente ao
redor das células de Sertoli.

As espermatides sdo células arredondadas, com citoplasma eosinofilico e ntcleo altamente
heterocromatico possuindo vérias formas devido a mudangas morfologicas observadas durante o
processo das fases meioticas (Figura 3B). Estdo dispostas em grupos de grande nimero de células,
sempre associadas as células de Sertoli.

Os espermatdcitos estdo organizados em grupos, € se encontram sempre associados as células
de Sertoli. Foram diagnosticadas duas fases de desenvolvimento, os espermatdcitos primarios € os
espermatocitos secundarios. Os espermatocitos primarios sdo células de pequeno tamanho,
arredondadas, com citoplasma eosinofilico e nucleo pequeno, com cromatina condensada,
arredondado e deslocado para um dos pdlos da célula (Figura 3C). Apdés uma divisdo mitotica,
originam os espermatocitos secundarios, que sdo células de formato alongado, nucleo alongado e
claramente polarizado e heterocromatico (Figura 3C).

Os espermatozdides sdo as células mais evidentes da linhagem germinativa masculina.
Dispostos em grupos e paralelamente alinhados, podem estar ligados as células de Sertoli ou livres
no limen acinar. Possuem uma regido acrossdmica, contendo um nucleo altamente heterocromatico
e uma longa cauda eosinofilica (Figura 3B, 3C e 3D). Na espécie em estudo, o acrossoma dos

espermatozdides apresenta formato helicoide alongado.

Células de Sertoli

As células de Sertoli estdo em contato com a lamina basal nos locais onde as células
femininas ndo estao presentes. Entretanto, mantém sempre contato uma com a outra, formando uma
camada epitelial de células que dividem o limen do 4cino em um compartimento feminino e

masculino, entre os tipos celulares das linhagens germinativas femininas e masculinas. O
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compartimento feminino sendo periférico mais proximo a lamina basal, € o compartimento
masculino na regido mais central do lumen acinar.

Todas as células da linhagem masculina, espermatogonias, espermatocitos, espermatides e
espermatozodides, encontram-se associadas a célula de Sertoli. Esta célula ¢ relativamente grande em
relagdo as células germinativas, possui um nucleo de forma ovalada, de tamanho proporcional a
célula e fortemente corado (Figura 3A). A célula de Sertoli permanece amplamente associada ao
limite basal do acino folicular, emitindo expansdes citoplasmaticas no limen acinar, as quais as

células germinativas masculinas se associam.

Fotografia 5. Cortes histologicos do ovotestis de Leptinaria unilamellata. A. vista geral do ovotestis
mostrando as células da linhagem masculina, espermatozoides (*), espermatides (seta) e
espermatocitos (esp); B. Detalhe das espermatides (seta); C. Detalhe do odcito vitelogénico (cabega
da seta) apresentando uma fenda, proximo aos espermatdcitos (esp); D. Detalhe dos
espermatozodides ja formados (*), em contato com a célula de Sertoli. Coloracdo = HE. Barra = 50

pm.
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Complexo de fertilizacao

O complexo de fertilizagdo ¢ dividido em duas porg¢des, primeiramente o saco de fertilizagao
que possui um epitélio simples pavimentoso (Figura 4A), e posteriormente, a espermateca dividida
em camaras, constituida de um epitélio simples ctibico glandular, de nucleo central e numerosos
cilios (Figura 4A e 4B). Todo o complexo apresenta-se envolvido por uma fina camada de tecido

conjuntivo.

Glandula de albumen

A glandula de albumen ¢ do tipo alveolar com numerosos foliculos amplos e ramificados
(Figura 4C). As células glandulares sdo volumosas, de forma ovoide ou piramidal e possuem um
nlcleo basal devido a grande quantidade de contetido citoplasmatico basofilico (Figura 4D). Ha a
presenca de células labirinticas da glandula de albamen, interpostas entre as células glandulares, sao
células achatadas e alongadas delimitando o labirinto basal. Externamente, a glandula de albimen ¢

envolvida por uma camada delgada de tecido conjuntivo.
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Fotografia 6. A. Complexo de fertilizagdo dividido em duas porgdes, primeiramente o saco de
fertilizacdo com um epitélio simples pavimentoso (*); B. Posteriormente a espermateca (seta),
constituida de um epitélio simples ctubico glandular, de ntcleo central e numerosos cilios, dividida
em camaras; C. Células glandulares da glandula de albumen, volumosas e ovéides ou piramidais em
forma, com nucleo basal devido a grande quantidade de conteudo citoplasmatico basofilico; D.
Células labirinticas da glandula de albumen (cabeca da seta), interpostas entre as células glandulares

do epitélio glandular. Coloracdo = HE. Barra = 50pm.

3.3.2.2 Porcao feminina

Utero

O epitélio do tutero possui dois tipos celulares, apresentando, portanto dupla funcdo. A parede
do ttero ndo é muscular sendo formada por células epiteliais sobre uma membrana basal, que ¢ uma
fina camada de tecido conjuntivo. A parede ventral do utero, na regido de transi¢ao entre o Utero € o
oviduto, apresenta um epitélio cubico simples ciliado com células secretoras esparsas. A parede

dorsal do ttero apresenta um epitélio de revestimento simples pavimentoso (Figura 5A).



73

Oviduto livre

O oviduto possui um epitélio simples composto de células prismaticas alongadas com nucleo
na porg¢ao ter¢o basal, portando longos cilios, com comprimento maior do que o comprimento do
corpo celular. Foi observado que a lamina basal ¢ formada por uma espessa camada de tecido
conjuntivo denso nao modelado. Externamente, envolvendo a lamina basal, hd uma camada delgada
de tecido muscular liso. Todo o conjunto ¢ envolvido por uma membrana, formada por tecido
epitelial simples pavimentoso. Em se¢do transversal, a parede do oviduto apresenta-se altamente
pregueada. Estas projecdes da parede provavelmente conferem elasticidade ao oviduto, permitindo
a expansdo da sua luz. Na parte mais alargada do oviduto livre, na regido de transi¢do para o utero,
as pregas da parede se ampliam. As células que revestem o oviduto sdo densamente ciliadas, € o
movimento ciliar provavelmente cria a corrente de fluido que permite aos espermatozoides alcancar

a porg¢ao distal do sistema reprodutor e chegar a camara de fertilizagdo (Figura 5B).

Bolsa copuladora

A bolsa copuladora ¢ revestida por um epitélio simples prismatico secretor, circundado por
tecido conjuntivo e fibras musculares circulares e que, diferentemente de ducto, ndo apresenta
cilios. Na superficie desse epitélio ¢ possivel visualizar a secre¢ao apocrina produzida pela bolsa
copuladora, enquanto na luz do 6rgdo ¢ possivel observar uma massa de material eosinofilico,
corada de rosa ou arroxeada (Figura 5C).

O ducto da bolsa copuladora ¢ revestido por um epitélio simples ciibico densamente ciliado e
nao-secretor, apoiado sobre uma membrana basal distinta, composta de tecido conjuntivo arranjado
frouxamente, envolvida por uma camada muscular. A parede do ducto ¢ pregueada internamente e,

em seu limen, pode-se notar a presencga de material amorfo (Figura 5D).
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Fotografia 7. A. Utero com dois tipos celulares, na parte interna (regido ventral), proxima ao
oviduto, apresenta um epitélio do tipo secretor (es), com células ctbicas ciliadas interespacadas
com c¢lulas secretoras, provavelmente caliciformes, na parte externa (regido dorsal), que se localiza
perto da volta corporal, sua camada ¢ fina e apresenta um epitélio de revestimento simples
pavimentoso (ep); B. Oviduto com um epitélio simples composto de células prismaticas alongadas
altamente ciliadas apresenta limen (*) com paredes epiteliais altamente pregueadas internamente;
C. Na superficie do epitélio da bolsa copuladora ¢ possivel visualizar a secre¢do produzida pelas
células secretoras (cabeca da seta), o limen da bolsa copuladora apresenta uma massa de cor rdsea
ou arroxeada, provavelmente os espermatozodides parcialmente digeridos; D. O ducto da bolsa
copuladora (seta) diferentemente da bolsa copuladora se apresenta com muitos cilios em um epitélio

simples ctbico. Coloragdo = HE. Barra = 50pm.
3.3.2.3 Porciao masculina
Prostata

Foi observado que a prostata se apresenta em duas diferentes fases de desenvolvimento ou

atividade glandular, com um tipo celular distinto em cada fase. A principal diferenca entre as fases
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diz respeito ao conteudo citoplasmatico e o arranjo celular. As células prostaticas, nas duas fases,
aparentemente apresentam citoplasma de dois tipos: granular acidofilico e granular basofilico.

Na fase que parece ser ativa, a glandula prostdtica apresenta arranjo tibulo-alveolar, com
células secretorias colunares altas que formam grupos acinares, dando origem aos &cinos
prostaticos, visiveis durante o estudo morfo-anatomico da glandula. Cada acino possui espagos
luminais ao centro, formando o ducto prostatico. As células prostaticas possuem rico conteudo
granular acidofilico e devido a grande quantidade de conteudo citoplasmatico, o ntcleo ¢ deslocado
para a regido basal da célula (Figura 6A).

Na fase de amadurecimento, as células apresentam citoplasma granular basofilico e nucleos
menores, arredondados e acidofilicos, em posi¢do periférica. Nesta fase, as células ndo apresentam
arranjo acinar (Figura 6B). Essas células ndo apresentam arranjo tiibulo-alveolar. Abaixo do epitélio

glandular, hd uma fina camada de fibras de tecido conjuntivo.

Vaso deferente

Esse tubo fino filiforme ¢ caracterizado por um pequeno limen limitado por um epitélio
simples de células cuboidais, de nucleo arredondado central, portando poucos cilios que apresentam
um terco do comprimento do corpo celular. No nivel prostatico, ¢ possivel notar a presenca de
material amorfo acidofilico no limen do duto deferente, provavelmente secregdes prostaticas
langadas no interior do duto (Figura 6C). O epitélio de revestimento do ducto deferente apoia-se
sobre uma camada de tecido conjuntivo, envolta externamente por uma camada relativamente
espessa de musculatura circular. Na regido em que o ducto deferente penetra o complexo peniano, a
camada muscular que envolve o ducto e o pénis ¢ continua. Na membrana basal de tecido
conjuntivo, sdo encontradas muitas células grandes com um citoplasma baséfilo e um pequeno

nucleo excéntrico (Figura 6D).
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Fotografia 8. A. Fase ativa da prostata, com um arranjo tubulo-alveolar com células secretorias
colunares altas de rico conteudo granular acidofilico, que formam acinos prostaticos (*); B. Fase de
amadurecimento da prostata, o citoplasma apresenta conteido granular basofilico e as células nao
possuem um arranjo acinar (*); C. Vaso deferente (vd) caracterizado por um pequeno lumen
limitado por um epitélio simples de células cuboidais de nucleo arredondado central, portando
poucos e baixos cilios, no nivel prostatico ¢ possivel notar a presenca de material amorfo acidofilico
no lamen do duto deferente; D. Ao redor do epitélio do vaso deferente estd uma camada fibrosa de
tecido conjuntivo, externamente hd uma camada relativamente espessa de musculatura circular

(seta). Coloragdao = HE. Barra = 50um.

Complexo peniano

O pénis ¢ um Orgdo altamente muscular, com uma espessa musculatura circular arranjada
internamente ¢ longitudinal externamente e possui um pequeno lamen limitado por células
cuboidais de nucleo central, sem cilios (Figura 7B).

O epifalo ¢ um 6rgao cilindrico, representado por uma regido glandular, € posterior ao pénis e

recoberto pela bainha do pénis. O epifalo apresenta epitélio simples prismatico, com células
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colunares, nao ciliadas e de nucleo alongado. Em secdo transversal, podemos notar ao lado do
epifalo a presenca do duto deferente que corre paralelamente ao epifalo (Figura 7A). A bainha do
pénis envolve essas duas estruturas, constituindo-se de um epitélio simples pavimentoso de
revestimento (Figura 7A). Entre a bainha do pénis e a parede do epifalo ha uma espessa camada de
tecido conjuntivo, e externamente uma camada de musculatura longitudinal, ¢ uma camada de
musculatura circular. O limen do epifalo ¢ caracteristico por apresentar rugosidades na parede. A
parede apresenta duas projecdes ou pregas ndo muito acentuadas, formadas provavelmente devido
ao desenvolvimento muscular ser especialmente pronunciado, nesses dois pontos. Essas projecdes
formam dois sulcos longitudinais que atravessam o comprimento inteiro do érgao.

O flagelo ¢ de fino calibre, longo e histologicamente parece ser glandular. Este 6rgao ¢
revestido por epitélio simples ctbico, cujas células apresentam o nucleo fortemente corado, apoiado
sobre uma membrana basal de tecido conjuntivo. O flagelo ¢ revestido pela bainha do pénis,
formada por epitélio de revestimento simples pavimentoso. Associada a parede do flagelo, observa-
se a presenga de células secretoras globosas, com citoplasma altamente granular eosinofilico,
constituindo a glandula prepucial (Figura 7C). E possivel observar que a secregdo das células da
glandula prepucial atinge a luz do flagelo através de ductos. Essa secre¢ao parece também atingir o
limen do epifalo. Em secdo longitudinal do flagelo, é possivel visualizar o limen com parede

interna altamente pregueada (Figura 7D).

Atrio genital

O atrio genital possui uma ampla luz, seu epitélio apresenta dobras internas, conferindo-lhe
um lumen pregueado em forma de H, revestido por um epitélio simples prismatico (Figura 7B). As
células do epitélio sdo altas, com nucleo alongado longitudinalmente, corado fortemente e com
numerosos cilios altos. A membrana basal sobre a qual o epitélio do atrio se apoia ¢ formada por
uma trama de fibras musculares longitudinais e por uma pequena quantidade de tecido conjuntivo

frouxo.
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Fotografia 9. A. O epifalo (e) apresenta epitélio simples prismatico, com células colunares, ndo
ciliadas e de nucleo alongado, ao lado o duto deferente (cabeca da seta) corre paralelamente ao
epifalo, a bainha do pénis envolve essas duas estruturas, constituindo-se de um epitélio simples
pavimentoso de revestimento; B. O falo (f) possui um pequeno limen limitado por células
cuboidais de nucleo central, sem cilios e ¢ altamente muscular, com uma espessa musculatura
arranjada circularmente internamente e longitudinalmente externamente, o atrio genital (ag)
apresenta em seu epitélio dobras internas, conferindo-lhe um limen pregueado em forma de H, o
qual ¢ delimitado por células simples prismaticas; C. O flagelo (fl) possui um epitélio interno
fortemente pregueado, sendo um epitélio simples cubico com nucleo fortemente corado (basofilico);
D. Paralelamente ao flagelo ha a glandula prepucial (seta), de epitélio cubico simples secretor, suas

células sdo globosas de citoplasma altamente granular eosinofilico. Coloragdo = HE. Barra = 50um.

3.4 DISCUSSAO

Os gastropodes pulmonados possuem um sistema reprodutor morfologica e funcionalmente
complexo (DUNCAN, 1975; GOMEz, 2001). Suas fungdes primarias sdo a produgdo de

espermatozdides e odcitos; armazenamento e transporte de gametas maduros em um meio
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adequado; exercer papéis estruturais e fisioldgicos nos processos de corte e copula; transferéncia de
esperma enddgeno aos dutos reprodutores do parceiro; recepcao de esperma exogeno; oferecer um
sitio e microambiente proprios para a fertilizagdo do odcito; recobrir os zigotos com camadas
nutritivas e protetoras; reabsor¢do de produtos remanescentes e, finalmente, a ovipostura (GOMEZ,
2001). A complexidade morfolégica permite a diferenciagdo de espécies, enquanto a complexidade
funcional reflete nos sistemas elaborados de comportamento sexual, originados pelo conflito sexual
entre a fungao feminina e masculina (LEONARD, 1991).

As analises histologicas do ovotestis de espécimes de L. unilamellata, indicam que estes
moluscos sdo hermafroditas simultdneos, produzindo gametas masculinos e femininos no mesmo
acino folicular, com a possibilidade de se reproduzir por autofecundacdo. Estas caracteristicas
histologicas corroboram aspectos comportamentais observados em laboratdrio. Ao redor dos &cinos
foliculares do ovotestis ha a presenca de uma rede de vasos sanguineos proximos a lamina basal do
epitélio germinativo, indicando uma forte irrigagdo hemolinfatica. Em Arion ater a direta relagdo
entre as cé¢lulas de Sertoli com o suprimento sanguineo ¢ o desenvolvimento dos gametas sugere
que, essas células agem como pontos intermedidrios no transporte de nutrientes e também como
suporte mecanico dos gametas (PARIVAR, 1980).

Em L. unilamellata, o desenvolvimento de ambas as linhagens germinativas no mesmo acino
folicular, assim como a morfologia e disposicao espacial dessas células, foram similares ao
encontrado para outras espécies de moluscos (CUEZzO, 1995; FURTADO et al., 2004; GRIFFOND et
al., 1991; HORN et al., 2005; JONG-BRINK, et al., 1977; JOOSSE e REITZ 1969; RUNHAM, 1982;
TEIXEIRA et al., 2006). Os gametas femininos permanecem em contato direto com as células
foliculares, durante todo o seu desenvolvimento. As células foliculares, por sua vez, estdo em
contato direto com a lamina basal da parede do acino folicular. O odcito apresenta inicialmente uma
fase movel, que, mais tarde, ¢ seguida por uma fase vitelogénica séssil, durante a qual o odcito ¢é
circundado por células foliculares, dando origem a um foliculo (JOOSE e REITZ, 1969).
Contrariamente, os gametas masculinos encontram-se permanentemente associados as células de
Sertoli, as quais formam uma camada epitelial, que divide o limen dos 4cinos em um
compartimento masculino central e outro feminino periférico (FURTADO et al., 2004; HOGG e
WIIDENES, 1979; JONG-BRINK et al., 1976; JOOSSE e REITZ, 1969).

Sao atribuidas as células foliculares as funcdes de controle do microambiente de
desenvolvimento do odcito, por agirem como uma barreira permeavel, na formacdo de envelopes
secundarios, transporte e nutricdo do odcito, fagocitose, producdo de hormonios e no envolvimento

no processo de ovulagao pela formagdo da cavidade folicular (HILL, 1977; JONG-BRINK et al., 1976;
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KHAN e SALEUDDIN, 1983). As células de Sertoli sdao consideradas células que atuam no suporte,
nutri¢ao, transporte de espermatozoides, produgdo de hormoénios, fagocitose e envolvimento no
processo de espermiogénese (JONG-BRINK et al., 1977; PARIVAR, 1980). As espermatogonias e as
espermatides ocupam principalmente a area basal e central da célula de Sertoli respectivamente,
enquanto que os espermatdcitos secundarios € os espermatozdides localizam-se na regido apical
celular (BOJAT et al., 1991). Foi observado em microscopia eletronica que ao final da fase de
espermatide um grande numero de mitocondrias estava presente no apice das células de Sertoli, isso
indica que o envolvimento dessas células no processo de espermiogénese envolve um elevado gasto
energético (JONG-BRINK et al., 1977).

A liberagdo dos espermatozoides e oocitos produzidos no ovotestis, no duto hermafrodita, ¢
funcionalmente separada (DUNCAN, 1975). Além de permitir a passagem dos gametas, o complexo
da espermateca possui a fung¢do de agir como uma vesicula seminal antes que o esperma seja
liberado na cépula. Alguns estudos sugerem que esta area seria de armazenamento € que possuiria
uma regiao glandular responsavel pela capacitagao espermatica (HOGG e WIIDENES, 1979; DUNCAN,
1975).

Os animais hermafroditas possuem ambos os sistemas reprodutores masculino e feminino
funcionais. Dessa forma, os mecanismos de selecdo sexual pds-copulatorios atuam de maneira
diferente do que o observado nos animais gonocoristas (BEESE et al., 2006). A selecao pos-
copulatdria envolve, a competicdo espermatica (BEESE et al., 2006) ou escolha criptica da fémea
(EVANNO et al., 2005; HAASE e KARLSSON, 2004). Esse processo de escolha criptica envolve a
selecdo pela fung¢do feminina de determinado conjunto de espermatozodides, dentre todos aqueles
provindos de parceiros de acasalamentos sucessivos, armazenados nos tibulos de fundo cego da
espermateca (HAASE e KARLSSON, 2004; EVANNO et al., 2005). Um maior investimento em nimero
das células sexuais masculinas seria vantajoso, por um maior risco de perda desses gametas, devido
ao conflito sexual entre a fungdo masculina e feminina do hermafrodita (CUEZZ0, 1995).

Na maior parte dos estudos, os mecanismos de selegdo pos-copulatoria, sdo inferidos a partir
de dados comportamentais, permanecendo algumas interpretacdes ndo totalmente esclarecidas. A
morfologia microscopica tem sido essencial para o entendimento dessas interpretacdes. Como
exemplo, o processamento do esperma na espermateca pode ocorrer mecanicamente através da
movimentagdo de musculos e cilios e ou quimicamente através de secregdes epiteliais (CATALAN et
al., 2002; BoJAT et al., 2001). No presente estudo, a espermateca apresentou-se dividida em tiibulos,
com longos cilios, fornecendo a evidéncia de que L. unilamellata apresenta provavelmente

processamento mecanico do esperma. Durante a transferéncia de espermatozdides, os cilios do duto



81

comum também podem evitar que o autoesperma entre na espermateca, onde eles juntamente com o
aloesperma seriam utilizados na auto-fertilizagao (BOJAT et al., 2001).

Na juncdo do duto hermafrodita com os tratos masculino e feminino, no carrefour, abre-se
também o ducto da glandula de albumen adicionando sua secre¢do nutritiva nos ovos fertilizados. A
acao dos tratos ciliados, bainhas de musculos e esfincteres devem servir para direcionar a saida de
autoespermatozoides no espermoduto. Quando a fertilizacao cruzada ocorre, os aloespermatozoides
ascendem pelo trato feminino atingindo o complexo da espermateca. O armazenamento do
aloesperma ocorre nos tibulos laterais de fundo cego desse complexo. (DUNCAN, 1975).

Apoés a fertilizacdo o zigoto fecundado recebe camadas protetoras e nutritivas, sendo a
camada de albumen a principal fonte de nutrientes para o desenvolvimento do embrido. A glandula
de albimen apresentou células glandulares com grande conteudo citoplasmatico, provavelmente
secre¢des nutritivas a serem incorporadas ao zigoto. A composicdo das células glandulares de
albumen sugere o envolvimento na sintese da camada de albumen do ovo, a qual ¢ feita de um
material complexo mucoprotéico suplementado por quantidades significativas de célcio (CATALAN
et al.,, 2002). A concha nos filhotes recém nascidos prové suporte mecanico, resisténcia a
dessecagdo ¢ habilidade de procura por alimento (DUNCAN, 1975). Em L. unilamellata
provavelmente hd grande mobilizagdo das secregdes produzidas na glandula de albtimen, devido a
liberacao de filhotes com seu desenvolvimento completo. Entretanto esse gasto energético em um
primeiro momento ¢ compensado pela maior taxa de sobrevivéncia por parte dos filhotes.

A secrecdo prostatica ¢ o principal componente do fluido seminal e nos estilomatoforos lhe é
atribuida trés fungdes: contribuicdo ao fluido seminal, facilitar o acesso de aloespermatozdides ao
local de fertilizacao e contribuir a formacao do ovo (BAYNE, 1967). No nivel prostatico, foi possivel
observar material amorfo acidofilico no limen do vaso deferente, provavelmente representando a
contribui¢do ao fluido seminal das secre¢des prostaticas. Foi observado que a prostata se apresenta
em duas diferentes fases de desenvolvimento ou atividade glandular, com um tipo celular distinto a
cada fase. HOLM (1946) também observou em Lymnaea stagnalis appressa, que a prostata ¢é
composta de dois tipos celulares, o primeiro sendo células colunares estreitas, arranjadas em grupos
com nucleo basal e o segundo tipo, células colunares de nucleo central. As do primeiro tipo se
assemelham as encontradas no presente estudo. Provavelmente, esses tipos celulares estdo
relacionados a estagios ciclicos da glandula prostatica dos moluscos.

Em secdo transversal, o oviduto apresenta um limen com paredes epiteliais altamente
pregueadas internamente, presenca de cilios e uma musculatura desenvolvida. Uma morfologia

similar do oviduto foi encontrada para as espécies Achatina fulica e A. monochromatica (TEIXEIRA
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et al., 2006) e Cornu aspersum (HoLM, 1946). O oviduto apresenta-se extremamente envolvido no
processo reprodutivo dos gastropodes pulmonados, por sua participacdo no transporte de
espermatozdides, recebimento de aloespermatozdides do parceiro, provisdo de camadas e liberacao
dos ovos (CATALAN et al., 2002; DUNCAN, 1975).

No presente estudo, foi observado que a parede do tutero de L. unilamellata ¢ formada por
células epiteliais e células glandulares esparsas. Este padrdo também foi observado para outras
espécies de moluscos terrestres. Células caliciformes foram encontradas em entremeio a um epitélio
prismatico simples ciliado em A. fulica e A. monochromatica (TEIXEIRA et al., 2006). As células do
epitélio do utero promovem um meio interno intra-uterino adequado para o desenvolvimento dos
embrides. Provavelmente essas células secretoras encontradas no presente estudo sdo células
caliciformes, entretanto seria necessdrio o emprego de outras técnicas histoquimicas para a
confirmagdo adequada.

O beneficio evolutivo dos acasalamentos multiplos reside em um ganho de sucesso
reprodutivo pela fun¢do masculina, como observado nos animais gonocoristas, entretanto, a
digestdo do esperma na bolsa copuladora equilibraria os beneficios da fun¢do feminina (EVANNO e
MADEC, 2007). O limen da bolsa copuladora de L. unilamellata apresentou uma massa de material
amorfo eosinofilico, a qual provavelmente representa os aloespermatozédides parcialmente
digeridos. Cé¢lulas glandulares epiteliais de secre¢ao apoOcrina seriam responsaveis por essa digestao
(GOMEZ, 2001). Estudos sugerem fortemente a fung¢do de digestdo de espermatozoides pela bolsa
copuladora, na qual o espermatéforo descarrega espermatozoides e fluido seminal (DUNCAN, 1975;
(CATALAN et al., 2002). O ducto da bolsa copuladora possui uma grande quantidade de cilios, que
provavelmente direcionam os espermatozoides para a bolsa, o que diminui o numero de
espermatozodides que alcancam o trato reprodutor feminino, e realizem, portanto a fecundacdo do
oocito. Geralmente, no ducto da bolsa copuladora ndo ocorre digestdo por ser delimitado por um
epitélio pregueado com células de revestimento e ndo secretérias (VISSER, 1973). Os
espermatozdides com o movimento dos cilios sdo levados a bolsa copuladora através desse ducto,
onde por sua vez sdo degradados. Esse mecanismo, aliado ao armazenamento de espermatozodides
no complexo da espermateca, se apresenta como mais um aspecto da selecao pds-copulatoria por
parte da fungdo feminina do hermafrodita. Os aloespermatozoides que atingem o complexo da
espermateca seriam selecionados, ou poderia haver preferéncia por autofecundacao.

O pénis em Stylommatophora ¢ um 6rgdo altamente muscular, que funciona como portador de
autoespermatozoéides, os quais sdo depositados dentro do trato reprodutor do parceiro, na forma de

um espermatéforo ou uma massa seminal simples (GOMEZ, 2001). No presente estudo, este foi o
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orgdo do complexo peniano que apresentou uma musculatura mais desenvolvida. A morfologia do
pénis possui um alto valor nos estudos taxonomicos, em diferentes espécies de moluscos a
morfologia foi descrita em detalhes (DUNCAN, 1975). A morfologia microscopica do pénis também
¢ utilizada na comparacdo entre espécies (COOKSON, 1982). Dessa forma, a morfologia do pénis
pode ser observada como sendo espécie-especifica e, portanto, interpretada como a principal
caracteristica de reconhecimento no acasalamento e particularmente no sucesso da copula (GOMEZ,
2001).

O epifalo ¢ um orgao cilindrico caracterizado igualmente por paredes altamente musculares,
principalmente na regido correspondente as pilastras longitudinais. Constitui uma parte glandular do
complexo peniano, as pilastras possuem células globosas de secrecdo mucosa e de secre¢dao neutra
(HoLM, 1946). No presente estudo, células semelhantes foram encontradas em entremeio ao tecido
conjuntivo.

Em muitos estilomatéforos os espermatozdides sdo transferidos através de um espermatoforo.
A glandula prepucial se localiza na camada de tecido conjuntivo do flagelo, e parece ser
responsavel pela formacdo do espermatdforo. A forma do espermatdforo ¢ determinada pela
conformagdo da parede interna do epifalo. Esse espermatdforo possui morfologia muitas vezes
espécie-especifica, conferindo a vantagem de prote¢do aos espermatozoéides no duto reprodutor do
parceiro, evitando maiores riscos de perda de espermatozdides ao meio ambiente externo € o
cruzamento interespecifico. Na fecundacdo cruzada em um ambiente terrestre, sua permanéncia
seria favorecida pela vantagem adaptativa que conferiu na transicdo do grupo do ambiente aquatico
para o ambiente terrestre (VISSER, 1973). Em L. unilamellata, foi observada a presenga de um
epifalo com parede interna apresentando proje¢des, resultando em uma configuragdo complexa,
além da presenga de uma glandula prepucial. Estas caracteristicas indicam que L. unilamellata
forma espermatoforo, que provavelmente apresenta uma configuragdo complexa.

No presente estudo as caracteristicas histologicas da parede do atrio genital também
apresentou semelhancgas aos encontrados por COOKSON (1982), para trés espécies de moluscos
terrestres.

A maior parte das informagdes existentes sobre o sistema reprodutor de gastropodes terrestres
se baseia somente na anatomia, os estudos microscopicos e funcionais sdo escassos (LEONARD,
1991; GOMEZ, 2001). Esses estudos sao relevantes na compreensao dos eventos envolvidos na
reproducdo, desde a gametogénese até a liberagdo de ovos ou filhotes no meio externo (FURTADO et
al., 2004; JOOSSE ¢ REITZ, 1969; MONTEIRO ¢ KAWANO, 1998; OSSELAER ¢ TURSCH, 2000;). A

morfologia microscopica dos 6rgdos do sistema reprodutor corrobora estudos comportamentais ¢
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ecologicos no aspecto da biologia reprodutiva e histéria de vida. Sobretudo, esclarece, a um nivel
mais apurado, as rotas migratorias de estagios parasitarios intra-hospedeiro (MENDONCA et al.,
2003), a influéncia sobre os tecidos dos moluscos tratados com métodos de controle quimicos e os
processos envolvidos no acasalamento, digestdo e armazenamento de gametas, sele¢do copulatoria,
entre outros aspectos da biologia reprodutiva (BEESE et al., 2006, EVANNO ¢ MADEC, 2007;
KOEMTZOPOULOS e STAIKOU, 2007).

Os estudos morfoanatomicos detalhados do sistema reprodutor, além de se apresentarem
importantes na sistematica, auxiliam na compreensdo de alguns aspectos histologicos. O
esclarecimento da morfologia microscopica do sistema reprodutor de L. unilamellata, fornece
conhecimentos relevantes ao estudo da morfologia comparativa de gastropodes terrestres, até entao,
o conhecimento acerca da morfologia microscopica dos diferentes sistemas era inexistente. Este
estudo promove subsidios para futuros estudos que utilizem a morfologia microscopica como

ferramenta.
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ONTOGENIA DA CONCHA E VARIABILIDADE CONQUILIOMORFOLOGICA EM POPULACOES DE

Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835) (MOLLUSCA, PULMONATA, SUBULINIDAE)

INTRODUCAO

O grupo Mollusca compreende um filo animal altamente diverso com mais de 100.000
espécies reconhecidas, a maioria das quais apresenta uma concha como esqueleto externo distinto.
As conchas foram amplamente utilizadas por naturalistas dos séculos XVII e XVIII na classificagdo
e conhecimento desse grupo de animais (WILKE et al., 2002). Entre os moluscos terrestres, a maior
parte das espécies foi descrita com base na morfologia da concha e no século XVIII, os naturalistas
j& observavam padrdes de variagdo conquiliomorfologica (FIORENTINO et al., 2008). No entanto, foi
a partir da observacao de que a forma da concha apresenta uma distribuicdo bimodal em faunas de
moluscos terrestres, que os malacologistas passaram a investigar os aspectos funcionais da
morfologia da concha (FIORENTINO et al., 2008). Atualmente, o estudo da morfologia e morfometria
da concha se tornou uma das ferramentas necessarias na andalise da variabilidade de populagdes de
gastropodes terrestres, com o objetivo de utilizagdo para fins sistematicos e de estudo sobre biologia
e evolugao.

O polimorfismo da concha foi observado em diversos grupos de moluscos terrestres e
diversos autores demonstraram a existéncia de um componente genético determinando as diferencas
morfologicas. Em muitos casos, a forma da concha relaciona-se a caracteristicas fisicas do ambiente
e parece ter sido selecionada em resposta a pressdes ambientais. Entretanto, alguns estudos mostram
a auséncia de relagdo entre as caracteristicas ambientais e as diferencas morfoldgicas entre
populacdes. Quando ndo existem evidéncias de relagdo entre restricdes ambientais e variagdo
morfoldgica, os autores atribuem tal variagdo a fatores que atuaram no passado, tais como processos
neutros ou pressodes seletivas que deixaram de agir (CHIBA ¢ DAVISON, 2007; FIORENTINO et al.
2008). A analise morfométrica da concha ¢ amplamente utilizada nos estudos de variabilidade
populacional (BACKELJAU et al., 2001). A morfometria, associada ao estudo da anatomia do sistema
reprodutor, a abordagem genética ou a ferramentas moleculares, tem permitido o maior
entendimento do significado funcional das variacdes morfoldgicas entre populagdes.

Os objetivos do presente estudo foram descrever a ontogenia da concha de Leptinaria
unilamellata (d’Orbigny, 1835) e verificar se moluscos provenientes de diferentes populagdes
apresentam variacdo nos padrdes conquiliomorfologicos e conquiliomorfométricos e se estas

variagoes se refletem em diferencas no processo de formacao da concha.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Obtencao dos moluscos e local dos experimentos

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia de Moluscos e Helmintos - Programa
de Pos-graduacao em Comportamento e Biologia Animal, da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Cria¢des-matrizes foram estabelecidas com espécimes de L. unilamellata coletados nas seguintes
localidades: municipio de Juiz de Fora, MG (21°44°29.65”’S 43°21°19.65”°0); municipio de Cruzilia,
MG (21° 50" 20" S, 44° 48' 28" W); municipio de Barra Mansa, RJ (22°31°59.14”S 44°9°54.2170)
e Floriano, distrito do municipio de Barra Mansa, RJ (22°31°59.14°S44°9°54.20”0) (Figura 1).
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Fotografia 10. Localizagdo geografica das localidades de coleta de Leptinaria unilamellata.
Legenda: 1 - municipio de Cruzilia, MG; 2 - municipio de Juiz de Fora, MG; 3 - Floriano, distrito

do municipio de Barra Mansa, RJ; 4 - municipio de Barra Mansa, RJ. Fonte: Google Earth.

4.2.2 Caracterizacao das localidades de coleta dos moluscos

As localidades foram caracterizadas com bases nas informagdes disponibilizadas no site do

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2008).
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Municipio de Cruzilia (MG) (21° 50’ 20" S, 44° 48’ 28" W)
O municipio de Cruzilia localiza-se na Mesorregido Sul/Sudoeste de Minas Gerais,

Microrregidao Andrelandia e caracteriza-se pelo Bioma de Mata Atlantica, precipitacdo média anual
de 1568 mm de chuva, temperatura média anual de 19,1 °C, altitude de 1010m e clima tropical de
altitude - Cwb (clima temperado umido com inverno seco e verdao temperado). As estacdes sao bem
definidas, com chuvas de verdo. O verdo ¢ temperado, com média de temperatura do ar no més mais

quente maior que 22 °C.

Municipio de Juiz de Fora (MG) (21° 45’ 50" S, 43° 21’ 0" W)

Juiz de Fora localiza-se na Mesorregido da Zona da mata, Microrregido Juiz de Fora. As terras
do municipio encontram-se inseridas na Bacia do rio Paraiba do Sul, as margens do Rio Paraibuna,
que corta o municipio no sentido norte-sul. Outros rios importantes que banham o municipio sdo os
rios Cagado e do Peixe, afluentes do Paraibuna. O municipio caracteriza-se pelo Bioma de Mata
Atlantica e altitude de 678m. O clima de Juiz de Fora ¢ do tipo tropical de altitude - Cwa (clima
temperado imido com inverno seco e verdo quente), caracterizado por duas estacdes bem definidas:
uma seca ¢ de menores temperaturas, que se estende de maio a setembro, e outra umida e de
temperaturas mais elevadas, de outubro a abril. A temperatura média anual ¢ de 19,3°C, sendo a
média das maximas em torno de 24°C e a das minimas em torno de 15°C. O municipio localiza-se
nos contrafortes da Serra da Mantiqueira. O relevo ¢ predominantemente montanhoso, apresentando

formacgdes tipicas denominadas “mar de morros”.

Municipio de Barra Mansa (RJ) (22° 32" 38" S, 44° 10’ 15" W) e distrito de Floriano

Barra Mansa situa-se no sul do estado do Rio de Janeiro, na microrregido do Vale do Paraiba
dentro da mesorregido do Sul Fluminense, entre as Serra do Mar e da Mantiqueira, a altitude de 381
metros. O municipio caracteriza-se pelo bioma de Mata Atlantica e clima tropical de altitude -
Cwa (clima temperado imido com inverno seco e verdo quente), caracerizado por duas estacdes
bem definidas, com verdes quentes (temperatura média do ar maior que 22°C) e chuvosos e inverno
seco. A umidade relativa do ar varia entre 77% a 69%; a temperatura média encontra-se entre
22,25°C, sendo que as mais baixas registram-se no periodo de maio a setembro (média minima de
13,7°C) e as mais altas entre novembro a mar¢o (média maxima 29,74°C). O periodo de chuvas esta
entre os meses de outubro a abril com pluviosidade de 1.192,8 mm/ano. A precipitacdo média anual
varia em torno de 1.592,5 mm de chuva, sendo de dezembro a mar¢o o periodo mais chuvoso
(média de 247,87 mm/més) e de maio a setembro o mais seco (média de 36,02 mm/més). A

estrutura hidrografica do municipio ¢ marcada pela presenca do Rio Paraiba do Sul drenando vasta
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regido através de uma grande quantidade de rios e corregos espalhados por toda a superficie. O
relevo do municipio ¢ constituido por planaltos, com altitude média de 381 metros, porém, esta
média diminui em direcdo ao Rio Paraiba do Sul, para formar a planicie aluvial que é contornada
pelo "mar de morros" com nivel topografico mais elevado.

Na margem direita do rio Paraiba do Sul, localiza-se o Distrito de Floriano, antigo Ribeirdo da
Divisa, 2° Distrito do Municipio de Barra Mansa, situado entre as cidades do Rio de Janeiro e de

Sao Paulo e cortado pela rodovia Presidente Dutra e pelo rio Paraiba do Sul.

4.2.3 Manuten¢ao dos moluscos

Cada criagdo-matriz continha moluscos provenientes da mesma localidade, mantidos em
caixas plasticas transparentes (14 cm em diametro, 9 cm em altura), fechadas com tecido de algodao
e eléstico. Cada caixa foi preenchida com trés centimetros de terra vegetal, umedecida com 10 ml
de agua a intervalos de dois dias. Os moluscos foram alimentados ad libitum, com alimento
comercial para aves enriquecido com carbonato de célcio (na proporcdo de 3:1) (BESSA & ARAUIO,
1995 a,b) e mantidos em condi¢des naturais de luz e temperatura. Quando os moluscos trazidos do
campo se reproduziram, filhotes recém-nascidos foram retirados das criacdes-matrizes e
transferidos para novos terrarios. Cada terrario continha aproximadamente 35 filhotes de moluscos

da mesma localidade, os quais foram utilizados no estudo morfoldgico descrito a seguir.

4.2.4 Conquiliomorfologia

Foi observado o padrdo geral da morfologia da concha dos espécimes de L. unilamellata
utilizados para o estudo conquiliomorfométrico e a variacdo desse padrdo entre os espécimes de
cada localidade. As conchas de dois moluscos de cada localidade, com idade de 180 dias, foram
observadas e desenhadas sob microscopio estereoscopico Olympus com camara clara acoplada, e
posteriormente depositadas no Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira, da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG. Fotografias das conchas foram realizadas

utilizando-se maquina digital da marca Sony (Cybershot 8.1 DSC-H3).
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4.2.5 Analise conquiliomorfomeétrica

Foi realizada a analise morfométrica da concha de L. unilamellata proveniente das localidades
de Juiz de Fora; Cruzilia; Belo Horizonte; Barra Mansa e Floriano. Para tanto, as conchas de trinta
moluscos de cada localidade, com idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de vida, foram medidas
utilizando-se um paquimetro Kanon (Mardened Stainless 1/28 in 1/20 mm) com 0,01 mm de
precisdo. Foram tomadas as seguintes medidas lineares: comprimento total da concha (CC), largura
total da concha (LC), comprimento da abertura da concha (CA), largura da abertura da concha
(LA), comprimento da volta corporal (CVC), comprimento da penultima volta (CPV) e
comprimento da espira (CE) (Figura 2A), além do numero de voltas da concha (NV) (Figura 2B).
Tais medidas foram estabelecidas seguindo-se a metodologia empregada por CHIU et al. (2002).
Com os valores obtidos para cada medida linear foram calculadas as seguintes razdes: comprimento
total/largura total da concha (CC/LC); comprimento da volta corporal/comprimento da pentltima
volta (CVC/CPV); comprimento da volta corporal/largura total da concha (CVC/LC); comprimento
da abertura/largura da abertura (CA/LA) e comprimento da espira/comprimento da volta corporal

(CE/CVC).

0,25
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Desenho 3. esquematico da concha de Leptinaria unilamellata, com as medidas lineares aferidas
(A) e contagem do ntimero de voltas (B). Legenda: comprimento total da concha (CC); largura total
da concha (LC); comprimento da abertura da concha (CA); largura da abertura da concha (LA);
comprimento da volta corporal (CVC); comprimento da penultima volta (CPV) e comprimento da
espira (CE). Barra de escala: 1 cm.
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4.2.6 Analise da variaciao conquiliomorfométrica interpopulacional

Para verificar a existéncia de variacdo na morfologia da concha dos moluscos, nas diferentes
idades citadas anteriormente, os valores de medidas lineares da concha, ¢ razdes calculadas com
estas medidas, foram comparados por meio da analise de variancia (ANOVA, p<0,05), seguido de
teste-t, para identificar entre quais localidades as variaveis apresentaram diferencas significativas
nas médias.

Para caracterizar as relagdes de similaridade entre os padrdoes morfométricos das conchas dos
moluscos de cada localidade, foram calculados os valores da distidncia Euclidiana e realizada a
analise de agrupamentos pelo método de agregacao Ward, levando em conta a variancia minima
entre os grupos. Para verificar a possivel separacdo de grupos das diferentes localidades em estudo
com base nas varidveis aferidas, foi realizada a analise de funcdo discriminante.

Previamente as analises, os valores das medidas lineares da concha, bem como das razdes,
foram submetidos a transformacao logaritmica (log;o) para minimizar os desvios da normalidade

nos valores brutos das variaveis.

4.2.7 Analise da Alometria do crescimento

Para descrever o padrdao de crescimento da concha, o estudo da alometria do crescimento foi
realizado nas diferentes idades para cada localidade, a partir da andlise de regressdo linear pela
equacdo geral y = a . x° (sendo “a” igual ao intercepto linear e “b” o coeficiente alométrico)

adaptada as relagdes descritas a seguir:

Relagdo 1: LA =a . LC" (Largura da abertura da concha = a . Largura total da concha”)
Relagdo 2: CA =a . LC® (Comprimento da abertura da concha = a . Largura total da concha®)
Relacdo 3: CE=a.LC’ (Comprimento da espira = a . Largura total da concha®)

Relagdo 4: CC =a . LC" (Comprimento total da concha = a . Largura total da concha®)
Relagdo 5: CE =a . CC" (Comprimento da espira = a . Comprimento total da concha®)

Relagdo 6: CA =a . CC® (Comprimento da abertura da concha = a . Comprimento total da concha")

Previamente as analises, os valores das medidas lineares da concha, foram submetidos a
transformagao logaritmica (logjo). O coeficiente alométrico, foi utilizado com o objetivo de fornecer

a propor¢do da variabilidade de “y” que pode ser explicada por “x”. O crescimento da concha foi
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considerado alométrico positivo quando b>1, alométrico negativo quando b<Il ou isométrico,
quando b=1. Para determinar a significancia estatistica dos valores do coeficiente alométrico (b) foi
utilizado o teste-t, com nivel de significancia de p<0,05.

Todas as analises estatisticas foram aplicadas para cada idade observada, utilizando-se o

programa Bioestat 5.0.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Padrio geral da conquiliomorfologia de Leptinaria unilamellata

O padrao geral da morfologia da concha dos espécimes estudados, de todas as localidades,
pode ser caracterizado como: concha de forma conica, com peridstraco amarelado lustroso, semi-
translicida, abertura arredondada a oval com peristoma cortante, bordo columelar podendo ser
levemente refletido, umbilicada, columela truncada contendo uma prega columelar quadrada ou
triangular projetando-se ao interior da abertura, bordo parietal pode conter ou ndo uma lamela lisa,
fina, triangular, transversal em relacdo a abertura, que se continua ao interior da abertura da concha
com término entre o inicio da prega columelar e inser¢do da ultima volta, pode ser baixa ou
proeminente. Protoconcha lisa, concha apresentado finas estrias longitudinais continuas e proéximas
entre si. Numero de voltas no molusco adulto variando de 5 a 6, volta corporal ampla
correspondendo a maior parte do comprimento da concha. A espira é proeminente ou baixa. As
suturas sao bem marcadas, levemente inclinadas e podem ser profundas ou suaves. A distancia entre

as suturas varia, maiores distancias correspondem a um maior comprimento da espira.

4.3.2 Conquiliomorfologia de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora,

Cruzilia, Barra Mansa e Floriano

4.3.2.1 Leptinaria unilamellata proveniente da localidade de Juiz de Fora

O padrao da morfologia da concha dos espécimes da localidade de Juiz de Fora, MG pode ser
descrito como uma concha conica, com periostraco amarelado, abertura da concha arredondada,
peristoma cortante, bordo columelar levemente refletido levando a formag¢dao de um umbilico,
columela truncada quadrangular, bordo parietal podendo apresentar ou ndo uma lamela baixa.
Protoconcha lisa, as demais voltas da concha apresentam finas estrias longitudinais continuas e

préximas entre si, nimero de voltas no molusco adulto variando de 5 a 6. A volta corporal ¢ ampla,
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arredondada e corresponde a maior parte do comprimento da concha. As demais voltas da concha
diminuem gradativamente em comprimento e sdo também arredondadas, entretanto, possuem um
menor comprimento do que a volta corporal. A espira pode ser proeminente ou baixa, geralmente
tendendo a ser mais baixa. As duas primeiras suturas sdo profundas, sendo as demais suturas da
espira bem marcadas, mas ndo muito profundas e levemente inclinadas. A distancia entre as suturas

diminui gradualmente até a protoconcha (Figura 3).

Desenho 4. Concha do morfotipo de Juiz de Fora, MG. Barra corresponde a 1 cm.

4.3.2.2 Leptinaria unilamellata proveniente da localidade de Cruzilia

O padrao da morfologia da concha dos espécimes da localidade de Cruzilia, MG, pode ser
descrito como uma concha conica, com peridstraco amarelado, abertura da concha ampla,
arredondada e deslocada lateralmente do eixo central da concha, conferindo-lhe uma ampla volta
corporal arredondada, peristoma cortante, com bordo columelar refletido com inicio proximo a base
da concha, presenca de umbilico, columela truncada triangular, o bordo parietal apresenta uma
lamela proeminente bem desenvolvida. A protoconcha ¢ lisa sem ornamentagdo, entretanto, nas
demais voltas as estrias longitudinais sdo ligeiramente marcadas, continuas e proximas entre si, o
nimero de voltas no molusco adulto varia de 5 a 6. A volta corporal ¢ ampla e arredondada, devido
a grande amplitude da abertura corporal, e corresponde a maior parte do comprimento da concha, a
espira em geral ¢ baixa. Todas as suturas sdo bastante profundas, o que permite que as voltas da
concha sejam bastante arredondadas. A penultima volta possui comprimento maior do que as

demais voltas da espira, que diminuem em comprimento gradativamente (Figura 4).
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Desenho 5. Concha do morfotipo de Cruzilia, MG. Barra corresponde a 1cm.

4.3.2.3 Leptinaria unilamellata proveniente da localidade de Floriano

O padrao da morfologia da concha d os espécimes da localidade de Floriano, RJ, pode ser
descrito como uma concha conica, alongada, com base quadrangular, de peridstraco amarelado. A
abertura da concha ¢ ampla e ovalada, com peristoma cortante, bordo columelar levemente refletido
levando a formagao de um umbilico ndao muito profundo, columela truncada e triangular. O bordo
parietal apresenta uma lamela suave. A protoconcha ¢ lisa e as demais voltas da concha apresentam
finas estrias longitudinais continuas e proximas entre si, nimero de voltas no molusco adulto
variando de 5 a 6. A volta corporal é arredondada, entretanto, ndo se destaca em relacdo as demais
voltas. As voltas da espira sao arredondadas. As suturas sdo suaves, com exce¢ao da primeira, que €
pouco profunda. A penultima e antepenultima volta sdo maiores em comprimento do que as outras

voltas restantes da espira, sendo que nestas, o comprimento diminui gradativamente (Figura 5).
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Desenho 6. Concha do morfotipo de Floriano, RJ. Barra corresponde a 1 cm.

4.3.2.4 Leptinaria unilamellata proveniente da localidade de Barra Mansa

O padrao da morfologia da concha dos espécimes da localidade de Barra Mansa, RJ, pode ser
descrito como uma concha de forma conica alongada, com peridstraco amarelado, com volta
corporal arredondada, porém pouco globosa, ou seja, a largura da volta corporal ndo se destaca em
relacdo a largura da espira, provavelmente isso se deve as suturas suaves e a diminui¢do gradativa
no comprimento das voltas da concha. Refletindo este padrao no comprimento das voltas da concha,
a espira apresenta-se proeminente. Apesar da volta corporal corresponder a maior parte do
comprimento da concha, o comprimento da espira destaca-se. O padrdo suave de marcacdo das
suturas torna as demais voltas da concha pouco arredondadas. A abertura da concha ¢ ovalada e
estreita, com peristoma cortante, bordo columelar levemente refletido, com umbilico pouco
profundo, columela truncada triangular, o bordo parietal apresenta uma lamela suave. Protoconcha
lisa, as demais voltas corporais apresentam suaves estrias finas, longitudinais e continuas, proximas

entre si, o nimero de voltas varia de 5 a 6 (Figura 6).
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Desenho 7. Concha do morfotipo de Barra Mansa, RJ. Barra corresponde a 1 cm.

4.3.3 Conquiliomorfometria e variacio morfoldgica interpopulacional

As medidas lineares e razdes entre variaveis tomadas das conchas de L. unilamellata, das
localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano estdo descritas nas tabelas 1 ¢ 2 e
figura 7. Foi possivel distinguir conquiliomorfometrias caracteristicas para os moluscos de cada
uma das quatro localidades. O teste ANOVA demonstrou que todas as varidveis utilizadas
apresentam valores significativamente diferentes entre os moluscos das quatro localidades nas
idades observadas (Tabela 3). A relacdo entre as variaveis e as diferencas entre os valores das
medidas lineares das conchas dos diferentes morfotipos variaram durante o desenvolvimento dos
moluscos, em fun¢do de diferengas nos padrdes de crescimento. Portanto, para a distingdo entre os
quatro morfotipos, foram considerados apenas os valores observados na idade de 180 dias, quando o
crescimento dos moluscos estabilizou.

Os valores médios do comprimento total da concha, comprimento da abertura da concha e
comprimento da volta corporal foram significativamente diferentes para os moluscos de todas as
localidades ¢ estas, portanto, sdo as variaveis com maior robustez para a distingdo dos morfotipos
observados (Tabela 1).

As conchas dos moluscos provenientes das localidades de Barra Mansa e Floriano

apresentaram morfometria mais proxima (Tabelas 4-11). Nao foi possivel distinguir estes
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morfotipos pela largura total da concha, largura da abertura da concha, comprimento da penultima
volta e comprimento da espira. Entretanto, os valores médios do comprimento total da concha,
comprimento da abertura da concha e comprimento da volta corporal foram significativamente mais
altos para o morfotipo de Barra Mansa, enquanto as conchas do morfotipo de Floriano apresentaram
maior numero de voltas. As diferencas entre essas medidas lineares se refletiram em diferengas
significativas entre todas as razdes calculadas para os dois morfotipos (Tabela 12). As conchas do
morfotipo de Barra Mansa apresentaram valores mais altos para as razdes entre o comprimento total
da concha e a largura total da concha, comprimento da abertura e largura da abertura, comprimento
da volta corporal e comprimento da pentltima volta e entre o comprimento da volta corporal e
largura da concha. A relacdo entre as medidas lineares, expressa por essas razdes, reflete-se na
forma mais alongada das conchas do morfotipo de Barra Mansa, quando comparado ao morfotipo
de Floriano. Os maiores valores para as razdes entre o comprimento da volta corporal e o
comprimento da penultima volta e entre o comprimento da volta corporal e a largura maxima da
concha, refletem-se na volta corporal menos globosa das conchas da localidade de Barra Mansa.

As conchas dos moluscos da localidade de Juiz de Fora apresentaram semelhanga com os
morfotipos de Barra Mansa e Floriano apenas no comprimento da penultima volta (Tabela 9).
Entretanto, o morfotipo de Juiz de Fora apresentou maior nimero de voltas da concha. Dessa forma,
pode-se concluir que as voltas anteriores a penultima volta da concha do morfotipo de Juiz de Fora
sdo proporcionalmente menores ¢ a diminui¢cdo do comprimento de uma volta para a outra, em
direcdo a protoconcha ¢ mais expressiva, quando comparada aos morfotipos de Barra Mansa e
Floriano. Além disso, o comprimento da volta corporal do morfotipo de Juiz de Fora ¢
significativamente maior, quando comparado aos morfotipos de Barra Mansa e Floriano. A razao
entre o comprimento da espira e o comprimento da volta corporal da concha do morfotipo de Juiz
de Fora ¢ proxima de 1:2, enquanto para os morfotipos de Floriano e Barra Mansa, esta razao ¢
proxima de 1: 1.5. O resultado da relacdo entre essas varidveis € uma concha mais alongada,
caracteristica dos morfotipos de Barra Mansa e Floriano, que apresenta diminui¢cao mais gradual do
comprimento das voltas em dire¢do a protoconcha, e uma concha mais abaulada, caracteristica do
morfotipo de Juiz de Fora. A forma abaulada da concha também ¢ o reflexo da maior largura da
concha apresentada pelo morfotipo de Juiz de Fora, que se reflete em uma razdo entre o
comprimento ¢ a largura total da concha significativamente menor, quando comparada as razdes
observadas para os morfotipos de Floriano e Barra Mansa. Como conseqiiéncia, a volta corporal

apresenta-se ampla e globosa, com uma sutura profunda entre a pentltima volta e a volta corporal.



97

Os valores médios de todas as variaveis consideradas foram significativamente diferentes
entre os morfotipos de Cruzilia e Barra Mansa (Tabelas 4-11). As conchas dos moluscos da
localidade de Cruzilia apresentaram semelhanga com as conchas dos moluscos da localidade de Juiz
de Fora e de Floriano apenas no comprimento da espira e numero de voltas da concha,
respectivamente (Tabela 10 e Tabela 11). Sendo que os valores médios das demais variaveis do
morfotipo de Cruzilia foram mais proximos dos valores do morfotipo de Juiz de Fora do que os
valores dos morfotipos de Barra Mansa e Floriano. As conchas do morfotipo de Cruzilia
apresentaram comprimento da volta corporal significativamente mais alto do que o observado pelos
morfotipos das demais localidades. Por isso, apesar do comprimento da espira semelhante ao
apresentado pelo morfotipo de Juiz de Fora, as conchas dos moluscos de Cruzilia apresentaram a
razdo entre o comprimento da espira e o comprimento da volta corporal da concha proxima a 1:1.5,
semelhante ao observado para os morfotipos de Barra Mansa e Floriano. Além disso, as conchas da
localidade de Cruzilia apresentaram menor nimero de voltas do que as conchas da localidade de
Juiz de Fora. Dessa forma, pode-se concluir que o comprimento das voltas anteriores a penultima
volta das conchas do morfotipo de Cruzilia sdo proporcionalmente maiores, quando comparadas as
do morfotipo de Juiz de Fora e, portanto, apresentam diminui¢do mais gradual do comprimento em
direcdo a protoconcha. Apesar disso, as conchas do morfotipo de Cruzilia ndao sdo tdo alongadas
quanto as conchas das localidades de Barra Mansa e Floriano, porque apresentam a largura maxima
da concha significativamente maior, o que se reflete na menor razdo entre o comprimento e a
largura total da concha e resulta em uma concha abaulada, com volta corporal ampla e globosa e
sutura profunda entre a penultima volta e a volta corporal.

As relagdes apresentadas demonstram que a forma abaulada das conchas dos morfotipos de
Juiz de Fora e Cruzilia e a forma alongada das conchas dos morfotipos de Barra Mansa e Floriano
devem-se as dimensdes da volta corporal, expressa pela razdo entre o comprimento da volta
corporal e largura méaxima da concha e as propor¢des relativas da volta corporal e espira, expressa
pelas razdes entre o comprimento e largura total da concha e pela razdo entre o comprimento da
espira e o comprimento da volta corporal. A forma abaulada das conchas dos morfotipos de Juiz de
Fora e Cruzilia deve-se as maiores dimensdes da volta corporal e as proporcdes relativas da volta
corporal e espira. As conchas desses morfotipos apresentam a abertura da concha arredondada,
como conseqiiéncia da relacao entre o comprimento e a largura da abertura da concha, que ¢ mais
proxima de 1:1. Nos morfotipos de Barra Mansa e Floriano observa-se que a forma da abertura

ovalada acompanha a tendéncia alongada da concha, e, portanto, os valores da razdo entre o
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comprimento e a largura da concha sdo maiores do que aqueles observados para os morfotipos de

Juiz de Fora e Cruzilia.

Tabela 3. Média, desvio padrdo e amplitude (minimo e méximo) das medidas lineares aferidas de

individuos de diferentes idades de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG;

Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano, RJ (medidas em centimetros).

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
Leptinaria unilamellata da localidade de Juiz de Fora, MG

ccC 0.44 £ 0.04 0.67 +0.05 1.24+0.10 1.34+0.15 1.35+0.16 1.33+£0.13
(0.38-0.51) (0.58 - 0.78) (1.02 - 1.48) (1.13-1.6) (1.08-1.67)  (1.16 - 1.58)

LC 0.28 £0.02 0.38 £0.02 0.58 £0.03 0.61 £0.06 0.62 £0.07 0.63 £0.06
(023-0.34)  (0.34-0.42)  (0.52-0.64) (0.5-0.72)  (0.5-0.76)  (0.5-0.74)

CA 0.21+0.03 0.33+£0.03 0.44 +0.03 0.53+0.06 0.53+0.07 0.52+0.05

(0.15-0.27) (0.27-0.39) (0.5-0.38) (0.45-0.71) (0.4 - 0.606) (0.4-0.6)

LA 0.13+£0.02 0.18 £0.02 0.27 £0.02 0.29 £0.03 0.32+£0.04 0.34 £0.06
(0.09-0.16)  (0.14-022)  (0.22-0.31)  (0.22-0.35)  (0.24-0.39)  (0.22 - 0.44)

CvC  035+0.03 0.51£0.03 0.77 £ 0.04 0.79 £0.07 0.79 £0.07 0.8+ 0.06
(0.4-0.29) (0.46 - 0.59) (0.67-0.86)  (0.64-0.91) (0.7-0.93) (0.68 -0.93)

CPV 0.10+£0.01 0.14 £0.02 0.26 £0.02 0.28 £0.03 0.31 £0.04 0.29 £0.03
(0.07-0.11)  (0.12-0.19)  (0.32-0.19)  (0.23-0.33)  (0.25-0.4)  (0.24-0.34)

CE 0.12+0.02 0.20+0.02 0.50+0.05 0.55+0.07 0.57+0.08 0.57+0.08
(0.08 - 0.16) (0.16 - 0.26) (0.41-0.61) (0.44-0.68) (0.44-0.71) (0.43-0.73)

NV 3.34+£0.22 3.98 +£0.34 5.14 £0.31 5.5+0.35 5.81+0.47 5.68 £0.45

(2.75 - 3.75) (3.5-5) (4.5-5.75) (5-6.5) (5-6.5) (5-6.75)

Leptinaria unilamellata da localidade de Cruzilia, MG

CcC 0.33+0.03 0.97+0.12 1.32+0.18 1.18 £ 0.07 1.54+0.15 1.49 +0.08
(0.28 - 0.44) (0.68 - 1.22) (0.89-1.57)  (1.05-1.34) (1.29-1.8) (1.3-1.66)

LC 0.22 £0.02 0.5+0.05 0.63£0.07 0.56 +0.04 0.73 £0.06 0.67 £0.06
(0.18-027) (0.4 -0.6) (0.47-0.72)  (0.47-0.65) (0.61-0.84)  (0.53-0.78)

CA 0.18 £0.03 0.44 £ 0.05 0.54 +0.07 0.48 £0.03 0.58 £ 0.06 0.58 £0.07
(0.12-0.25) (0.32-0.51) (0.36-0.68)  (0.43-0.58) (0.47-0.7) (0.4-0.74)

LA 0.11+0.02 0.22 +0.03 0.28 £0.04 0.25+0.03 0.36 £ 0.04 0.42+0.05
(0.06-0.14)  (0.14-028)  (0.21-0.38) (0.16-0.33)  (0.28-0.44)  (0.3-0.51)

CcvcC 0.27 +£0.03 0.69 +0.06 0.86 £0.1 0.78 £0.04 095+0.1 0.87+0.14
(0.23-0.39) (0.55-0.8) (0.63 -0.99) (0.7 - 0.87) (0.57-1.1) (0.43-1.04)

CPV  0.07+0.01 0.25+0.03 0.32+0.05 0.28 £0.02 0.36+0.05 037+0.11
(0.06-0.08)  (02-034)  (021-039) (0.24-0.32)  (0.29-0.45)  (0.29 - 0.88)

CE 0.08 £0.01 0.33 +£0.05 0.48 £ 0.08 0.41+0.03 0.6+0.13 0.57+0.04
(0.05-0.1) (0.25 - 0.46) (0.31-0.59) (0.36-0.47) (0.44-1.13) (0.5 -0.65)

NV 3.06+0.12 4.25+0.38 5.08+0.43 493 +0.22 5.68+0.3 5.5+0.29

(3 -3.5) (3.5 - 5.25) (4 -5.75) (4.5-525)  (5.25-6.25) (5.5-6)
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30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
Leptinaria unilamellata da localidade de Barra Mansa, RJ

CC 0.41+0.02 1.04 £ 0.05 1.12+0.04 1.21+0.07 1.25+0.04 1.19 £ 0.05
(0.36 - 0.46) (091-1.19)  (1.05-1.28) (1.08-1.34) (1.17-1.33) (L.1-1.31)

LC 0.25+0.01 0.48 £0.02 0.49 £0.02 0.51£0.02 0.54 +0.02 0.52£0.02
(023-027)  (0.44-0.53) (0.46-0.53) (0.45-0.54)  (0.5-0.6)  (0.45-0.56)

CA 0.18 £0.02 0.41+0.03 0.39+0.03 0.41+0.03 0.44+0.04 0.44 +0.03
(0.23-0.14) (0.34-0.51) (0.34-047) (0.36-0.55) (0.38-0.51)  (0.37-0.53)

LA 0.12+0.02 0.25+0.05 0.25+0.01 0.26 £0.02 0.30+0.3 0.29 £0.04
0.9-1.4) (0.16-0.38)  (0.22-0.29)  (0.22-0.29) (0.24-0.37)  (0.21-0.4)

CVC 0.31+£0.02 0.68 £0.04 0.72 +£0.02 0.74 £ 0.03 0.73 £0.04 0.73 £0.02
(0.27 - 0.35) (0.6 - 0.74) (0.68-0.78)  (0.67-0.79)  (0.55-0.78)  (0.66 -0.76)

CPV 0.09 £0.01 0.27 £0.03 0.25+0.02 0.27 £0.02 0.28 £0.02 0.28 £0.03
(0.07-0.11)  (02-033)  (021-03)  (0.23-031)  (0.24-03)  (0.21-0.33)

CE 0.12+0.01 0.41+0.03 0.43 +0.03 0.47+0.04 0.51+0.03 0.48 £0.05

(0.1-0.14) (0.36-0.52)  (0.38-0.54) (0.4-0.57) (0.47 - 0.58) (0.4-0.6)

NV 3.45+0.22 49+0.24 5.78+0.27 5.87+0.27 5.44 +£0.30 5.18+0.30

(2.75-3.75)  (45-575)  (525-625)  (5-6.25) (5-6) (4.5-6)
Leptinaria unilamellata da localidade de Floriano, RJ

CC 0.4+0.03 0.61 +0.07 1.05 +0.05 1.09 +0.03 1.13 £ 0.05 1.14 £ 0.06
(0.35-0.45) (047-0.72)  (0.95-1.16) (1.02-1.16) (1.05-1.28)  (1.02-1.23)

LC 0.24 £0.01 0.25+£0.02 0.48 £0.03 0.48 £0.02 0.5+0.02 0.5+0.02
(022-027)  (02-029)  (0.38-0.54)  (0.44-0.53)  (0.44-0.55)  (0.46-0.54)

CA 0.17+0.02 0.33+0.03 0.4+0.05 0.41+0.04 0.4 +0.04 0.41+0.02
(0.13-0.21) (0.28 - 0.41) (0.29 - 0.5) (0.28 - 0.48) (0.3-0.47) (0.36 - 0.47)

LA 0.11+0.02 0.15+0.02 0.22 +0.03 0.24+0.03 0.28 = 0.03 0.27 £0.03
(0.08-0.16)  (0.11-0.18)  (0.16-0.3) (02-03)  (022-036)  (0.23-0.34)

CvC 0.3+0.02 0.42+0.04 0.66 = 0.05 0.65 +0.03 0.68 = 0.03 0.68 = 0.03
(0.27 - 0.33) (0.36-0.52)  (0.56-0.77)  (0.54-0.69) (0.59-0.76)  (0.64-0.76)

CpPV 0.08 £0.01 0.14+0.02 0.29 +0.03 0.28 £ 0.02 0.27 +£0.02 0.28 £0.02
(0.06-0.09)  (0.09-0.18)  (0.24-0.38)  (0.23-0.33)  (0.22-0.31)  (0.24-0.33)

CE 0.11+0.01 0.2+0.03 0.41 +0.03 0.45+0.03 0.46 +£0.02 0.47 +£0.03
(0.09 - 0.15) (0.13-0.25) (0.3-0.47) (0.36-0.57)  (0.41-0.51) (0.4 - 0.54)

NV 3.4+0.22 4.4+0.38 5.03£0.35 5.14+0.18 5.29+0.19 5.41+£0.26

(3-4) (3.9-5.15)  (4.25-625)  (4.75-5.5) (5 -5.75) (5-6)

Legenda: CC — comprimento maximo da concha; LC — largura maxima da concha; CA — Comprimento da

abertura da concha; LA — largura da abertura da concha; CVC — comprimento da volta corporal, CPV —

comprimento da primeira volta; CE — comprimento da espira.
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Grafico 4. Valores médios das medidas da concha de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz
de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, na idade de 30 dias (A), 60 dias (B), 90 dias (C), 120 dias
(D), 150 dias (E) e 180 dias (F). CC — comprimento total da concha; LC — largura total da concha; CA
— Comprimento da abertura da concha; LA — largura da abertura da concha; CVC — comprimento da

volta corporal; CPV — comprimento da primeira volta; CE — comprimento da espira.
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Tabela 4. Média, desvio padrao e amplitude (minimo e maximo) das razdes entre medidas lineares da concha
de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG, Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano,
RJ (medidas em centimetros).

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
Leptinaria unilamellata da localidade de Juiz de Fora, MG

CC/LC 1.58 £0.08 1.77 £0.07 2,13+0.11 2.18+0.09 2.15+0.12 2.14+0.12
(1.41-1.75) (1.64 - 1.91) (1.95-2.43) (1.98 -2.38) (1.89 - 2.49) (1.8 -2.49)

CVC/CPV 3.74+£043 3.65+0.29 3+£0.22 2.84+0.29 2.60 +0.25 2.74 +£0.27
(3-4.71) (3.11 -4.33) (2.54 - 3.53) (2.24 - 3.6) (2.13-3.12) (1.18 -3.32)

CVC/LC 1.25+0.06 1.36 £ 0.06 1.3+£0.04 1.29 +£0.04 1.27+£0.06 1.27 £0.06
(1.15-1.38) (1.24 - 1.59) (1.23-1.41) (1.21-14) (1.18 - 1.43) (1.18 - 1.45)
CA/LA 1.70 £ 0.22 1.85+0.18 0.77 £ 0.04 1.83+0.23 1.67 +0.24 1.57+0.21
(1.36 - 2.22) (1.64 - 2.64) (0.67 - 0.86) (1.34-2.32) (1.29 -2.22) (1.19-2.27)
CE/CVC 0.35+£0.04 0.39+£0.03 0.66 £0.50 0.70 £ 0.05 0.71 £0.05 0.71 £0.07
(0.26 - 0.4) (0.34 - 0.45) (0.54 - 0.77) (0.59 - 0.81) (0.63 - 0.84) (0.56 - 0.91)
Leptinaria unilamellata da localidade de Cruzilia, MG
CC/LC 1.55+0.09 1.93 +0.11 2.09 £0.09 2.09+0.11 2.10£0.08 2.16 £0.17
(1.44-1.91) (1.58 - 2.35) (1.83-2.22) (1.97 - 2.43) (1.94 -2.27) (2.05-2.75)
CVC/CPV 3.99+£0.57 2.76 £0.25 2.75+0.39 2.76 £0.20 2.66 +0.30 2.51+£0.57
(3.13-557)  (2.35-3.26) (1.8 - 4.05) (242-327)  (139-3.13)  (0.75-2.97)
CVC/LC 1.23+£0.11 1.36 £0.05 1.37 £0.07 1.38 £0.06 1.29£0.12 1.31+0.24
(1.10-1.70)  (1.22-154)  (1.40-145)  (1.29-1.60)  (0.71-1.40)  (0.61 - 1.74)
CA/LA 1.70 £0.22 1.99 £0.20 1.95+0.33 1.99 £0.31 1.61 £0.22 1.41 £0.22
(1.21-2.27) (1.70 - 2.59) (1.42 -2.87) (1.45-2.83) (1.23-2.14) (0.95 - 2.13)
CE/CVC 0.30+0.04 0.48 £0.04 0.55+0.05 0.53+0.03 0.64 +£0.15 0.69 +0.20
(0.19-0.37) (0.34 - 0.58) (0.46 - 0.68) (0.49 - 0.60) (0.5-1.28) (0.55 - 1.40)
Leptinaria unilamellata da localidade de Barra Mansa, RJ

CC/LC 1.69+£0.10 2.18£0.10 2.28 £0.07 2.39£0.09 2.30£0.09 23+0.13
(1.56 - 2) (1.89-2.41) (2.19-2.51) (2.22-2.59) (2.17 - 2.56) (2.07 - 2.8)

CVC/CPV 3.69+0.3 2.59+0.3 2.88+0.18 2.79+0.13 2.59+0.2 2.66+0.3
(3.1-4.57) (2-3.3) (2.43-3.29) (2.55-3.04) (2.04 - 3.08) (2.12-3.62)

CVC/LC 1.27 £ 0.05 1.43 +£0.09 1.48 £0.05 1.47 £0.04 1.35+0.08 1.4+0.07
(1.17-1.39) (1.25-1.68) (1.37-1.61) (1.40 - 1.58) (1.02 - 1.5) (1.22-1.62)

CA/LA 1.59+0.23 1.70 £ 0.36 1.55+0.14 1.58+0.12 1.52 £0.21 1.58 £0.3

(1.23-2.11) (1.08 - 2.68) (1.31-2.04) (1.38-1.9) (1.15-1.92) (1-2.52)

CE/CVC 0.39£0.03 0.60 £ 0.06 0.59+0.03 0.64 £0.05 0.70 £ 0.07 0.67 £0.06
(0.33-0.45) (0.49 -0.74) (0.69 - 0.54) (0.53-0.72) (0.63 - 1.05) (0.57-0.81)

Leptinaria unilamellata da localidade de Floriano, RJ

CC/LC 1.64£0.11 2.46+0.16 2.19+0.14 2.27+0.08 2.28+0.10 228 +£0.10
(1.42 -2.05) (2.14 -2.76) (1.9 -2.58) (2.11 - 2.46) (2.07 - 2.47) (2.12-2.51)

CVC/CPV 3.85+0.40 3.19+0.48 2.33+0.30 2.37+0.24 2.58+£0.26 2.48 +0.20
(3.11-4.57) (2.17 - 4.67) (1.66 - 2.96) (1.8 -2.83) (2.16 - 3.23) (2.03-2.92)

CVC/LC 1.25+0.06 1.72+£0.17 1.38+0.13 1.35+0.09 1.38£0.08 1.36 £ 0.07
(1.08 — 1.36) (1.39 - 2.05) (1.12-1.71) (1.08 - 1.53) (1.18 - 1.56) (1.28 - 1.65)

CA/LA 1.47+0.18 2.25+0.27 1.84£0.35 1.74£0.27 1.47+£0.22 1.54+0.18
(1.18-2) (1.83 -3.15) (1.21-2.73) (1.27-2.4) (1.07 - 1.96) (1.16 - 1.88)

CE/CVC 0.37£0.04 0.47 £0.08 0.63 £0.06 0.70 £ 0.06 0.68 £0.05 0.69 £ 0.04
(0.3-048) (0.34 - 0.64) (0.49 -0.79) (0.56 - 0.88) (0.57-0.78) (0.61 -0.78)

Legendas: CC/LC — Razdo entre o comprimento total e a largura total da concha; CA/LA — Razdo entre o comprimento e a largura da
abertura da concha; CVC/CPV — Razdo entre o comprimento da volta corporal e o comprimento da penultima volta; CVC/LC — Razéo

entre o comprimento da volta corporal e a largura total da concha.
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Tabela 5. Resultado da analise de variancia (ANOVA) para as variaveis da conquiliomorfometria de
Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa ¢ Floriano, nas idades de 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Resultado ANOVA

Conguiliomorfometria
30 dias 60 dias o0 dias 120 dias 130 dias 1280 dias
F p F P F P F P F P F P

cC 6853 00001* 2169 00001* 3747 00001* 30824 00001*% 6064 00001*% 0636 00001%
LC 7129 00001*% 39534 00001*% 9169 00001*% 7126 O00001% 14231 00001% 10487 0.0001%
CA 1805 00001* 6267 00001* 6282 00001* 4925 00001* 6729 00001* 2030 O00001%
LA 622 00009*% 6315 00001*% 2216 00001* 1704 00001* 2870 00001* 3614 0.0001%

CvC 3339 0.0001% 23131 00001* 323532 00001* 3083 0.0001* 7933 00001*% 3267 0.0001*
CPV 4266 00001* 21776 O00001*% 2703 00001* 393834 00001*% 4288 00001* 1582 00001*
CE 5383 00001* 22102 0.0001* 2003 00001* 4295 0.0001* 1743 0.0001% 2921 00001*
NV 2385 0.0001*% 3772 00001*% 6027 00001* 69937 0.0001* 1363 00001*% 11.7% 0.0001*

Legenda: CC — comprimento total da concha; LC —largura total da concha; CA — Compnimento da abertura da concha; LA—
largura da abertura da concha; CVC — comprmento da velta corporal; CPV — comprimento da primeira volta; CE —
comprimento da espira. ¥: diferenca significativa entre as médias.

Tabela 6. Resultado do test-t para os dados pareados do comprimento total da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120,
150 ¢ 180 dias.

Eesultado teste-t

Comprimento total da concha

30 dias 60 dias 00 dias 120 dias 130 dias 180 dias

t P t P t P t P t P t P
JFECE 1383 0001*% 1471 0001% 208 00034*% 699 0001* 655 0001* 6935 0001%
JFX EM 363 0001* 1786 0001* 420 0001 577 0001 318 00019 638  0001%*
JFXFLO 603 0001* 297 00036* 674 0001*% 1077 0001*% T4T7 0001* E42 0001%
CEXEM 1020 0001* 315 00021*% 719 0001%* ns ns 033 0001* 1333 0001*
CERXFLO T8 0.001* 1769 0001* 973 0001 379  0.001* 1402 0Q001*% 15338 0.001*
BEMXFLO 240 00178% n= ns 234 00123*% 301 0001* 400 0001* 205 00428*

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CE-moluscos provenientes da localidade de Cruzilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Bamra Mansa; FL.O-moluscos da localidade de Flonano. #: diferenca significativa entre
az meédias. ns: a diferenca entre as meédias nioe & significativa.
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Tabela 7. Resultado do test-t para os dados pareados da largura total da concha de Leptinaria unilamellata
das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias.

Resultado teste-t

Largura total da concha
30 dias 60 dias 00 dias 120 dias 130 dias 120 dias

t P t p t p t p t p t p

78 0001% 419 0001%
JFXEM 729  0001* 1184 0001% 261 0.01* 109 0.001* 0 0.001* 03 0.001*
JFXFLO g87  0001% 1303 0001% 9 o011 1321 0001*% 1038 0001% 108  0O001%
CEXEM 661 0001* 331 0Q0012*¢ 1302 0O01% 502  0001* 1504 O0001* 135  0001%
CEXFILO 364 0001*% 3109 0001% 1397 001% 236 0001* 1936 0001%* 15 0.001*
EMXFLO ns ns 2777 0001 ns ns 234 00209* 38 0001+ ns ns

JFXCE 1451 0001*% 1516 0001% 441 0.01* 408 Qo001* &
6.

LA

LA
[

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CE-moluscos provenientes da localidade de Cruzilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO-moluscos da localidade de Florano. *: diferenga significativa entre as

médias. ns: a diferenga entre as médias nio & significativa.

Tabela 8. Resultado do test-t para os dados pareados do comprimento da abertura da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias.

Resultado teste-t

Comprimente da abertura da concha
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 130 dias 120 dias

L P L P L P L P L P L P

JFXCE 506 0001+ 1112 0001* EO01 0001* 327 00014* 356 0001% 349 0001%
2 0001* 434 0001* 973  0001%

JFX EM 484 0001% B35 308 0Q001* 633 0001%
JFEXFLO 707  0.001% ns ns 335 0O0O01* 1007 OOO01* 932 0001* E48  0001%
CERXEBM ns ns 260 0001* 1235 0001* 648 0001* 945 0001* 1182 0001%
CREXFLO 201 00463* 1144 0O001* 1136 0001* 6.8 00o01* 1289 0001* 1397 0001%
BMXFLO 223 00273*% E84 0001% ns ns ns ns 309 00023*® 215 00338*

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CER-moluscos provenientes da localidade de Cruazilia; BMLM-
moluscos provernientes da localidade de Barra Mansa; FLO-meluscos da localidade de Floriane. *: diferenca significativa entre as
meédias. ns: a diferenga entre as médias nio & significativa.
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Tabela 9. Resultado do test-t para os dados pareados da largura da abertura da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias.

Resultado teste-t

Largura da abertura da concha
30 dias 60 dias 00 dias 120 dias 150 dias 120 dias

L P L P L P L P L P t P

JFECE 430 o0001* 511 0001* 198 00498 333 0Q001*% 414 0Q001*% 639 0.001F
JFX BM 237 00192+ 882  0001* 198 00498 366  0001*% 233 00129* 404 O0O01F

JFXFLO 245 0Q0158* 396 0001* 382 OQ001* 677 0Q001% 469 0001% 311  0.001%
CERXBM ns ns 371 0001* 396 0001* ns ns 633 0001* 1063 0001*
CEXEFLO ns ns 007 Q001* 798 0001% ns ns £83 0001* 1170 0001%
BEMXFLO ns ns 1278 0001* 383 00178* 312 00023* 204 00436% ns ns

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CE-meluscos provenientes da localidade de Crazilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Bama Mansa; FLOumoluscos da localidade de Florano. *: diferenga significativa entre as
meédiaz. ns: a diferenca entre as médias nio é significativa.

Tabela 10. Resultado do test-t para os dados pareados do comprimento da volta corporal da concha de
Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30,
60, 90, 120, 150 ¢ 180 dias.

Resultado teste-t

Comprimento da velta corporal

30 dias 60 dias o0 dias 120 dias= 150 dias 180 dias=
L P L P L F t F t P t P
JFXE CER 1234 0Q.001% 143 Qo01* 369 N001* ns ns 348  0.001%* 390 0.001*

JFX BM 373 0001* 140 O001* 1263 00096* 363 0001* 324 00016* 326 00014%
JFXFLO 734 Q001+ 747 0001*¢ 631 0001 1110 0001*% 613 0.001* 336 0.001*

CEXEBEM 6.81 0.001* ns ns £33 0001* 275 0006%* 1149 0001*  T16 0001%*
CEXFLO 499 0001*% 2176 0001*% 1220 0001*% 1022 0001*% 1461 0001% 026 0001%
BMXFLO ns ns 2145 0001* 387 0001 747 0001*% 273 00073* 200 0383*

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR-moluscos provenientes da localidade de Crazilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Bamra Mansa; FL.O-moeluscos da localidade de Flonane. #: diferenga significativa entre
as medias. ns: a diferenca entre as médias nio & sigmficativa.
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Tabela 11. Resultado do test-t para os dados pareados do comprimento da penultima volta da concha de
Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30,

60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Resultado teste-t

Comprimento da peniltima volta

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 130 dias 130 dias
t P t P t P t P t P t P
JFECE 1099 0001* 1631 0001*% 742 0001% ns ns 604 0001*% 4828 0001%
JFX EM 384 0001*% 1867 0001% ns ns 20 00477 263 00096% n= ns
JFXFLO 649 0.001* ns ns 379 0.001* ns ns 464 0001% ns ns
CERXEBEM 715 0001% 236 goz¢ 786 0001*% 276 O00067* E&31 0001* 391  0001%
CEXFLO 430 0001* 1731 0001* 363 0001% ns s 1068 0001* 383 0.001%*
BMXFLO 263 0001* 1967 0001% 423 0001% ns s ns s ns ns

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR-moluzcos provenientes da localidade de Cruzilia; EM-
moluscos provernientes da localidade de Bama Mansa; FLO-moluscos da localidade de Flordane. *: diferenga significativa entre

asmeédias. ns: a diferenga entre as médias ndo & significativa.

Tabela 12. Resultado do test-t para os dados pareados do comprimento da espira da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120,

150 e 180 dias.

Resultado teste-t

Comprimento da espira

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 130 dias 120 dias
t 4 t p t P t 4 t 4 t p
JFXCR 1118 0001* 132  0001% ns ns 1110 0001* ns ns ns ns
JFX EM 208 00305*% 2116 O0001* 377 0001% 597 0QO001% 2590 00100% 3573  0001%
JFXFLO 247  00131% ns ns 671 0Q001*% 73% 0Q001% 400  Q001* 673 0001%
CEXBEM 1091 0O0OO01* 796 0001* 382 0001* 513 0001* 429 0001%* 6.4 0.o01*
CERXFLO £71 ©00O01* 1347 O0O0O01* 476 0001* 353 0001* 673 0001% 74 0.o01*
BMXFLO 220 00296% 2143 0001% ns ns ns ns 227 00233 s ns

Legenda: JF-moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CE-meluscos provenientes da localidade de Cruzilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Bama Mansa; FLOumeluscos da localidade de Flordane. *: diferenga significativa entre as

meédiaz. ns: a diferenca entre azs médiazs nio é significativa.
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Tabela 13. Resultado do test-t para os dados pareados do nimero de voltas da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano, nas idades de 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias.

Eesultado teste-t

Numero de voltas

30 dias 60 dias o0 diaz 120 dias 130 dias 1280 dias

t P t P t P T P t P t P
JFEXCER 344 0.001%* 3 Q0032* 1033 0.001# .06 Qo01* ns ns 211 0D0373%
JF X EM 208 00393*% 1034 0.001%* 249 0015398+ 341 0.001*% 402 00001* 584  0001%
JFEXFLO ns ns 466 0001*% 1082 0001% 505 0001*% 5386 Qo01* 316  0Q002%

CE X BM 7532 0.001%* 733 Qo011+ 786 0.001% 1347 0Q001*% 235 00122* 373 Q001+
CEXEFLO 704 Q001+ ns n= ns ns 301 00032* 433 0.001%* ns n=
EM X FLO ns ns 368 0.001%* 32 0.001* 1046 0Q001% ns ns 268 0.0084*

Legenda: JFmoluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CE-meluscos provenientes da localidade de Cruzilia; BM-
moluscos provenientes da localidade de Bama Mansa; FLOumeluscos da localidade de Flordane. *: diferenga significativa entre as
médiaz. ns: a diferenca entre as médias nio é significativa.

Tabela 14. Resultado do ANOVA para as razdes entre as medidas lineares da concha de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Barra Mansa e Floriano nas idades de 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias.

Resultado ANOVA

Razies da conguiliomorfometria

30 dias &0 dias o0 dias 120 dias 150 dias 120 dias
F P F P F P F P F P F P
CC/LC 23423 0.0001* 4853 0o001* 70756 0Q0001*% 12387 O0Q0001* Q0213 0.0001* 7301 0.0001*

CATA 11189 0.0001* 1493534 00001* 7199 00001* 10703 OO0001* 6883 O00001* 2988 0.0001%
CVC/CPV 346381 00001% 33110 00001*% 33762 0.0001* 31963 0.0001* 26095 00001 8334 0.0001%
CVvC/1C 21184 0.0001* 211.84 00001*% 23008 00001*% 3429 00001*% 3420 00001*% 4463 0.0001*

Legenda: CC/LC — Comprimento total da concha/Largura total da concha; CATA - Comprimento da abertura da concha/Largura da
abertura da concha; CVC/CPV — Comprimento da volta corporal Comprimento da primeira volta; CVC/CE — Comprimento da volta
corporal’ Comprimento da espira. *: diferenca significativa entre as meédias.
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Pela analise da distancia Euclidiana foi possivel verificar que o padrdo de similaridade entre
os grupos se estabilizou a partir do alcance da maturidade (em torno dos 90 dias) (Tabela 13). As
relacdes entre as medidas lineares da concha variaram entre os morfotipos, nas idades de 30 e 60
dias, refletindo a existéncia de diferengas na ontogenia da concha durante a fase inicial do
desenvolvimento dos moluscos. Nas idades posteriores, quando se aproxima a fase adulta, as
relagdes entre as varidveis tende a estabilidade e os padrdoes morfométricos da concha sdo
estabelecidos. No presente estudo, foi possivel observar que os morfotipos de Barra Mansa e
Floriano se tornam mais proximos ao longo do desenvolvimento dos moluscos, fato confirmado
pela diminui¢do progressiva dos valores de distancia euclidiana encontrados para esses dois
morfotipos nas idades de 90, 120, 150, 180 dias de vida.

Os moluscos provenientes das localidades de Barra Mansa e Floriano apresentaram um
padrdo de similaridade mais robusto. Em todas as idades observadas, exceto na idade de 60 dias,
foram os morfotipos que apresentaram menor distancia em relacdo aos morfotipos das demais
localidades. No comego da fase jovem (30 dias de vida) e apds o estabelecimento da fase adulta
(150 e 180 dias de vida), esses morfotipos apresentaram menores valores de distancia euclidiana,
evidenciando padrdoes morfométricos ainda mais similares.

Os morfotipos das localidades de Cruzilia e Juiz de Fora apresentaram similaridade em nas
idades observadas, exceto na idade de 30 dias. Tais morfotipos ndo apresentaram similaridade com
o morfotipo de Barra Mansa em nenhuma idade observada, e demonstraram maior distdncia em

relag@o ao morfotipo de Floriano, principalmente o morfotipo de Cruzilia.

Tabela 15. Distancia Euclidiana da morfometria da concha de Leptinaria unilamellata de diferentes
localidades nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

JF CR BM FLO

30 dias

Juiz de Fora (JF) 0 — — —
Cruzilia (CR) 6.9502 0 - -
Barra Mansa (BM) 3.4968 4.1968 0 -
Floriano (FLO) 4.5805 3.3297 1.3464 0
Menor distancia (BM e FLO) 1.3464 - - -
Maior distancia (JF e CR) 6.9502 --- - -
60 dias

Juiz de Fora (JF) 0 — — —
Cruzilia (CR) 4.2942 0 - -—-
Barra Mansa (BM) 5.5151 2.3819 0 -
Floriano (FLO) 2.1644 5.5172 6.1924 0
Menor distancia (JF ¢ FLO) 2.1644 — — —

Maior distancia (BM e FLO) 6.1924 -—- ---
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Tabela 15. (continua¢do)

JF CR BM FLO
90 dias
Juiz de Fora (JF) 0 - — -
Cruzilia (CR) 4.1178 0 -—- -
Barra Mansa (BM) 3.1181 5.602 0 -
Floriano (FLO) 4.993 6.0936 2.8067 0
Menor distancia (BM e FLO) 2.8067 - - —
Maior distancia (CR e FLO) 6.0936 --- - —
120 dias
Juiz de Fora (JF) 0 - — -
Cruzilia (CR) 4.4668 0 - —
Barra Mansa (BM) 4.6773 4.5343 0 -—-
Floriano (FLO) 6.1757 3.77 3.6413 0
Menor distancia (BM e FLO) 3.6413 - _— —
Maior distancia (CR e FLO) 6.1757 --- - —
150 dias
Juiz de Fora (JF) 0 - — -
Cruzilia (CR) 3.2687 0 - -
Barra Mansa (BM) 2.9222 5.4409 0 -—-
Floriano (FLO) 47618 7.2691 1.9127 0
Menor distancia (BM e FLO) 1.9127 _— — —
Maior distancia (JF e FLO) 7.2691 -—- - o~
180 dias
Juiz de Fora (JF) 0 - - -
Cruzilia (CR) 3.3634 0 - -
Barra Mansa (BM) 4.1359 6.015 0 -
Floriano (FLO) 4.1782 6.594 1.5697 0
Menor distancia (BM e FLO) 1.5697 --- --- -
Maior distancia (CR e FLO) 6.954 - — —

A anélise de agrupamentos demonstrou que os morfotipos de Barra Mansa e Floriano foram
agrupados nas idades de 30, 90, 120, 150 e 180 dias, a maior similaridade entre estes morfotipos
(Figura 8). Na idade de 30 dias, a distancia entre estes morfotipos foi de apenas 23%, o morfotipo
de Cruzilia apresentou uma distancia de 75% desse agrupamento. O morfotipo da localidade de Juiz
de Fora se apresentou como um grupo externo ao agrupamento formado pelos outros morfotipos,
apresentando 100% de distancia em relacdo as outras localidades. Na idade de 90 dias, a distancia
foi de 44% entre Barra Mansa e Floriano, enquanto que nas idades de 120, 150 e 180 dias, 64%,

25% e 20%, respectivamente. Esses valores de distdncia confirmaram que na fase adulta, as
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relagdes entre as varidveis tende a estabilidade e os padrdoes morfométricos da concha sdo
estabelecidos, havendo menor distancia entre os padrdes mais similares.

Na idade de 60 dias, ocorreram dois agrupamentos, o mais similar entre os morfotipos de Juiz
de Fora e Floriano, com 25% de distancia, e outro entre os morfotipos de Cruzilia e Barra Mansa
com 30% de distancia. Nesta idade, que corresponde a fase jovem, os padrdes morfométricos das
conchas dos morfotipos ainda ndo estdo bem estabelecidos. Isso foi confirmado pela menor
consisténcia na formagao dos agrupamentos, que apresentaram somente 14% de distancia.

Os morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia foram agrupados nas idades de 90, 150 e 180 dias,
com distancias correspondendo a 64%, 43% e 43% respectivamente. Nestas idades, as porcentagens
de distancia encontradas entre Juiz de Fora e Cruzilia, se apresentaram mais altas do que entre Barra
Mansa e Floriano. Entretanto, nas idades de 30 e 120 dias de vida, os morfotipos das localidades de
Juiz de Fora e Cruzilia ndo foram agrupados. Na idade de 120 dias, o morfotipo de Cruzilia
apresentou uma distancia de 76% do agrupamento entre Barra Mansa ¢ Floriano. Esse valor de
distancia foi muito semelhante ao encontrado aos 30 dias de vida. Também nesta idade, o morfotipo
de Juiz de Fora se apresentou como um grupo externo, havendo 100% de distancia em relagdo as

outras localidades.
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Grafico 5

. Anadlise de agrupamentos da conquiliomorfometria de Leptinaria unilamellata de

diferentes localidades na idade de 30 dias (A), 60 dias (B), 90 dias (C), 120 dias (D), 150 dias (E) e

180 dias (F). JF — moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — moluscos

provenientes da localidade de Cruzilia; BM — moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa;

FLO - moluscos provenientes da localidade de Floriano.
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A andlise discriminante, refere-se a possibilidade de separar diferentes grupos com base nas
variaveis disponiveis. O resultado da andlise discriminante aplicada as variaveis morfométricas da
concha dos morfotipos das quatro localidades esta representado na Figura 9. Na idade de 30 dias
ocorreu a formacdo de 3 grupos ndo muito bem definidos, o que significa que os padrdes
morfométricos nesta idade ndo foram estabelecidos. Um grupo composto pelo morfotipo de
Cruzilia, e o outro pelo morfotipo de Juiz de Fora, o terceiro grupo foi formado pelas localidades de
Barra Mansa e Floriano.

Na idade de 60 dias, ao contrario, ocorreu a formagdo de quatro grupos bem definidos
compostos por cada morfotipo em estudo separadamente. Entretanto, o morfotipo de Cruzilia
demonstrou ser semelhante ao morfotipo de Barra Mansa, devido a um individuo da localidade de
Cruzilia, ter apresentado morfometria da concha semelhante ao morfotipo de Barra Mansa. As
conchas do morfotipo da localidade de Juiz de Fora apresentaram morfologia mais proxima as
conchas do morfotipo de Cruzilia, enquanto o morfotipo de Floriano demonstrou ser o grupo mais
distante dos demais.

Na idade de 90 dias, como observado na idade anterior, houve a formacdo de grupos definidos
incluindo os morfotipos de cada localidade. Além disso, foi evidenciado um padrdo de similaridade
entre morfotipos. Os morfotipos de Juiz de Fora e Barra Mansa se mostraram proximos, o ultimo,
por sua vez mais similar ao morfotipo de Floriano. O morfotipo de Cruzilia foi representado no
grafico como um grupo distante das outras localidades, com seus componentes dispersos no grafico.

Ao contrario do que foi visto na idade anterior de 120 dias, o morfotipo de Juiz de Fora
demonstrou ser mais proximo do morfotipo de Floriano, enquanto que este tltimo ficou relacionado
com o morfotipo de Barra Mansa. A localidade de Cruzilia por sua vez permaneceu isolada dos
demais grupos, mas com seus componentes formando um grupo mais definido.

Aos 150 e 180 dias de vida, os resultados dos padrdes morfométricos apesar de formarem
grupos com componentes dispersos, foram mais similares aos encontrados pelas analises anteriores
de variagdo interpopulacional. As localidades de Barra Mansa e Floriano se mostraram altamente
relacionadas, com componentes se sobrepondo no grafico. Dessa forma esses morfotipos nessa fase
de vida apresentam padrdes morfométricos bastante similares. O morfotipo de Cruzilia e Juiz de
Fora demonstraram ser dois grupos proximos, mas nao tanto quanto as localidades anteriormente
citadas. O morfotipo da localidade de Cruzilia demonstrou ser o mais distante dos demais, enquanto
que o morfotipo de Juiz de Fora apresentou certa semelhanca com os morfotipos das localidades de

Barra Mansa e Floriano.
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Grafico 6. Analise discriminante da conquiliomorfometria de Leptinaria unilamellata de diferentes
localidades na idade de 30 dias (A), 60 dias (B), 90 dias (C), 120 dias (D), 150 dias (E) ¢ 180 dias (F). & -
moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; B — moluscos provenientes da localidade de
Cruzilia; ® — moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; ¥ - moluscos provenientes da
localidade de Floriano.
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4.3.4 Alometria do crescimento

A andlise de alometria do crescimento foi aplicada com o objetivo de caracterizar o padrao de
crescimento ao longo do desenvolvimento dos moluscos, e verificar se esse padrdo varia entre os
morfotipos das diferentes localidades. Foram analisadas 6 relagdes de alometria, aplicadas a cada
morfotipo nas diferentes idades. Somente os valores de coeficiente alométrico (b) significativos
através do teste t foram considerados. Através da relagdo 4: CC=a . LC (Comprimento da concha
= a . Largura total da concha) e a relagio 5: CE = a . CC® (Comprimento da espira = a .
comprimento total da concha), foram obtidos valores de coeficiente alométrico mais significativos,
sendo esta as relagdes mais relevantes na diferenciagdo dos morfotipos.

Na relagdo 1, LA =a . LC° (Largura da abertura da concha = a . Largura total da conchab),
todos os morfotipos apresentaram, na maior parte das idades observadas, alometria negativa, onde
taxa de crescimento da LA ¢ inferior a taxa de crescimento da LC. Somente nas idades de 90 e 150
dias, o padrao de crescimento das medidas lineares da concha analisado por meio dessa relagdo foi
similar entre os morfotipos (Tabela 14).

Os morfotipos apresentaram uma maior freqiiéncia de alometria negativa para a relagao 2, CA
=a.LC (Comprimento da abertura da concha = a . Largura total da concha®), o que significa que a
taxa de crescimento de CA apresentou-se inferior a taxa da LC (Tabela 15). Similarmente a analise
da relagdo anterior, com estes resultados pode-se observar que um aumento no tamanho da largura
total da concha, ndo necessariamente ¢ acompanhado por um aumento no comprimento da abertura
da concha. Somente nas idades de 30, 120 e 180 dias, o padrao de crescimento das medidas lineares
da concha analisado por meio dessa relagdo foi similar entre os morfotipos.

As relagdes 1 e 2 indicam que, ao longo do desenvolvimento dos moluscos, o crescimento da
largura total da concha ndo ¢ proporcional ao crescimento da largura e comprimento da abertura da
concha. Portanto, a abertura da concha do molusco jovem ¢ maior em relagdo ao seu tamanho
corporal, quando comparado ao adulto.

Como resultado da relacdo 3, CE = a . LC® (Comprimento da espira = a . Largura total da
conchab), diferentemente das relacdes anteriores, houve um maior numero de relacdes alométricas
positivas do que negativas (Tabela 16). Ou seja, a taxa de crescimento da espira foi superior a taxa
de crescimento da largura total da concha. Na relagdo 4, CC = a . LC® (Comprimento total da
concha = a . Largura total da conchab), para a maior parte das analises ocorreu a alometria negativa,
onde a taxa de crescimento do CC foi inferior & taxa de crescimento da LC (Tabela 17). A medida
que a concha cresce, a nova volta formada que, até a formacgdo da proxima volta da espiral, constitui

a volta corporal, ¢ sempre maior que a volta anterior. A volta corporal sempre cresce mais em
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largura do que em comprimento e, portanto, a largura total da concha corresponde a maior largura
da volta corporal. A maior taxa de crescimento da largura total, em relagdo ao comprimento total da
concha, como demonstrado pela relagdo 4, pode ser explicada pelo crescimento desigual da volta
corporal, tornando a contribuicao da volta corporal para o aumento do comprimento total da concha
(volta corporal mais espira) menos significativa do que a contribui¢do para o aumento em largura.
Os padrdes expressos pela relacdo 3, na qual a taxa de crescimento da espira ¢ superior a taxa de
crescimento da largura total da concha e pela relacdo 4, onde hd a expansdo progressiva em largura
a medida que a concha cresce, determinam a forma cdnica, com base larga, caracteristica da concha
de L. unilamellata.

Os resultados da relacdo 5, CE=a . CC® (Comprimento da espira = a . Comprimento total da
concha®), mostram que a maior parte dos padrdes de crescimento foram alométricos positivos, onde
a taxa de crescimento da espira foi maior do que a taxa de crescimento do comprimento total da
concha (espira mais volta corporal). Esse resultado confirma que a contribui¢do da volta corporal
para o aumento do comprimento total da concha ¢ menos significativa do que a contribuigdo para o
aumento em largura (Tabela 18).

A maior parte dos resultados da relacao 6, CA =a. ccP (Comprimento da abertura da concha
= a . Comprimento total da concha®), correspondeu a crescimento alométrico negativo, onde o
comprimento da abertura demonstrou uma taxa de crescimento inferior a taxa do comprimento da
concha (Tabela 19). O crescimento da concha de L. unilamellata ocorre por acréscimo de material
na borda da abertura da concha. Esse acréscimo ocorre em uma direcdo inclinada para baixo, de
maneira que a préxima volta formada sobrepde apenas parcialmente a volta anterior. Dessa forma, o
comprimento da volta corporal sempre ¢ maior que o comprimento da abertura da concha e o
acréscimo ao comprimento total da concha corresponde ao comprimento da abertura mais o
comprimento da penultima volta da concha. Esse padrdo de crescimento também contribui para a

forma coOnica da concha.
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Tabela 16. Relagdes conquiliomorfométricas entre as varidveis largura da abertura da concha (LA) e
largura total da concha (LC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG;
Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ ¢ Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Populacdo Equagdo alométrica Coeficiente de  Erro padrio Teste-t Relagdo
determinacao alométrica
30 dias
JF LA=-0.28 .LC"" 0.81 0.0311 t=10.8 p=0.000 alometria +
FLO  LA=-0.53.LC"® 0.07 0.0959 t=1.47 p=0.1537 alometria -
CR  LA=-0.15.LC*" 0.67 0.0156 t=7.46 p=0.0000 alometria -
BM  LA=0.09.LC"" 0.0087 0.0069 t=0.50 p=0.6245 alometria -
60 dias
JE LA=-0.37. LC"™® 0.38 0.0303  t=4.11p=0.000 alometria -
FLO  LA=-0.25.LC"* 0.63 0.0342  t=6.84 p=0.0000 Isometria
CR  LA=-029.LC'* 0.59 0.0546  t=6.29 p=0.000 alometria +
BM  LA=0.18.LC"" 0.0063 0.0643  t=0.42 p=0.6765 alometria -
90 dias
JE LA=-0.37.LC"® 0.38 0.0208  t=4.31 p=0.0000 alometria -
FLO LA=-0.44.LC"® 0.09 0.1086  t=1.67 p=0.1055 alometria -
CR  LA=-046.LC"* 0.13 0.1082  t=1.98 p=0.0584 alometria -
BM  LA=0.09.LC"" 0.123 0.0052  t=2.25 p=0.0323 alometria -
120 dias
JE LA=-0.44 . LC" 0.19 0.0593  t=2.56 p=0.0160 alometria -
FLO LA=-0.74.LC"* 0.02 0.0739  t=0.66 p=0.5141 alometria -
CR  LA=-036.LC"” 0.20 0.092 t=2.68 p=0.0122 Isometria
BM  LA=0.09.LC"" 0.1633 0.0069  t=2.34 p=0.0267 alometria -
150 dias
JF LA=-0.39 . LC"* 0.22 0.0643 t=2.79 p=0.0094 alometria -
FLO LA=-0.78.LC°"" 0.08 0.0628 t=-1.60 p=0.1197  alometria -
CR  LA=-034.LC"* 0.28 0.0586 t=3.37 p=0.0022 alometria -
BM  LA=0.22.LC"" 0.0054 0.0317 t=0.37 p=0.7167 alometria -
180 dias
JF LA=-0.25.LC"" 0.37 0.116 t=4.03 p=0.0000 alometria +
FLO LA=-0.63.LC"" 0.005 0.0649  t=-0.37 p=0.7135 alometria -
CR  LA=-036.LC"" 0.0076 0.1022  t=0.46 p=0.6466 alometria -
BM  LA=0.26.LC"" 0.0006 0.0519  t=0.13 p=0.8949 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da
localidade de Cruzilia, BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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Tabela 17. Relagdes conquiliomorfométricas entre as varidveis comprimento da abertura da concha
(CA) e largura total da concha (LC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora,
MG:; Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ ¢ Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Coeficiente de Erro Relagédo
Populacdo Equagfo alométrica eterminagdo sadrdo Teste-t alométrica
30 dias
JF CA=-0.17 . LC*” 0.31 0.0676  t=3.71 p=0.0009 alometria -
FLO  CA=-0.45.LC™ 0.0669 0.067  t=1.42 p=0.1674 alometria -
CR CA=-0.17 . LC*® 0.2157 0.0969  t=2.78 p=0.0097 alometria -
BM CA=0.03. LC*® 0.1476 0.0094  t=2.20 p=0.0360 alometria -
60 dias
JF CA=-0.16 . LC*"® 0.3019 0.0315  t=3.48 p=0.0016 alometria -
FLO  CA=-0.25.LC"*® 0.28 0.0228  t=3.31 p=0.0026 alometria -
CR CA=-0.03 . LC""? 0.7218 0.024  t=8.52 p=0.0000 alometria +
BM CA=0.15.LC"> 0.1588 0.0268  t=2.30 p=0.0291 alometria -
90 dias
JF CA=-0.24 . LC™ 0.1699 0.0217  t=2.39 p=0.0235 alometria -
FLO  CA=-0.44.LC"® 0.09 0.1086  t=1.67 p=0.1055 alometria -
CR CA=-0.07 .LC"™ 0.6655 0.0348  t=7.33 p=0.0000 isometria
BM CA=0.37.LC"™ 0.0007 0.0225  t=0.14 p=0.8911 alometria -
120 dias
JF CA=-0.09 . LC** 0.7196 0.0182  t=8.48 p=0.0000 alometria -
FLO  CA=-0.11.LC"¥ 0.1059 0.0666  t=1.82 p=0.0792 alometria -
CR CA=-0.26 . LC** 0.0392 0.0255  t=1.07 p=0.2945 alometria -
BM CA=0.21.LC"" 0.0589 0.0289  t=1.32 p=0.1960 alometria -
150 dias
JF CA=-0.08 . LC"” 0.6645 0.0328  t=7.45 p=0.0000 isometria
FLO  CA=0.07.LC" 0.4383 0.0343  t=4.67 p=0.0000 alometria +
CR CA=-0.14 . LC""™ 0.3349 0.0363  t=3.76 p=0.0008 alometria -
BM CA=-0.01.LC"¥ 0.1595 0.0338  t=2.18 p=0.0390 alometria -
180 dias
JE CA=-0.14 . LC"7 0.5026 0.0279  t=5.32 p=0.0000 alometria -
FLO  CA=-0.21.LC"® 0.1708 0.013  t=2.40 p=0.0231 alometria -
CR CA=-0.11.LC"™ 0.2735 0.0612  t=3.25 p=0.0030 alometria -
BM CA=0.28.LC"** 0.0508 0.028  t=1.22 p=0.2312 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da
localidade de Cruzilia, BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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Tabela 18. Relagdes conquiliomorfométricas entre as variaveis comprimento da espira da concha
(CE) e largura total da concha (LC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora,
MG:; Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ ¢ Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Coeficiente de Erro Relacdo

Populacdo Equagdo alométrica  determinagdo padrao Teste-t alométrica
30 dias

JF CE=-0.04 . L¢"”’ 0.6359 0.0557 t=6.99 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.91.LC"*® 0.0013 0.0756 t=0.19 p=0.8502 alometria -

CR CE=-0.33 . LC"" 0.3092 0.1054 t=3.54 p=0.0014 alometria +

BM CE=-0.01.LC"* 0.3426 0.0022 t=3.82 p=0.0007 alometria -
60 dias

JE CE=-0.18 .LC"* 0.4832 0.0384 5.11 p=0.000 alometria +

FLO CE=0.15.LC'* 0.6964 0.0541 8.02 p=0.0000 alometria +

CR CE=-0.07 .LC'* 0.6811 0.0453 7.73 p=0.0000 alometria +

BM CE=0.20 . LC"* 0.0865 0.0314 1.63 p=0.1145 alometria -
90 dias

JF CE=0.01 .LC"* 0.5114 0.0296 5.41 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.29 . LC** 0.0476 0.0404 1.18 p=0.2468 alometria -

CR CE=-0.05.LC"*” 0.7293 0.0468 8.53 p=0.0000 alometria +

BM CE=-0.11.LC""” 0.4158 0.0147 4.46 p=0.0001 alometria +
120 dias

JF CE=-0.03.LC"" 0.7415 0.0239 8.96 p=0.0000 alometria -

FLO CE=-0.40 . LC"® 0.4608 0.0179 4.89 p=0.0000 alometria -

CR CE=-0.23 . LC"* 0.2801 0.0252 3.30 p=0.0026 alometria -

BM CE=-0.23.LC'" 0.4007 0.0345 4.33 p=0.0001 alometria -
150 dias

JF CE=-0.04 . LC"" 0.7097 0.0291 8.27 p=0.0000 Isometria

FLO CE=-0.24 . LC"* 0.0611 0.0147 1.35 p=0.1879 alometria -

CR CE=-0.01 .LC"® 0.4836 0.0963 5.12 p=0.0000 alometria +

BM CE=0.31.LC"* 0.0746 0.0168 1.42 p=0.1680 alometria -
180 dias

JF CE=-0.03.LC"" 0.5936 0.0442 6.40 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.09 . LC*¥ 0.1904 0.0229 2.57 p=0.0159 alometria -

CR CE=-0.18 . LC** 0.1716 0.0229 2.41 p=0.0228 alometria -

BM CE=0.18 . LC™*® 0.0708 0.0665 1.46 p=0.1553 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da
localidade de Cruzilia, BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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Tabela 19. Relacdes conquiliomorfométricas entre as variaveis comprimento total da concha (CC) e
largura total da concha (LC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG;
Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ ¢ Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

Coeficiente de Erro Relacdo
Populacdo Equagdo alométrica  determinagdo padrao Teste-t alométrica
30 dias
JF CC=0.11.LC"™ 0.6663 0.0137 7.48 p=0.0000 alometria -
FLO CC=-0.09 . LC* 0.1808 0.0193 2.49 p=0.0191 alometria -
CR CC=0.15.LC" 0.6653 0.0156 7.46 p=0.0000 alometria -
BM CC=0.19.LC** 0.2113 0.013 2.74 p=0.0106 alometria -
60 dias
JF CC=0.23.LC"" 0.7216 0.0084 8.52 p=0.0000 isometria
FLO CC=0.39.LC"™ 0.7137 0.0247 8.35 p=0.0000 isometria
CR CC=0.78 . LC*"! 0.7916 0.0961 10.31 p=0.0000 alometria +
BM CC=0.34.LC'* 0.3996 0.0532 4.32 p=0.0001 alometria +
90 dias
JF CC=0.35.LCc"" 0.5975 0.0147 6.45 p=0.0000 alometria +
FLO CC=0.11.LC"% 0.152 0.0108 2.24 p=0.0331 alometria -
CR CC=0.38.LC'Y 0.9531 0.0055 23.43 p=0.0000 alometria +
BM CC=0.40.LC"" 0.3571 0.034 3.94 p=0.0001 alometria +
120 dias
JE CC=-0.44 .LC" 0.1901 0.0593 2.56 p=0.0160 alometria -
FLO CC=0.19 . LC*" 0.3691 0.0037 4.05 p=0.0000 alometria -
CR CC=0.22.LC" 0.4622 0.0099 4.91 p=0.0000 alometria -
BM CC=-0.04 . LC** 0.5475 0.06 5.82 p=0.0001 alometria -
150 dias
JF CC=-0.32.LC"" 0.7644 0.0177 9.53 p=0.0000 alometria -
FLO CC=0.19.LC"*¥ 0.2467 0.007 3.03 p=0.0052 alometria -
CR CC=0.33.LC"" 0.8453 0.0078 12.37 p=0.0000 alometria +
BM CC=0.82.LC"™ 0.1459 0.0353 2.07 p=0.0492 alometria -
180 dias
JF CC=0.29 . LC"® 0.6763 0.0171 7.65 p=0.0000 alometria -
FLO CC=0.26 . LC"® 0.2909 0.0098 3.39 p=0.0021 alometria -
CR CC=0.23.LC"* 0.3421 0.0102 3.82 p=0.0007 alometria -
BM CC=0.78 . LC"” 0.1037 0.0806 1.80 p=0.0825 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da
localidade de Cruzilia, BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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Tabela 20. Relagdes conquiliomorfométricas entre as variaveis comprimento da espira da concha
(CE) e comprimento total da concha (CC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de
Fora, MG; Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 ¢ 180

dias.

Coeficiente de Erro Relagao

Populacdo Equac@o alométrica  determinacdo padrao Teste-t alométrica
30 dias

JF CE=-0.45.CC'* 0.4697 0.0811 4.98 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.64 . CC"" 0.02547 0.0614 2.55 p=0.0166 alometria -

CR CE=-0.69 . CC"" 0.2307 0.1174 2.90 p=0.0072 alometria -

BM CE=0.04 . CC"% 0.196 0.0027 2.61 p=0.0142 alometria -
60 dias

JF CE=-0.47.CC'* 0.7017 0.0222 8.11 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.40 . CcC"* 0.9664 0.006 28.38 p=0.0000 alometria +

CR CE=-0.47.cc"" 0.8018 0.0281 10.64 p=0.0000 alometria +

BM CE=0.04 . CC"¥ 0.3216 0.0233 3.64 p=0.0011 alometria -
90 dias

JF CE=-0.41.cC"" 0.8445 0.0094 12.33 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.41.cCC'? 0.319 0.0289 3.62 p=0.0011 alometria +

CR CE=-0.46 . CcC"!! 0.8444 0.0269 1.21 p=0.0000 alometria +

BM CE=-0.28 . CC*% 0.8259 0.0044 11.53 p=0.0001 alometria -
120 dias

JF CE=-0.41.cc""” 0.8923 0.0099 15.23 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.40 . cC"*®' 0.4608 0.0179 4.89 p=0.0000 alometria +

CR CE=-0.47.cC"" 0.6749 0.0114 7.62 p=0.0000 alometria +

BM CE=-0.13 . CC"" 0.585 0.0239 6.28 p=0.0001 alometria -
150 dias

JF CE=-0.39.cC'” 0.89 0.011 15.05 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.37.CC"® 0.375 0.0098 4.10 p=0.0000 alometria -

CR CE=-0.51 .CC"' 0.6095 0.0729 6.61 p=0.0000 alometria +

BM CE=-0.06 . CC"* 0.4844 0.0094 4.85 p=0.0001 alometria -
180 dias

JF CE=-0.39.cc"" 0.6034 0.0432 6.53 p=0.0000 alometria +

FLO CE=-0.40 . cC'? 0.7935 0.0059 10.37 p=0.0000 alometria +

CR CE=-0.42.CC'® 0.6195 0.0105 6.75 p=0.0000 alometria +

BM CE=-0.32. CC"*® 0.5775 0.0302 6.19 p=0.0001 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da
localidade de Cruzilia; BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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Tabela 21. Relagdes conquiliomorfométricas entre as varidveis comprimento da abertura da concha

(CA) e comprimento total da concha (CC) de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de
Fora, MG; Cruzilia, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano, RJ, nas idades de 30, 60, 90, 120, 150 ¢ 180

dias.

Coeficiente de Erro Relagao

Populacdo Equacdo alométrica  determinagdo padrao Teste-t alométrica
30 dias

JF Ca=-0.24 . Cc'*® 0.6444 0.0358 7.12 p=0.0000 alometria +

FLO Ca=-0.70 . Cc™" 0.0119 0.071 0.58 p=0.5656 alometria -

CR Ca=-0.50 . Cc™* 0.1022 0.1109 1.79 p=0.0850 alometria -

BM Ca=0.06 . Cc"*’ 0.1383 0.0095 2.12 p=0.0429 alometria -
60 dias

JF Ca=-0.34 . Cc"¥ 0.4249 0.026 4.55 p=0.0000 alometria -

FLO Ca=-0.41.Cc"* 0.3399 0.0209 3.80 p=0.0007 alometria -

CR Ca=-0.35.Cc"® 0.6976 0.0261 8.04 p=0.0000 alometria -

BM Ca=0.33 . Cc"”’ 0.0154 0.0313 0.66 p=0.5139 alometria -
90 dias

JF Ca=-0.40 . Cc™’ 0.354 0.0169 3.92 p=0.0005 alometria -

FLO Ca=-0.40 . Cc™™ 0.0002 0.0873 0.07 p=0.9438 alometria -

CR Ca=-0.36 . Cc"” 0.643 0.0371 6.97 p=0.0000 alometria -

BM Ca=0.28 . Cc™” 0.0202 0.022 0.76 p=0.4536 alometria -
120 dias

JF Ca=-0.40 . Cc™™ 0.7509 0.0162 9.19 p=0.0000 alometria -

FLO Ca=-0.40 . Cc"¥ 0.0068 0.074 0.44 p=0.6659 alometria -

CR Ca=-0.36 . Cc"* 0.2666 0.0194 3.19 p=0.0035 alometria -

BM Ca=0.18 . Cc""” 0.153 0.026 2.25 p=0.0325 alometria -
150 dias

JF Ca=-0.38 .Cc""’ 0.4567 0.0531 4.85 p=0.0000 alometria -

FLO Ca=-0.44 . Cc"* 0.1015 0.0549 1.78 p=0.0806 alometria -

CR Ca=-0.36 . Cc"* 0.3786 0.0339 4.13 p=0.0000 alometria -

BM Ca=-0.07 . Cc™"! 0.1741 0.0332 2.30 p=0.0303 alometria -
180 dias

JF Ca=-0.37 . Cc"® 0.3886 0.0338 4.31 p=0.0000 alometria -

FLO Ca=-0.41.Cc™® 0.1765 0.0129 2.45 p=0.0208 alometria -

CR Ca=-0.47 . Cc'** 0.3309 0.0564 3.72 p=0.0009 alometria +

BM Ca=0.44 . Cc™" 0 0.0295 0.03 p=0.9754 alometria -

Legenda: JF- moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR — Moluscos provenientes da

localidade de Cruzilia; BM — Moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO — Moluscos

provenientes da localidade de Floriano.
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4.4 DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel detectar a presencga de variabilidade morfoldgica da concha de
L. unilamellata proveniente de diferentes localidades.

Os moluscos terrestres possuem caracteristicas peculiares, tais como baixa mobilidade,
capacidade de autofecundacdo, presenca de polimorfismos, dentre outras. Devido a baixa
mobilidade, o fluxo génico entre as populacdes ¢ baixo, criando o isolamento e, potencialmente,
levando a aquisicdo de adaptacdes morfoldgicas e de historia de vida altamente relacionadas as
condi¢des locais (PFENNINGER e POSADA, 2002). Esses mecanismos podem favorecer o isolamento
reprodutivo e, conseqiientemente, a diferenciacdo genética e morfoldgica das populacdes isoladas.
Nesse contexto, o estudo da morfometria da concha pode resultar na constatacdo de diferentes
padrdes morfologicos, possibilitando a distingdo de morfotipos, e da existéncia de variabilidade em
diferentes populacdes isoladas geograficamente.

Os morfotipos de Barra Mansa e Floriano apresentaram valores de distancia euclidiana
progressivamente menores, ao longo do desenvolvimento dos moluscos, evidenciando padrdes
morfométricos ainda mais similares. Na fase adulta as relagdes entre as medidas lineares da concha
estdo estabelecidas, diferentemente do que se observa na fase jovem, onde os padrdes ndo sdo
consistentes. Assim, morfotipos que sdo similares na fase jovem, podem ndo apresentar
similaridade na fase adulta. As localidades de Cruzilia e Juiz de Fora apresentaram semelhanga
morfologica, exceto na fase jovem com a idade de 30 dias. Isso se deve ao fato de que entre
algumas espécies de moluscos, na fase jovem dificilmente ¢ possivel a distingao de espécies, devido
a grande similaridade dos padrdes morfométricos da concha. O presente estudo demonstra que a
aplicagdo de métodos morfométricos, em estudos de distingdo e variabilidade de espécies,
utilizando-se moluscos jovens, com padrdes morfologicos ainda ndo estabelecidos, pode levar ao
erro. Uma solucdo seria aplicar estes métodos apenas em moluscos reconhecidamente maduros, por
exemplo, algumas espécies apresentam o bordo externo da abertura da concha, o peristoma,
refletido.

Como resultado de estudos comparativos envolvendo populagdes da mesma espécie de areas
geograficas diferentes, ou ainda, espécies de um mesmo género ocupando habitats distintos,
diversos autores encontraram relacdo entre a morfologia da concha e caracteristicas fisicas do
ambiente. Neste contexto, as diferencas morfoldgicas encontradas parecem ser adaptacdes a
diferentes pressdes ambientais. Entretanto, alguns estudos mostram a auséncia de relacdo entre as

caracteristicas ambientais e as diferengcas morfologicas entre populagdes. Quando ndo existem
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evidéncias de relagdo entre restricdes ambientais e variagdo morfoldgica, os autores atribuem tal
variacdo a fatores que atuaram no passado, tais como processos neutros ou pressoes seletivas que
deixaram de agir (CHIBA e DAVISON, 2007; FIORENTINO et al., 2008). O tipo de ambiente pode
influenciar na morfologia da concha. Em geral, moluscos que habitam areas de florestas primarias
pouco alteradas com maior umidade e menores temperaturas, apresentam um maior crescimento da
abertura da concha. Ja os que habitam areas de maior alteracao antropica, apresentam menor largura
da abertura, isso pode estar relacionado & uma menor retengdo de umidade e temperaturas maiores
apresentadas nessas areas, ja que a serrapilheira ¢ mais escassa (SANTOS e MONTEIRO, 2001). A
menor area da abertura da concha tem sido interpretada como uma adaptagdo para reduzir a perda
de adgua em espécimes em estivacdo, ou para baixar o centro de gravidade, impedindo que o
molusco seja deslocado durante o periodo de inatividade (FIORENTINO et al., 2008).

No presente estudo, a relagdo de alometria entre a largura da abertura e a largura total da
concha, assim como a relagdo entre o comprimento da abertura e a largura total da concha, indica
que, ao longo do desenvolvimento dos moluscos, o crescimento da largura total da concha nao ¢
proporcional ao crescimento da largura e comprimento da abertura da concha. Portanto, a abertura
da concha do molusco jovem ¢ maior em relagdo ao seu tamanho corporal, quando comparado ao
adulto, o que aumenta o risco de dessecacdo dos jovens. Uma maior mortalidade ¢ comumente
verificada na fase jovem de moluscos terrestres. Entretanto ocorrem estratégias reprodutivas que
favorecem a sobrevivéncia desses jovens, como exemplo a retencdo dos filhotes no tutero do
molusco adulto, em resposta a condigdes ambientais adversas. Um concha mais globosa com uma
menor abertura permite evitar condi¢des de risco, como a dessecagdo e a predacdo (CARVAJAL-
RODRIGUEZ et al., 2005), esse tipo de concha ¢é verificado nos moluscos da espécie Leptinaria
unilamellata, provavelmente é um dos fatores que favorece a sobrevida do adulto.

As relagdes morfométricas fornecem instrumentos que permitem inferir sobre a forma e o
padrdo de crescimento da concha, como a relagdo altura/didmetro que indica a forma da concha, se
trocoide ou globdide. Os padrdes expressos pelas relagdes entre o comprimento da espira e largura
total da concha, e entre o comprimento total e a largura total da concha, indicam que a taxa de
crescimento da espira superior a taxa de crescimento da largura total da concha e a expansao
progressiva em largura a medida que a concha cresce, determinam a forma conica, com base larga,
caracteristica da concha de L. unilamellata. Esses padrdes podem complementar estudos de
autoecologia, estabelecendo relagdes entre a forma da concha e o tipo de ambiente em que as
espécies se encontram. De maneira geral, os autores observam que espécies que vivem em sitios

umidos e protegidos tendem a ter conchas com espiras altas e aberturas relativamente grandes,
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enquanto espécies de habitats secos e desprotegidos tendem a ter conchas com espira baixa e
abertura estreita (CHIBA € DAVISON, 2007).

Com respeito a ontogenia da concha, a alometria do crescimento varia ao longo do
desenvolvimento dos moluscos e, dessa forma, nas diferentes idades, a relagdao entre as variaveis
pode mudar. Como conseqiiéncia, a forma final da concha ¢ o resultado da interagdo entre os
padrdes de crescimento das diferentes variaveis durante todo o processo de formagao da concha.
Quando a morfologia final da concha ¢ atingida, durante a fase adulta, o crescimento ndo determina
mudancas na forma da concha, mas apenas acompanha o aumento em tamanho do molusco. Em
poucas idades foi observada semelhanca na alometria do crescimento dos morfotipos de cada
localidade. Isso pode indicar que o processo de formacdao da concha varia entre os morfotipos
levando a variabilidade morfologica observada no presente estudo. Embora o presente trabalho nao
nos permita falar sobre a origem da variabilidade morfolégica dos espécimes provenientes das
diferentes populagdes, os resultados do estudo sobre a alometria do crescimento nos possibilitam
discutir algumas questdes interessantes. As diferengas na morfologia da concha sdao provavelmente
determinadas geneticamente, uma vez que os moluscos das diferentes populacdes foram criados sob
condi¢des experimentais idénticas e sujeitos s mesmas condi¢des de temperatura ¢ umidade. E
interessante observar que essas diferengas se manifestam também na ontogenia da concha, de
maneira que nao apenas a forma final da concha do adulto ¢ diferente, mas também todo o processo
de formacao da concha, representado pelas relagdes entre as varidveis morfométricas estudadas.

O estudo da ontogenia da concha também nos permite compreender os mecanismos
estruturais, ao longo do desenvolvimento dos moluscos, que dao origem a diversidade de formas
observadas nas diferentes espécies. No presente estudo, foi possivel o entendimento do padrao de
formagdo da concha de L. unilamellata, especialmente que origina a sua forma conico-alongada.
Durante a formagao da concha de L. unilamellata, ha sobreposic¢do parcial das sucessivas voltas da
concha, ao longo do desenvolvimento do molusco. A dire¢do do crescimento nesse tipo de concha ¢
inclinada, devido a isso foi verificado que nas conchas dessa espécie, as suturas sao levemente
inclinadas, indicando essa dire¢do. As conchas conicas apresentam sobreposi¢do parcial, e em
alguns casos nem mesmo ha sobreposicao das voltas. Diferentemente, nas conchas plano-espirais, a
sobreposi¢ao das sucessivas voltas é completa, ou na maior parte das vezes quase completa.

No presente estudo, a variabilidade morfologica permaneceu entre os moluscos das diferentes
populacdes mantidos nas mesmas condi¢gdes laboratoriais, 0 que sugere que tais caracteristicas nos
padrdes morfoldgicos e de crescimento, estdo ligadas principalmente a fatores genéticos. Em

moluscos terrestres, a baixa mobilidade e o conseqiiente baixo fluxo génico fazem com que



124

populagdes geograficamente separadas apresentem uma constituigdo genética significativamente
distinta e em muitos casos sejam geneticamente adaptadas as condi¢des ambientais locais. Em
ultima instancia, diferentes morfotipos de uma espécie, provenientes de populacdes
geograficamente distintas, podem estar sujeitos a um evento de especiacdo. A maior parte das
espécies de subulinideos foi descrita com base na morfologia da concha (NAGGS, 1994) e, portanto,
nao ha uma defini¢do da identidade dessas espécies, fundamentada em ferramentas genéticas € no
conceito biologico de espécie. Esse ¢ o caso do género Leptinaria, cujas espécies s6 poderdo ser
claramente definidas ap6s a realizacdo de estudos que associem a abordagem morfologica ao
seqiienciamento genético e experimentos envolvendo o cruzamento entre morfotipos. Tais estudos
seriam essenciais para verificar se a variabilidade observada entre morfotipos distintos relaciona-se,

ou ndo, a um provavel evento de especiagdo.
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VARIABILIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR EM POPULACOES DE Leptinaria unilamellata

(d’Orbigny, 1835) (MOLLUSCA, PULMONATA, SUBULINIDAE)

INTRODUCAO

Os gastropodes pulmonados terrestres se caracterizam por serem hermafroditas, ou seja,
possuem ambos os Orgdos reprodutivos masculinos e femininos. Apresentam grande diversidade,
estima-se que existam mais de 30.000 espécies, as quais ocupam uma ampla variedade de habitats
terrestres. A historia de vida e a biologia reprodutiva desses animais s3o igualmente diversas e
provavelmente refletem a irradiagdo do grupo, sendo investigadas sob a otica de diferentes areas de
conhecimento (BARKER, 2001; GOMEZ, 2001; HEALY, 2001; HELLER, 2001). Dentre os principais
aspectos abordados nos estudos de biologia reprodutiva de moluscos terrestres, a informagao acerca
da morfologia do sistema reprodutor se destaca, por fornecer importantes dados para a distingdo das
diferentes linhagens dentro do grupo e nos estudos de filogenia.

O conhecimento da morfologia dos 6rgaos, ductos e glandulas do sistema reprodutor permite
elucidar o papel de cada uma dessas estruturas (JOOSE e REITZ 1969; GOMEZ, 2001), discriminar as
variagdes funcionais entre espécies (GOMEZ, 2001), compreender suas estratégias reprodutivas
(MONTEIRO et al., 1984; MONTEIRO e DIAS, 1989), subsidiar estudos de sistematica (BARKER, 2001)
e, em certos casos, diferenciar espécies de um mesmo género (RODRIGUES e MARTINS, 2003).

Pouco ¢ conhecido sobre a variabilidade anatomica intra e interpopulacional de moluscos
pulmonados terrestres, apesar de as caracteristicas do aparelho reprodutor serem importantes
caracteres taxondmicos (FIORENTINO et al., 2008). O pouco conhecimento da variabilidade
morfoldgica entre populacdes geograficamente separadas pode levar a criacdo de espécies
taxonomicas que na verdade correspondem a uma unica espécie biolodgica. Por outro lado, o
isolamento reprodutivo entre populagdes nem sempre ¢ evidente com base na morfologia e a
incompatibilidade reprodutiva que levaria ao isolamento pré-copulatorio pode ser determinada por
diferengas morfoldgicas sutis e até mesmo por diferengas nos padrdes comportamentais durante o
acasalamento. Em muitos casos, a variabilidade anatomica pode indicar uma resolu¢ao taxondmica
incipiente e a investigacao refinada das causas da variabilidade morfolédgica, utilizando abordagens
da genética e ferramentas moleculares, resulta na descoberta de complexos de espécies, nos quais os
diferentes morfotipos sdo na verdade espécies biologicas distintas.

A maioria das espécies de subulinideos ¢ conhecida somente pela concha (NAGGS, 1994). No

século XVIII, quando a morfologia da concha era atribuido um grande valor taxondmico, as
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espécies do género Leptinaria Beck, 1839 eram consideradas de dificil e critica diagnose, por
apresentarem uma extensa amplitude de variagdo da concha, com morfologias extremas que se
unem por morfologias intermedidrias (TRYON e PILSBRY, 1906). Como resultado da historia
taxonomica desse grupo, pouco se conhece sobre a morfologia do sistema reprodutor e ainda menos
sobre a variabilidade morfoldgica interpopulacional. Se por um lado é provavel que muitas espécies
taxonOmicas descritas nesse periodo correspondam a mesma espécie bioldgica, por outro lado
podem existir complexos de espécies sob uma denominacdo comum. Neste sentido, o estudo
morfoldgico e molecular de espécies desse género e o conhecimento da variabilidade intra-
especifica seriam de grande auxilio para o estabelecimento de uma melhor resolugdo taxondmica e
para a compreensao dos processos subjacentes a variabilidade morfologica.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo ¢ verificar a ocorréncia de variabilidade
morfologica do sistema reprodutor e a variabilidade molecular de espécimes de Leptinaria

unilamellata (d’Orbigny, 1835) de diferentes populagdes.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtenciao e manutencio dos moluscos

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia de Moluscos € Helmintos - Programa
de Pos-Graduagdao em Comportamento e Biologia Animal, da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Cria¢Oes-matrizes foram estabelecidas com espécimes de L. unilamellata coletados nas seguintes
localidades: municipio de Juiz de Fora, MG (21°44°29.65”’S 43°21°19.65”°0); municipio de Cruzilia,
MG (21°50"20" S, 44° 48’ 28" W); municipio de Belo Horizonte, MG (19°55°57”’S 46°56°320”0);
municipio de Barra Mansa, RJ (22°31°59.14”S 44°9°54.21”0), e Floriano, distrito do municipio de
Barra Mansa, RJ (22°31°59.147S44°9°54.2070). Cada criacdo-matriz continha moluscos
provenientes da mesma localidade, mantidos em caixas plésticas transparentes (14 cm em didmetro,
9 cm em altura), fechadas com tecido de algodao e elastico. Cada caixa foi preenchida com trés
centimetros de terra vegetal, umedecida com 10 ml de dgua a intervalos de dois dias. Os moluscos
foram alimentados ad libitum com alimento comercial para aves enriquecido com carbonato de
calcio (na propor¢do de 3:1) (BESSA e ARAUJO, 1995a, b) e mantidos em condi¢des naturais de luz e
temperatura. Quando os moluscos trazidos do campo se reproduziram, filhotes recém-nascidos
foram retirados das criagdes-matrizes e transferidos para novos terrarios. Cada terrario continha
aproximadamente 35 filhotes de moluscos da mesma localidade, os quais foram utilizados no estudo

morfoldgico descrito a seguir.
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5.2.2 Estudo morfométrico do sistema reprodutor

Das criagdes-matrizes das localidades anteriormente citadas, trinta moluscos de cada
localidade com a idade de 80 dias, foram utilizados para o estudo da morfometria do sistema
reprodutor. Os moluscos vivos foram colocados em pequenos vidros hermeticamente fechados
completamente preenchidos com solugao fisiologica, colocados a -20C° por aproximadamente 24
horas ou até que fosse verificada a morte dos animais. Apds esse procedimento, a concha era
retirada por quebra mecénica ao redor das suturas e os moluscos sem concha eram conservados em
alcool 70%. Os individuos foram dissecados sob microscépio esteroscopico, utilizando pingas e
tesoura microcirurgicas, para que os 6rgaos do sistema reprodutor fossem evidenciados, sendo
também conservados em dalcool 70%. Foram tomadas medidas lineares utilizando ocular
micrométrica adaptada ao microscopio. Para cada molusco das diferentes populacdes, foram
realizadas as medidas: comprimento do ducto da bolsa copuladora (CdBC) e largura do ducto da
bolsa copuladora (LdBC); comprimento da bolsa copuladora (CBC) e largura da bolsa copuladora
(LBC); comprimento do epifalo (CE) e largura do epifalo (LE); comprimento do falo (CP) e largura
do falo (LP); comprimento da bainha do pénis (CBP) e largura da bainha do pénis (LBP);
comprimento do flagelo (CF) e largura do flagelo (LF); comprimento do oviduto (CO) e largura do
oviduto (LO); comprimento parcial da vagina (CPV) e largura parcial da vagina (LPV), a qual
compreendeu da jun¢do do oviduto livre e ducto da espermateca ao angulo peniano. Com as
medidas dos 6rgdos mensurados, foram calculadas as seguintes razdes: comprimento da bainha do
pénis/largura da bainha do pénis (CBP/LBP); comprimento da bainha do pénis/comprimento do
epifalo (CBP/CE); comprimento da bainha do pénis/comprimento do falo (CBP/CP); largura da
bainha do pénis/largura do epifalo (LBP/LE); largura da bainha do pénis/largura do falo (LBP/LP);
comprimento do epifalo/largura do epifalo (CE/LE); comprimento do epifalo/comprimento do falo
(CE/CP); largura do epifalo/largura do falo (LE/LP) e comprimento do falo/largura do falo (CP/LP).
Essas razoes referem-se as relagdes morfométricas entre os orgaos da regido proximal do aparelho

reprodutor masculino.

5.2.3 Variabilidade morfolégica interpopulacional

Para verificar a existéncia de variagcdo na morfologia do sistema reprodutor dos moluscos das
diferentes localidades, os valores de medidas lineares e razdes dos 6rgaos do sistema reprodutor
foram comparados por meio da andlise de varidncia (ANOVA, p<0,05), seguido de teste-t, para

identificar entre quais localidades as variaveis apresentaram diferengas significativas nas médias.
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Para caracterizar as relagdes de similaridade entre os padrdes morfométricos do sistema
reprodutor dos moluscos de cada localidade foram calculados os valores da distancia Euclidiana e
realizada a andlise de agrupamentos pelo método de agregagdo Ward, levando em conta a variancia
minima entre os grupos, com a distancia do tipo Euclidiana. Para verificar a possivel separacdo dos
moluscos das diferentes localidades, com base nas variaveis morfométricas, foi realizada a analise
de fung¢ao discriminante.

Previamente as analises, os valores das medidas lineares, bem como das razdes, foram
submetidos a transformagao logaritmica (log;) para minimizar os desvios da normalidade. Todas as

analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Bioestat 5.0.

5.2.4 Estudo molecular
Extracao do DNA

Este estudo foi desenvolvido no Centro de Pesquisas René-Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz.
Foram utilizados espécimes das localidades de Juiz de Fora, Leopoldina, Barra Mansa e Floriano. O
acido desoxirribonucléico (DNA) gendmico total foi extraido de fragmentos do pé dos moluscos
utilizando o kit “Wizard Genomic DNA Purification kit” (Promega), de acordo com as instru¢des
do fabricante e as modificagdes propostas por CALDEIRA et al. (2000). As amostras de tecido dos
individuos de cada localidade foram rompidas mecanicamente em 200 pul de solucao de lise nuclear
e incubadas a 37° C por 4 horas em 50 pl de proteinase K; posteriormente, 80 ul de solugdo de
precipitagdo de proteina foram adicionados a mistura inicial. A solugdo foi agitada vigorosamente e
centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um
tubo limpo, contendo 200 pl de isopropanol para precipitagdo do DNA. A mistura foi
homogeneizada por inversdao por 20 minutos e centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos. O DNA
precipitado foi lavado com 300 pl de etanol 70% e centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. O
“pellet’” foi tratado com 25 pl de solugdo de reidratagio do DNA por 30 minutos a 65 ° C ¢

armazenado a -20°C.

Amplificacdo da regido espacadora transcrita interna (ITS) pela reacio em cadeia da
polimerase (PCR)

A regido espacadora transcrita interna (ITS) do acido desoxirribonucléico ribossomal (rDNA),
que inclui o gene 5.8S e as regides flanqueadoras ITS1 e ITS2 foi amplificada utilizando os primers
ETTS2 (5°-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3") e ETTSI (5° - TGCTTAAGTTCAGCGGGT-

3") ancorados respectivamente nas extremidades conservadas dos genes ribossomais 18S e 28S
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(KANE & ROLLINSON, 1994). A amplificagdo pela cadeia da polimerase (PCR) foi realizada,
segundo o protocolo proposto por CALDEIRA et al. (2000), em um volume de 10ul, consistindo de
1-10 ng de DNA, 10mM de Tris-HCL pH 8,5, 200uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 0,8 U de
Taq DNA polimerase, 50 mM de KCI e 1 pMol de cada primer. As reagdes foram cobertas com
uma gota de 6leo mineral e submetidas ao seguinte ciclo: desnaturagio inicial por 5 minutos a 95°C,
seguida por 32 ciclos com anelamento a 54 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 2 minutos,
desnaturagdo a 95 °C por 45 segundos ¢ extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Um controle negativo
foi incluido em todas as amplificacdes. Trés microlitros dos produtos de amplificacdo foram
visualizados em g¢is de agarose com brometo de etidio a 0.8% para verificar a qualidade da
amplificacdao. Os 7 ul restantes foram misturados com 43 ul de dgua para a digestdo com as enzimas

de restricao.

Analise pela técnica de polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP)
Foram utilizadas doze enzimas de restrigdo (Amersham Life Science) Alul, Ddel, Haelll,
Rsal, Hapll, Hpall, Ndel, Clal, Smal, Tagl, SspI e Nhel. Um microlitro (10 a 12 unidades) de cada
enzima foi utilizado para cada digestdo, juntamente com 1,2 pl dos respectivos tampdes das
enzimas e 10 pl do produto de amplificagdo diluido, em um volume final de 12,2 pl. A digestdo foi
realizada por 3,5 horas a 37 °C e foram avaliadas em géis de poliacrilamida 6%, corados pela prata.

O perfil molecular dos espécimes de cada localidade foi comparado.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Variacao morfologica interpopulacional de Leptinaria unilamellata das localidades de
Juiz de Fora, Cruzilia, Belo Horizonte, Barra Mansa e Floriano

Foram escolhidos espécimes de cada localidade com 80 dias de vida, devido a proximidade da
fase de vida adulta, ou seja, com o completo desenvolvimento do sistema reprodutor. Foi possivel
definir padrdoes morfométricos caracteristicos para os moluscos das localidades de Juiz de Fora,
Cruzilia, Belo Horizonte, Barra Mansa e Floriano. As medidas lineares e razoes entre essas medidas
do sistema reprodutor dos moluscos de cada localidade estdo descritas nas tabelas 1 e 2 e figura 2.
O teste ANOVA demonstrou que todas as variaveis utilizadas, exceto a largura da bolsa copuladora,

diferiram significativamente entre as localidades (Tabela 3).
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Tabela 22. Média, desvio Padrao e amplitude (minimo e maximo) das razdes entre medidas
lineares do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG;
Cruzilia, MG; Belo Horizonte, MG; Barra Mansa, RJ e Floriano, RJ (medidas em micrometros).

Orgios Juiz de Fora  Cruzilia Belo Barra Floriano
mensurados Horizonte Mansa
(um)

CdBC 824+ 164 855+154  795+110 1010+ 140 1097 = 193
(560-1280)  (630-1155)  (544-960)  (752-1280)  (800-1575)

LdBC 211425 149 +27 141 + 23 161 + 15 148 + 24
(272-80)  (80-189) (80-192)  (128-192)  (80-192)
CBC 660+ 129 631102  553+128  831+113 730+ 109
(448-960)  (480-880)  (320-960)  (608-992)  (480-960)
LBC 298+ 64  302+72 198 + 43 292 + 50 305 + 68
(160-441)  (160-464)  (144-320)  (192-368)  (192-448)
CE 493+ 101  729+93  558+103  518+92 5414124
(304-640)  (560-882)  (352-720)  (320-640)  (304-800)
LE 217+54 174 +25 182 + 34 147 + 27 148 + 55
(120-320)  (144-240)  (112-288)  (96-208) (80-320)
CP 387+78  375+72 411 + 83 572499 5174127
(288-560)  (192-496)  (320-560)  (320-800)  (320-840)
LP 248 +72 33886 242 £ 51 269 + 41 233+ 54
(96-400)  (96-512)  (160-336)  (176-320)  (128-399)
CBP 1366+238 1582+ 160 1384+ 146 1536+ 154 1540+ 237
(960-2100) (1120-1890) (1120-1600) (1280-1840) (960-2100)
LBP 221457 17939 176 + 31 161+ 18 160 + 39
(120-320)  (144-336)  (96-256)  (128-208)  (80-256)
CF 581149  694+126  619+70  654+109 722+ 104
(240-960)  (480-882)  (480-768)  (480-960)  (480-960)
LF 12428  114+23 100+ 18 147 + 24 153 + 24
(80-160)  (64-147) (64-144) (96-176)  (112-210)
Co 1991 +354 21094220 1504+ 191  1599+219 1887 + 342
(1440-2940) (1760-2520) (1120-2080) (1120-1920) (1280-2520)
LO 386+71  387+58 325 + 60 510 + 82 459 + 59
(240-544)  (240-464)  (176-464)  (320-640)  (320-560)
CPV 267+101  315+64  410+121  346+102 358+ 140
(160-480)  (208-483)  (160-640)  (176-560)  (160-640)
LPV 367+97 38062 307 + 56 386 + 83 408 + 71

(96-512) (176-480) (192-480) (160-640) (320-560)
Legenda = CdBC = comprimento do ducto da bolsa copuladora; LdBC = largura do ducto da bolsa
copuladora; CBC = comprimento da bolsa copuladora; LBC = largura da bolsa copuladora; CE =
comprimento do epifalo; LE = largura do epifalo; CP = comprimento do falo; LP = largura do falo;
CBP = comprimento da bainha do pénis; LBP = largura da bainha do pénis; CF = comprimento do
flagelo; LF = largura do flagelo; CO = comprimento do oviduto; LO = largura do oviduto; CPV =
comprimento parcial da vagina; LPV = largura parcial da vagina.
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Tabela 23. Média, desvio padrdo e amplitude (minimo e maximo) das razdes entre medidas lineares do
sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, MG; Cruzilia, MG; Belo
Horizonte, MG; Barra Mansa, RJ ¢ Floriano, RJ (medidas em micrometros).

Razoes (um) Barra Mansa Floriano Belo Cruzilia Juiz de Fora
Horizonte
CBP/LBP 9.67 +1.60 10.13+£2.80 8.14+1.99 9.11+1.73 8.33+1.40
(7.27-3.13) (4.38 - 20) (5.63-5.83) (5-12.2) 4.5-11)
CBP/CE 3.03+0.45 2.95+0.69 2.55+0.49 2.20+0.29 3.77+£1.04
2.5-4.2) (2-4.6) (2-4.31) (1.43 -2.86) (1.91 - 6.02)
CBP/CP 2.76 £0.51 3.13+0.84 3.52+0.85 442 +1.13 489+1.63
2-4 (1.63 -5.75) (2.29 -4.75) (2.33-7.92 (2.5-8.5)
LBP/LP 0.62+0.14 0.73+0.25 0.75+0.14 0.60+0.34 0.98+0.41
04-1) (0,26 -1.44) (0.52-1.07) (0.28 -2) (0.39-2.5)
LBP/LE 1.12+£0.19 1.19+0.48 098 +0.13 1.03+0.18 1.24+0.36
(0.83-1.57) (0.4 -3) (0.33-1.2) (1-2) (0.75-2)
CE/LE 3.66+1.02 4.07+1.74 3.15+0.78 427 +0.78 2.39+0.71
(2.5-6.7 (1.75-10) (1.22-6) (3-5.78) (1.24 - 4.44)
CE/CP 0.92+0.18 1.09 +£0.29 1.424+0.43 2.02+0.5 1.29+0.26
(0.6 - 1.33) (0.5-1.82) (0.76 - 2.25) (1.23 - 3.58) (0.95-2)
LE/LP 0.55+0.15 0.70+0.42 0.78 £0.24 0.56 +0.23 0.95+0.40
(035-1) (0.26 -2.5) (0.52-1.8) (0.28 - 1.5) (0.39 -2.5)
CP/LP 2.16 £0.47 2.33+0.79 1.77 £ 0.53 1.26 £0.80 1.70 £ 0.61
(1-3.45) (1.11 -4.44) (1.05-3.2) (048 - 5) (0.8—-3.1)
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Grafico 7. Valores médios das medidas do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata das localidades de
Juiz de Fora, Cruzilia, Belo Horizonte, Barra Mansa ¢ Floriano, na idade de 80 dias (medidas em
micrémetros). CdBC = comprimento do ducto da bolsa copuladora; LdBC = largura do ducto da bolsa
copuladora; CBC = comprimento da bolsa copuladora; LBC = largura da bolsa copuladora; CE =
comprimento do epifalo; LE = largura do epifalo; CP = comprimento do falo; LP = largura do falo; CBP =
comprimento da bainha do pénis; LBP = largura da bainha do pénis; CF = comprimento do flagelo; LF =
largura do flagelo; CO = comprimento do oviduto; LO = largura do oviduto; CPV = comprimento parcial da
vagina; LPV = largura parcial da vagina.
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Tabela 24. Resultado do ANOVA para as variaveis da morfometria do sistema reprodutor de Leptinaria
unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Belo Horizonte, Barra Mansa e Floriano, nas
idades de 80 dias.

Resultado ANOVA

Morfometria do sistema reprodutor

F p
CdBC 214 0*
LdBC ns ns
CBC 24.39 0*
LBC 16.9 0*
CE 24.5 0*
LE 14.8 0*
CP 25.89 0*
LP 13.59 0*
CBP 9.69 0*
LBP 12.31 0*
CF 7.33 0.0001*
LF 26.61 0*
CO 26.6 0*
LO 35.12 0*
CPV 7.09 0.0001*
LPV 7.76 0.0001*

CdBC = comprimento do ducto da bolsa copuladora; LdBC = largura do ducto da bolsa copuladora;
CBC = comprimento da bolsa copuladora; LBC = largura da bolsa copuladora; CE = comprimento do
epifalo; LE = largura do epifalo; CP = comprimento do falo; LP = largura do falo; CBP = comprimento
da bainha do pénis; LBP = largura da bainha do pénis; CF = comprimento do flagelo; LF = largura do
flagelo; CO = comprimento do oviduto; LO = largura do oviduto; CPV = comprimento parcial da
vagina; LPV = largura parcial da vagina. *: diferenga significativa entre as médias. ns: diferenga nao
significativa entre as médias.

O comprimento da bolsa copuladora, largura do epifalo, largura do flagelo e largura do
oviduto foram as medidas lineares que mais diferiram entre os moluscos de todas as localidades e
estas, portanto, sao as varidveis com maior robustez para a distingdo dos morfotipos observados. O
complexo peniano apresentou entre os moluscos de cada localidade uma maior variabilidade, sendo,

portanto a estrutura morfoldgica mais importante na distingao dos morfotipos (Tabela 4).
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Tabela 25. Resultado do test-t das variaveis do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Belo Horizonte, Barra Mansa

e Floriano, na idade de 80 dias.

C4dBC L4BC CEC LEC CE LE CP LP

t P t p P T P t P t P t P P

BMXFLO 216 0.03* nz n: 338 00008% ns ns ik nz nz 224 00268 222 0¥
EM X EH 30 I nsz n: 924 i 6.02 0* n:z nz 0.0012* 663 0# nz nz
BMXIF 463 0* ns n: 370 i ns ns nsz nz 0* 1.62 0# : nz

BMXCE 388 0.0002% ns n: 6.64 (¥ ns ns 790 0* 0.0124% 8. 0# 423 0*
FLOXBH 733 0# n:z n: 338 i 6.81 0# n:z nz 0.0019% 439 0# n:z n:z
FLOXJIF 68 0* nz nz z ns s ns n:z nz 0* 3.38 0* nz nz
FLOXCR 603 0* nz n: 328 (* s ns 7.04 0* 0.0187*% 587 (0* 6.45 (0*
EHXIF nz ns nsz nz 333 0.0003* 6.4 0* 6.42 I 3.534 0.0011% nsz ns nz nz

EHXCR ns ns ns n: 2.39 i 6.62 0* 8.83 0* nz ns ns ns 380 0*
JF X CR nz nz nz n:  ns nz nz nz nz nz 416 0.0001% nz nz 3.533 I

CEF LEP CF LF co LO CPV LPV
t i t P t P i t P t P t P
BMXFLO  ns n: n: n: 228 0.02% 7 0.0001% 3

LU R

R AL

LLRELE P nz nz nz nz

[=]
[

i
L]

1
1w
\
=]
-

EMXEBH 206 0.0406% nz n:  ns nz T3 0* n:z ns 1078 0* 223 0.024% 0% 0.000
BMXIF 401 00001* 6.0 0¥ 247 00144* 388 00002* 334 0* 723 0* 280 0.0037* ns nz
EM X CE nz nz nz n:  n: nz 3.37 0* 121 0* 7116 0* nz nz nz nz
FLOXBH 212 0.0330= n: n: 348 (00007 340 0* n: nz 1.78 0* n: n: 323 0*
FLOXJIF 39 00001* 610 0% 477 (* 481 0* ns nz 428 0* 326 00014 213 00035
FLOXCR ns n: n: n: b ns 6.31 0* 314 0.002# 416 0.0001* n: n: n: n:
BHXIF 6.07 0* 432 0% ns ns 3.87 0.0002*F 640 0* 3.51 0.0006% 3082 0* 311 0022
EHXCE 269 0.0079* nz ns 236 00116* 238 00186* 8.36 0* 362 0.0004* 337 0001* 378 0002
JF X CR 338 00009 420 0¥ 384 00002¥ ns nz nz ns ns nz nz nz nz nz

CdBC = comprimente do ducte dz belsz copuladerz; LABC = larpurs do ducte da belss copuladers; CEC = comprimente da belsz copuladors; LEC = larpura d2
belsz copulzderz; CE = comprimente de epifsle; LE = largurs do epifdle; CP = comprimente do pénis; LP = largura do pénis; CBP = comprimente dz bamhz do
pénis; LEP = largurz dz beimhz de pénis; CF = comprimente de fzgele; LF = largurz do dagsle; CO = comprimento de evidute; LO = largurz do ovidute; CPV =
comprimento parcizl dz vagmz; TPV = larours perciz] d= vegme *: diference entre zs madizs 2 significstive. ns: 2 difsrence entre 2z madies nio 2 significetive.
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O sistema reprodutor dos moluscos provenientes das localidades de Barra Mansa e Floriano,
bem como a dos moluscos provenientes das localidades de Juiz de Fora e Cruzilia apresentaram
morfometria mais proxima. Essa relagdo de semelhanca morfologica ndo foi encontrada para o
morfotipo de Belo Horizonte, que foi distinguido dos morfotipos de Barra Mansa, Floriano, Juiz de
Fora e Cruzilia pelo mesmo nimero de varidveis morfométricas.

Nao foi possivel distinguir os morfotipos de Barra Mansa e Floriano pela largura da bolsa
copuladora, comprimento e largura do epifalo, comprimento e largura da bainha do pénis,
comprimento e largura do flagelo e comprimento e largura parcial da vagina. Entretanto, os valores
médios do comprimento da bolsa copuladora, comprimento e largura do falo e largura do oviduto,
foram significativamente mais altos para o morfotipo de Barra Mansa, enquanto os sistemas
reprodutores do morfotipo de Floriano apresentaram maior comprimento do ducto da bolsa
copuladora e comprimento do oviduto. As diferengas entre essas medidas lineares se refletiram em
diferengas significativas entre todas as razdes calculadas para os dois morfotipos. Os sistemas
reprodutores do morfotipo de Barra Mansa apresentaram valor mais alto apenas para a razao entre o
comprimento da bainha do pénis e o comprimento do epifalo.

Os morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia ndo foram distinguidos pelo comprimento do ducto
da bolsa copuladora, comprimento e largura da bainha do pénis, comprimento do epifalo e falo,
largura do flagelo, comprimento e largura do oviduto e comprimento e largura parcial da vagina.
Entretanto, os valores médios da largura do epifalo e largura da bainha do pénis, foram
significativamente mais altos para o morfotipo de Juiz de Fora, enquanto os sistemas reprodutores
do morfotipo de Cruzilia apresentaram maior largura do falo, comprimento da bainha do pénis e
comprimento do flagelo. As diferengas entre essas medidas lineares se refletiram em diferencas
significativas entre todas as razdes calculadas para os dois morfotipos. Os sistemas reprodutores do
morfotipo de Juiz de Fora apresentaram valores mais altos para as razdes entre o comprimento da
bainha do pénis e comprimento do epifalo, comprimento da bainha do pénis e comprimento do falo,
largura da bainha do pénis e largura do falo, largura da bainha do pénis e largura do epifalo, largura
do epifalo e largura do falo e entre comprimento do falo e largura do falo.

O morfotipo de Belo Horizonte apresentou semelhanca com os morfotipos de Barra Mansa e
Floriano no comprimento do epifalo, largura do falo, largura da bainha do pénis, comprimento do
oviduto, comprimento do flagelo e comprimento parcial da vagina. Entretanto, demonstrou valores
significativamente maiores para a largura do epifalo. As diferencas entre essas medidas lineares se
refletiram em diferencas significativas entre todas as razdes calculadas para esses morfotipos. O

sistema reprodutor do morfotipo de Belo Horizonte apresentou maiores valores para as razdes entre



135

o comprimento da bainha do pénis e comprimento do falo, largura da bainha do pénis e largura do
falo, comprimento do epifalo e comprimento do falo e entre a largura do epifalo e largura do falo.

Nao foi possivel distinguir o morfotipo de Belo Horizonte, em relagdo aos morfotipos das
localidades de Juiz de Fora e Cruzilia, no comprimento do duto da bolsa copuladora, largura do
epifalo, comprimento do falo, largura do falo, largura da bainha do pénis e comprimento do flagelo.
Entretanto, o morfotipo de Belo Horizonte apresentou valores significativamente maiores para o
comprimento parcial da vagina. As diferengas entre essas medidas lineares se refletiram em
diferengas significativas entre todas as razdes calculadas para esses morfotipos. O morfotipo de
Belo Horizonte apresentou maior valor para a razao entre o comprimento do falo e largura do falo e
valores menores para todas as outras razdes calculadas.

O sistema reprodutor dos moluscos das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia, Belo Horizonte,
Barra Mansa e Floriano, apresentou uma morfologia pouco varidvel entre os morfotipos. A
variabilidade morfologica foi verificada na forma da bolsa copuladora, tamanho da vagina, calibre
do complexo peniano, e no angulo de inclinacdo do epifalo em relacao ao falo.

A morfologia do sistema reprodutor dos moluscos da localidade de Juiz de Fora apresentou a
forma da bolsa copuladora variando de arredondada a ovalada, que se destaca em rela¢do ao duto da
bolsa copuladora. A vagina ¢ curta, sendo menor em comprimento em relacdo a sua largura. Foi
verificado que o complexo peniano ¢ uniforme, ou seja, o falo e o epifalo possuem o mesmo calibre,
sendo que o ultimo 6rgdo possui uma curvatura no primeiro ter¢o médio proximal. Em relagdo ao
falo, o epifalo possui um angulo de inclinacdo de aproximadamente 45° em relagdo ao restante do
complexo peniano.

O morfotipo da localidade de Cruzilia possui relativamente aos moluscos das outras
localidades, um sistema reprodutor com maiores dimensdes no complexo peniano, bem como um
musculo retrator bem desenvolvido. A bolsa copuladora possui formato com variagdo de
arredondada a ovalada alongada, ¢ se destaca em relagdo a seu duto, a vagina ¢ curta com uma
largura maior que o seu comprimento. O calibre do falo ¢ maior do que em relagdo ao epifalo,
porém este Ultimo apresenta um maior comprimento. A curvatura presente no epifalo ¢ mais suave
do que no sistema reprodutor dos moluscos da localidade de Juiz de Fora, entretanto, o epifalo em
relacdo ao falo possui um angulo de aproximadamente 90° em relagdo ao restante do complexo
peniano.

Os moluscos da localidade de Belo Horizonte possuem bolsa copuladora ovalada, filiforme,
que ndo se essa bolsa ndo se ressalta em relagdo ao duto da bolsa copuladora, sendo quase continua

ao duto. A vagina ¢ alongada, com um maior comprimento em relacdo a sua largura. O complexo
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peniano apresenta aproximadamente dimensdes uniformes do falo em relacao ao epifalo, o qual
possui uma curvatura suave proxima da sua regido mediana. Em alguns espécimes foi verificado um
angulo de inclinacdo do epifalo em relacdo ao falo de 45° entretanto, esse dngulo pode ndo estar
presente.

O sistema reprodutor dos moluscos da localidade de Barra Mansa e Floriano se caracterizou
por possuir as menores dimensdes no complexo peniano, entre os morfotipos das demais
localidades. Esses morfotipos, igualmente apresentaram uma maior semelhanga em com relacdo a
morfologia do sistema reprodutor, tais como uma vagina curta de tamanho uniforme, ou seja, com o
comprimento aproximadamente igual ao tamanho da largura; falo e epifalo de pequeno calibre, com
o falo um pouco maior que o epifalo e ndo foi verificado um angulo de inclinacdo do epifalo em
relacdo ao falo. A variagdo entre esses morfotipos foi verificada no formato da bolsa copuladora que
se destaca do duto. No morfotipo de Barra Mansa, a bolsa copuladora possui formato que varia de
arredondada a ovalada alongada, enquanto que no morfotipo de Floriano a bolsa copuladora possui
um formato ovalado alongado.

Pelos resultados da andlise Euclidiana, foi possivel observar que os morfotipos das
localidades de Barra Mansa e Floriano apresentaram a menor distdncia e portanto, padrdes
morfométricos mais similares. O maior valor de distancia Euclidiana encontrado para os morfotipos
de Belo Horizonte e Juiz de Fora, indicam a menor semelhanca entre a morfologia do sistema

reprodutor dos moluscos dessas duas localidades (Tabela 5).

Tabela 26. Distdncia Euclidiana da morfometria do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata de
diferentes localidades na idade de 80 dias.

BM FLO BH JF CR
80 dias
Barra Mansa (BM) 0 - - — -
Floriano (FLO) 2.8443 0 — — —
Belo Horizonte (BH) 6.9506 7.1234 0 - —
Juiz de Fora (JF) 6.9309 7.1248 7.1352 0 ---
Cruzilia (CR) 6.07 5.569 6.2827 5.9845 0
Menor distancia (BM e FLO) 2.8443 - - - -
Maior distancia (BH e JF) 7.1352 - — - -

Na andlise de agrupamentos para as variaveis das medidas do sistema reprodutor entre as

localidades, foram encontrados dois agrupamentos similares, com 45% de distancia entre eles. No
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primeiro grupo os morfotipos das localidades de Juiz de Fora, Cruzilia e Belo Horizonte sao
relacionados, sendo que Juiz de Fora e Cruzilia demonstraram padrdes morfométricos mais
similares entre si com 66% de distancia, enquanto que o morfotipo da localidade de Belo Horizonte
se apresentou como grupo externo, com 77% de distancia. No segundo agrupamento, foi encontrada
uma alta similaridade entre os morfotipos de Barra Mansa e Floriano, com somente 31% de

distancia entre os dois morfotipos (Figura 3).
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Grafico 8. Analise de agrupamentos da morfometria do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata de
diferentes localidades na idade de 80 dias. JF — moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; CR —
moluscos provenientes da localidade de Cruzilia; BH — moluscos provenientes da localidade de Belo
Horizonte; BM — moluscos provenientes da localidade de Barra Mansa; FLO - moluscos provenientes da

localidade de Floriano.

A analise discriminante foi aplicada as todas as medidas lineares tomadas dos seguintes
orgdos: bolsa copuladora (Figura 4A); complexo peniano (Figura 4B); oviduto e vagina (Figura
4C), com o objetivo de separar diferentes grupos definidos pela similaridade entre as variaveis.
Esses orgdos foram escolhidos devido as andlises discriminantes aplicadas a cada o6rgdo
separadamente nao terem sido significativas. Além disso, foram as regides que demonstraram maior
variabilidade morfolégica entre os morfotipos, mas com algumas morfometrias relacionadas as
demais localidades.

Nos resultados da andlise discriminante aplicada as medidas lineares da bolsa copuladora,
complexo peniano e oviduto e vagina, a distribui¢do dos dados nos graficos, em relagcdo ao eixo vy,
indica a maior semelhan¢a morfoldgica entre os morfotipos de Barra Mansa e Floriano, bem como

entre os morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia.
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A analise discriminante aplicada a bolsa copuladora demonstrou que a morfologia dessa
regido se apresenta similar entre os morfotipos de Barra Mansa e Floriano, bem como entre os
morfotipos de Juiz de Fora e Cruzilia. O morfotipo de Belo Horizonte demonstrou ser um grupo
mais proximo desses dois tltimos morfotipos. Entretanto, os dados referentes a todos os morfotipos
se apresentam relativamente dispersos e se sobrepdem em alguns pontos. Essa distribuicdo dos
dados no grafico indica que a separacao dos morfotipos nao ¢ robusta.

Diferentemente, a andlise aplicada ao complexo peniano, evidenciou a distingdo mais
significativa de dois agrupamentos de morfotipos similares, um reunindo os morfotipos de Cruzilia
e Juiz de Fora, e o outro os morfotipos de Belo Horizonte, Floriano ¢ Barra Mansa. A sobreposi¢ao
dos dados referentes aos morfotipos de Barra Mansa e Floriano indica que dentro do segundo
agrupamento citado, esses apresentam maior proximidade morfologica entre si do que ao morfotipo
de Belo Horizonte.

A andlise discriminante aplicada conjuntamente ao oviduto e a vagina demonstrou separacao
de grupos similares, entretanto, ndo muito bem definidos. Os moluscos provenientes de Barra
Mansa e de Floriano apresentaram morfologias similares. Os moluscos de Juiz de Fora e Cruzilia
igualmente demonstraram morfologias proximas. A morfologia do oviduto e vagina dos moluscos
da localidade de Belo Horizonte esta relacionada tanto aos moluscos de Juiz de Fora, quanto aos de

Barra Mansa e Floriano.
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Grafico 9. Analise discriminante da morfometria do sistema reprodutor de Leptinaria unilamellata de
diferentes localidades na idade de 80 dias, Bolsa copuladora (A), Complexo peniano (B) e Oviduto e vagina

(C). & —moluscos provenientes da localidade de Juiz de Fora; B — moluscos provenientes da localidade

o]

de Cruzilia; — moluscos provenientes da localidade de Belo Horizonte; ¥ - moluscos provenientes da

localidade de Barra Mansa; % - moluscos provenientes da localidade de Floriano.
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5.3.2 Estudo molecular
A regido espacadora transcrita interna (ITS) do rDNA dos espécimes de L. unilamellata das
localidades de Juiz de Fora, Barra Mansa, Leopoldina foi amplicada com sucesso. Na figura 5, estdo

representados os produtos amplificados por PCR.

Fotografia 11. Produtos de amplificagdo por PCR, correspondentes a regido ITS do rDNA de Leptinaria
unilamellata. Canaletas: 1. Padrdo de peso molecular; 2 e 3. Moluscos da localidade de Juiz de Fora, MG; 4.
Resultado negativo, DNA de moluscos da localidade de Juiz de Fora ndo amplificado; 5. Molusco da
localidade de Juiz de Fora, MG; 6. Resultado negativo, DNA de moluscos da localidade de Floriano nao
amplificado; 7, 8, 9, 10 e 11. Moluscos da localidade de Floriano, RJ; 12. Resultado negativo, DNA de

moluscos da localidade de Leopoldina ndo amplificado; 13. Molusco da localidade de Leopoldina, MG.

As enzimas Hpall, Ndel, Clal, Smal, Sspl e Nhel, ndo encontraram sitios de restricdo em
nenhum dos espécimes analisados de L. unilamellata. Para todos os moluscos das localidades
utilizadas foram encontrados sitios de restri¢do,com a utiliza¢do das enzimas Alul, Ddel, Rsal, Taql,
Hapll, Haelll, entretanto, ndo ocorreram polimorfismos entre os sitios, resultando em perfis
moleculares similares. Na figura 6, estdo apresentados os perfis de restricao obtidos pela digestdo

dos fragmentos da regido ITS do rDNA de L. unilamellata, com a enzima e restrigdo HaplIlI.
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Fotografia 12. Gel de poliacrilamida com os perfis de restrigdo obtidos pela digestdo dos fragmentos da
regido ITS do rDNA de Leptinaria unilamellata. Canaletas: 1. Controle negativo; 2. Controle positivo; 3.
Padrdo; 4 e 5. Moluscos da localidade de Barra Mansa, RJ; 6. Molusco da localidade de Leopoldina, MG; 7,
8, 9 ¢ 10. Moluscos da localidade de Juiz de Fora; 11. Molusco da localidade de Barra Mansa, RJ; 12 e 13.

Moluscos da localidade de Floriano, RJ.

5.4 DISCUSSAO

Os gastropodes pulmonados possuem um sistema reprodutor morfologica e funcionalmente
complexo (DUNCAN, 1975; GOMEz, 2001). Suas fungdes primarias sdo a produgdo de
espermatozdides e odcitos; armazenamento e transporte de gametas maduros em um meio
adequado; exercer papéis estruturais e fisioldgicos nos processos de corte e copula; transferéncia de
esperma enddgeno aos dutos reprodutivos do parceiro; recepg¢do de esperma exodgeno; oferecer um
sitio e microambiente proprios para a fertilizagdo do odcito; recobrir os zigotos com camadas
nutritivas e protetoras; reabsor¢do de produtos reprodutivos remanescentes e, finalmente, a
ovipostura (GOMEZ, 2001). A complexidade morfolégica permite a diferenciacdo de espécies,
enquanto a complexidade funcional reflete nos sistemas elaborados de comportamento sexual,
originados pelo conflito sexual entre a fun¢do feminina e masculina (LEONARD, 1991).

O conhecimento gerado por estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor de gastropodes
pulmonados tem contribuido significativamente para a compreensdo da historia evolutiva desse
grupo. Além disso, tais estudos fornecem as informagdes necessarias para a resolucdo de questoes
de natureza pratica, como a correta identificacdo de espécies, alem do controle ¢ manejo de
populagdes. A morfologia corrobora estudos comportamentais e ecoldgicos no aspecto da biologia
reprodutiva e historia de vida, como os processos envolvidos no acasalamento, digestdo e

armazenamento de gametas, sele¢dao copulatdria, entre outros aspectos.
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Devido a ampla distribuicdo da familia Subulinidae, torna-se necessario definir o correto
limite entre as espécies, entretanto ha dificuldades, como o estabelecimento de algumas sinonimias
(NAGGS, 1994). No caso dos Subulinidae, muitas espécies sao citadas para o Brasil, nos géneros
Leptinaria, Subulina, Opeas, Megaspira, Obeliscus, dentre outros. As espécies desses géneros
apresentam morfologia e habitat semelhantes. Os estudos acerca da mofologia interna de espécies
dessa familia podem levar a uma delimita¢ao mais segura na sistematica (ARAUJO, 1982).

A discriminagdo entre espécies de gastropodes terrestres através de caracteristicas
morfoldgicas, nem sempre ¢ suficiente devido as similaridades morfologicas entre espécies (CHOH
et al., 2006) e pelas variacdes morfoldgicas existentes entre populagdes de uma mesma espécie
(CALDEIRA et al., 2000). Nestes casos, o uso de métodos moleculares em associagdo com os
aspectos morfologicos tem se mostrado muito util ajudando a esclarecer se diferentes populacdes
pertencem ou ndo a uma mesma espécie (RAAHAUGE e KRISTENSEN, 2000; CHOH et al., 2006), bem
como separar espécies que sdo indistinguiveis, quando a identificacdo ¢ baseada somente na
morfologia da concha (SPATZ et al., 1999). Além disso, os estudos morfologicos podem ser
corroborados por estudos moleculares, e estes potencialmente fornecem caracteres para andlise
filogenética. Devido ao desenvolvimento dos 6rgdos do sistema reprodutivo ser considerado
intraespecifico, sazonal e varidvel fisiologicamente em Stylommatophora, e de dificil identificacdo
em individuos imaturos, a identificagdo molecular pode ser aplicada na diferencia¢ao de linhagens
dentro do grupo (JORDAENS, 2006). Sobretudo, estudos que envolvam métodos anatdmicos
conjuntamente com moleculares e morfométricos tém sido utilizados para examinar as relacdes
interespecificas em moluscos (KAMEDA et al., 2007).

As caracteristicas do sistema reprodutor dos moluscos pulmonados apresentam grande
variagdo quanto a forma e funcdo das estruturas que o compdem, especialmente no que diz respeito
as estruturas masculinas envolvidas no processo de copula. Os resultados do presente estudo
evidenciam a existéncia de variacao significativa entre as medidas lineares do sistema reprodutor de
L. unilamellata de diferentes populagdes, resultando em diferengas morfométricas significativas.
Também foram verificadas diferencas significativas entre as razdes estabelecidas a partir de
medidas lineares dos orgdos do complexo peniano. E possivel que essas diferengas morfoldgicas
levem a incopatilibilidade mecanica durante o acasalamento, levando ao isolamento pré-
copulatorio. Outros estudos, envolvendo experimentos de acasalamento de individuos de
populacdes distintas, deverdo ser conduzidos para responder a essa questao.

Entre os Stylommatophora, a morfologia do complexo peniano ¢ muitas vezes espécie-

especifica e essa variagdo ¢ interpretada como uma forma de refor¢o das barreiras reprodutivas
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entre espécies (HEALY, 2001). A genitalia terminal desses pulmonados geralmente apresenta um
conjunto elaborado de estruturas relacionadas a cépula, assim como estruturas para a producao e
recep¢do de espermatoforos e orgdos estimuladores auxiliares (BARKER, 2001). A morfologia do
aparelho genital masculino integra o conjunto de critérios utilizados na sistemdtica de varios
pulmonados (ARAUJO, 1982; ARAUJO e BESSA, 1993; NAGGS, 1994; SALGADO et al., 1995).

A morfologia do sistema reprodutor dos moluscos da localidade de Cruzilia foi o que mais
diferiu dentre os demais morfotipos, principalmente no que diz respeito ao complexo peniano. O
morfotipo da localidade de Belo Horizonte apresentou-se como um grupo externo relacionado aos
morfotipos de Cruzilia e Juiz de Fora, este fato confirmou os padrdes morfométricos encontrados. A
morfologia dos moluscos da localidade de Belo Horizonte foi mais relacionada a morfologia dos
moluscos das localidades de Cruzilia e Juiz de Fora, do que aos morfotipos de Barra Mansa e
Floriano. E provavel que a distincia geografica entre as localidades se reflita na distancia
morfoldgica. Estudos prévios mostram a diminui¢do da similaridade morfologica entre populagdes
dentro de uma amplitude de variacao geografica (FIORENTINO et al., 2008).

Confirmando os padrdes encontrados pelas analises morfologicas e padroes morfométricos
encontrados pelo testes ANOVA e teste-t, pelos resultados da andlise Euclidiana e da analise de
agrupamentos foi possivel observar que os morfotipos das localidades de Barra Mansa e Floriano
apresentaram maior semelhanga. Na ultima andlise citada, também foi confirmado que os
morfotipos das localidades de Juiz de Fora e Cruzilia apresentaram padrdoes morfométricos
similares, enquanto que os moluscos da localidade de Belo Horizonte demonstraram estar mais
relacionados a estas localidades. A analise discriminante foi aplicada as medidas lineares da bolsa
copuladora, complexo peniano e oviduto e vagina, esses orgaos foram escolhidos devido as analises
discriminantes aplicadas a cada 6rgdo separadamente ndo terem sido significativas. Além disso,
demonstraram maior variabilidade morfoldgica entre os morfotipos, em relagdo as demais variaveis
utilzadas. Os padrdes de similaridade entre os morfotipos também foram confirmados através desta
analise, a distribui¢do dos dados nos graficos, em relacdo ao eixo y, indicou uma maior semelhanca
morfolodgica entre os morfotipos de Barra Mansa e Floriano, bem como entre os morfotipos de Juiz
de Fora e Cruzilia. Entretanto, a variabilidade morfologica ndo foi corroborada pelo perfil
molecular dos moluscos das localidades de Juiz de Fora, Barra Mansa, Leopoldina e Floriano,
gerado através da técnica de PCR-RFLP. Novos estudos utilizando outras regides-alvo do DNA de
L. unilamellata deverdo ser conduzidos para se verificar a existéncia de variabilidade molecular

entre os espécimes das diferentes populagdes observadas no presente trabalho.
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O hermafroditismo nos moluscos terrestres leva a mecanismos de sele¢dao e conflito sexual,
diferente dos animais gonocoristas (BEESE et al., 2005, EVANNO et al., 2005). Esses mecanismos
podem favorecer o isolamento reprodutivo e, conseqiientemente, a diferenciagdo genética e
morfolégica das populagdes isoladas. Nesse contexto, o estudo da morfometria do sistema
reprodutor pode resultar na constatagdo de diferentes padrdoes morfoldgicos, possibilitando a
distingdo de morfotipos, e da existéncia de variabilidade em diferentes populagdes isoladas
geograficamente.

Devido a morfologia do sistema reprodutor hermafrodita, estar fortemente associada com o
sucesso de acasalamento em moluscos terrestres (GOMEZ, 2001), a adocdo de diferentes padroes
visa a otimizacao do sucesso reprodutivo, caracterizando a historia de vida adotada pelo organismo
(BEESE et al., 2006). As caracteristicas morfoldgicas do sistema reprodutor permitem que esses
animais exer¢cam a sele¢do pods-copulatoria, como por exemplo, uma espermateca subdividida em
tubulos (EVANNO ¢ MADEC, 2007). A sele¢do sexual tem um papel fundamental como mecanismo
que favorece a selecdo a favor de comportamentos associados ao sucesso de acasalamento, escolha
do parceiro e uma maior fecundidade.

As variagdes existentes entre os morfotipos foram verificadas principalmente no que diz
respeito aos o6rgdos da por¢do proximal do sistema reprodutor dessa espécie. Isso indica que os
orgdos do sistema reprodutor envolvidos no sucesso do acasalamento sofrem maiores pressdes

seletivas.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos durante a presente dissertagdo, pode-se concluir que:

No presente estudo, foi encontrada uma relagdo entre as caracteristicas de histéria de vida
de L. unilamellata devido a alocagao diferencial de energia. A distribui¢do do esforg¢o reprodutivo
em muitos eventos, nos quais um pequeno numero de filhotes de tamanho relativamente grande sao
produzidos, associada a retencdo de ovos, caracteriza um investimento em longo prazo no sucesso

reprodutivo.

Leptinaria unilamellata é uma espéciec K-estrategista, por apresentar caracteristicas tais
como: um longo tempo de vida, atingindo a maturidade cedo na vida. Os moluscos recém nascidos
sdo grandes, a fase jovem ¢ curta e a alta sobrevivéncia dos filhotes permite que a maior parte dos
individuos atinja a maturidade sexual. Os adultos apresentam um longo tempo de vida, baixa
mortalidade e crescimento continuado. A reprodugdo ¢ caracterizada pela realizagdo de numerosos
eventos reprodutivos, com pequeno investimento no numero de filhotes por evento e baixa
mortalidade dos adultos apds o primeiro evento reprodutivo. A reproducdo ndo ¢ limitada a uma

estacdo reprodutiva, mas € continua através de todo o periodo do ano.

A espécie do presente estudo pode ser classificada como ovovivipara, de acordo com os
resultados obtidos. Em L. unilamellata, o molusco parental retém jovens no utero que apresentam
tamanho relativamente grande, em comparagdo ao tamanho corporal do adulto. Isso limita a
producdo de um grande nimero de filhotes, restringindo o investimento reprodutivo & um pequeno

numero de filhotes, os quais, entretanto, exibem uma alta taxa de sobrevivéncia.

As andlises do ovotestis indicam que esta espécie ¢ um hermafrodita simultaneo, produzindo
gametas masculinos e femininos no mesmo acino folicular, com a possibilidade de se reproduzir por

autofecundagao.

No presente estudo foi possivel detectar a presenga de variabilidade morfologica da concha,
bem como do sistema reprodutor de L. unilamellata proveniente de diferentes localidades. As
variagdes da morfologia do sistema reprodutor foram verificadas principalmente nos o6rgios da
regido proximal, os quais, provavelmente por estarem envolvidos no sucesso do acasalamento,

sofrem maiores pressoes seletivas.

O comprimento da bolsa copuladora, largura do epifalo, largura do flagelo e largura do
oviduto foram as medidas lineares que mais diferiram entre os moluscos de diferentes localidades e

estas, portanto, sdo as variaveis com maior robustez para a distingdo dos morfotipos.
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