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A autofecundacdao em caramujos da ordem Pulmonata parece ter

sido assinalada pela primeira vez por Oken (1817) na Lymnaea auri-
cularia. Na sua excelente monografia sobre o assunto, Larambergue
(1939) fornece uma lista das espécies nas quais ésse fenOmeno foi
observado. Com referéncia & familia Planorbidae, verificagoes indis-
cutiveis de autofecundacao, em individuos isolados precocemente de
modo a evitar a copula com outro individuo, foram feitas nas seguintes
espécies: Planorbis exacutis e P. parvus (Colton 1918), P. metidjensis
(Brumpt 1928), P. corneus (Allen 1935), I ndoplanorbis exustus (Brumpt
1936), P. boissyi (Larambergue 1939) e Australorbis glabratus (Brumpt
1941). Esses autores foram os primeiros a observar a autofecundacao
nas espécles referidas.

No presente trabalho apresentamos um resumo de Nnossas observa-
coes sObre a autofecundacdo e a fecundagao cruzada na espécie neotro-
pical Australorbis glabratus.

OBSERVACOES SOBRE A AUTOFECUNDACAO

Nesta investigacdo usamos sete caramujos criados em isolamento
a partir de uma placa de ovos de espécime capturado no campo em
Belo Horizonte (Estado de Minas Gerais). Ao completarem cerca de
um més de idade e achando-se com 8 a 10 mm de diametro, deposi-
taram as primeiras placas de ovos, que continham de 1 a 9 capsulas.
No periodo entre a eclosdo e o inicio das posturas a temperatura am-
biente variou de 19,5 a 269 C. A freqiiéncia das posturas foi irregular
e o numero de ovos produzidos durante os primeiros 30 dias variou
de 199 a 589 por espécime, perfazendo o total de 2734. Destes ovos,
2141 (78,3 ) evoluiram até a eclosao, e os restanties foram inviaveis.

* Trabalho realizado mediante cooperacao entre o Instituto Oswaldo Cruz
e o Servico Especial de Saude Publica, e entregue para publicacao a 21 de Marco
de 1955.
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Durante éste ultimo periodo de 30 dias a temperatura ambiente variou
de 19 a 249 C.

Em 29 espéecimes observados ulteriormente a producao de ovos
comecou quando os caramujos contavam de 51 a 123 dias de idade e
mediam de 6,5 a 7.5 mm de diametro.

OBSERVACOES SOBRE O MODO HABITUAL DE REPRODUCAO

Como nas condicoes naturais os planorbideos vivem em agregados
colonials, sendo encontrados freqlientemente individuos em codpula,
procuramos investigar qual o modo habitual de reproducao do 4. gla-
bratus nas referidas condicoes.

Nos trabalhos de Crabb (1927a, b) sébre a Lymnaea stagnalis e
de Larambergue (1939) sébre o Bulinus contortus encontramos pontos
de vista opostos a respeito da importancia relativa dos processos de
autofecundacao e de fecundacao cruzada na reproducao dos pulmonados.

Na opiniao de Crabb a fecundacido cruzada nao seria o modo nor-
mal de reproducao na L. stagnalis. Julga éle que os espermatozdides
sao incapazes de atravessar as substancias viscosas excretadas nos ca-
nais genitais femininos pelas glandulas formadoras do albumen, da
membrana do Ovo e da massa gelatinosa, de modo que nao alcancariam
o ovulo antes de ser éste recoberto pelo albumen. Entretanto, a pro-
pria existéncia de um aparelho copulador dotado de 6rgaos acessorios
bastaria para invalidar essa opiniao. Por outro lado devemos admitir a
ocorréncia, em uma mesma espécie animal, de uma adaptacio estrita
entre os seus espermatozdides e os meios mais ou menos viscosos a
serem atravessados por €les ao longo dos canais genitais femininos.
Uma disposicao semelhante é encontrada nas aves, cujos espermato-
zoldes, avancando atraves dos materiais secretados pelas glandulas da
casca, das membranas e do albumen, atingem os 6vulos no segmento
superior do oviduto.

A opiniao de Larambergue, baseada em suas experiéncias com o
B. contortus, € de que, apesar de se encontrarem normalmente reunidos
num mesmo individuo os elementos dos dois sexos, os espermatozoides
estranhos introduzidos durante a copula podem atingir os ovocitos antes
que éstes sejam fecundados pelos espermatozoides do préprio animal
(p. 189).

Como veremos em seguida, os resultados de nossas observacoes
com o A. glabratus estao de acordo com a conclusao de Larambergue.

UTILIZACAO DE CARAMUJOS ALBINOS NESTA EXPERIENCIA

Nesta pesquisa sobre o modo habitual de reproducao do A. glabratus
utilizamos caramujos albinos nas experiéncias de cruzamento, exercen-
do aqui o albinismo a fun¢ao de marcador genético para distinguir os
espécimes produzidos por cruzamento daqueles produzidos por autofe-
cundacdo. A fim de tornar mais compreensiveis estas observacdes com
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albinos, apresentamos breve resumo de alguns resultados de experién-
clas preparatorias.

O albinismo total nos planorbideos é determinado por um gene
recessivo, muito raro em relacao ao seu alelo normal. Tratando-se de
um fator recessivo, um caramujo albino sera necessariamente homozi-
goto, e portanto produzira exclusivamente albinos por autofecundacao.
Em nossas experiéncias, os primeiros 300 ovos depositados por trés albi-
nos criados isoladamente deram a seguinte descendéncia:

Albino 1: 284 albinos, 16 inviaveis.
Albino 2: 252 albinos, 48 inviaveis.
Albino 3: 250 albinos, 50 inviaveis.

Sendo o albinismo determinado pela acao de um par de alelos reces-
sivos, qualquer caramujo pigmentado aparecido na descendéncia de um
albino corresponde a um heterozigoto, cuja pigmentacao decorre da
dominancia do alelo normal. Por conseguinte, ao reproduzir-se por
autofecundacao um déstes heterozigotos comportar-se-a como se fosse
uma casal de heterozigotos reproduzindo-se por cruzamento. Désse modo,
nos seus descendentes imediatos ocorrera a segregacao dos fatores do-
minantes e recessivos. Como exemplo do fenOmeno de segregacao men-
deliana apresentamos os resultados da reproducao por autofecundacao
de trés heterozigotos:

Hibrido 1: 616 pigmentados, 183 albinos, 118 inviaveis (3,36 :1).
Hibrido 2: 658 pigmentados, 243 albinos, 101 inviaveis (2,71 :1).
Hibrido 3: 706 pigmentados, 252 albinos, 65 inviaveis (2,80 :1).

1980 pigmentados, 678 albinos, 284 inviaveis (2,92 :1).

Os numeros entre parénteses correspondem as proporcoes mende-
lianas entre pigmentados e albinos, que ficaram em torno da proporcao
tedrica de 3 : 1 observada nos casos de monohibridismo.

EXPERIENCIAS DE CRUZAMENTO

De posse dos dados sObre o comportamento genético do fator de
albinismo, ficamos em condig¢oes de esclarecer o modo normal de repro-
ducao do 4. glabratus, se por autofecundacao ou por fecundacao cru-
zada. O meétodo de investigacao € muito simples. Coloca-se um espéci-
me albino junto com um pigmentado homozigoto, ambos de tamanho
aproximadamente igual. Como a frequéncia das desovas é muito maior
durante a noite, éles sao separados antes do anoitecer e novamente
reunidos pela manha. Assim podemos identificar as posturas de cada
um, que sao conservadas em pequenas placas de Petri com agua e obser-
vadas ao microscopio estereoscopico. Para a finalidade déste trabalho
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toda a atencao € dada aos ovos do espécime albino, visto como 0S 0VOS
do espécime pigmentado produzem exclusivamente embrioes pigmen-
tados. No caso de serem pigmentados, os embrioes deixam ver nitida-
mente, em torno do 6.9 dia a temperatura de cerca de 22° C, um ponto
negro na base de cada antena, correspondendo as manchas oculares.
nao apresentando mancha alguma no caso de serem albinos. O apare-
cimento precoce das manchas oculares nos embrioes ainda dentro das
capsulas permite grande economia de tempo na obtencao dos resultados
das provas de cruzamento. Na descendéncia de um caramujo albino os
embrioes pigmentados derivam de cruzamento. ao passo que 0os embrioes

albinos derivam de autofecundacao.

Quando sao reunidos dois espécimes muito jovens, que ainda nao
iniciaram as posturas, cs primeircs ovos do albino podem dar embrioes
pigmentados ou albinos, dependendo de ter ou nao o espécime pigmen-
tado atingido a maturidade sexual.

Quando sao reunidos dois individucs que se acham em pleno perio-
do de reproducao por autofecundacao, as primeiras placas de ovos
depositadas pelo espécime albino em seguida ao acasalamento podem
dar exclusivamente embrioes pigmentados, traduzindo a utilizacao pre-
ferencial imediata dos espermatczoides estranhos. Na maioria dos casos,
entretanto, aparecem alguns embrioes pigmentados entre grande maio-
ria de albinos, porém o numero dos primeiros aumenta rapidamente
nas posturas seguintes, as quais em pouco tempo s6 contéem embrioes
pigmentados. E Obvio que o aparecimento simultaneo de embrioes albi-
nos e pigmentados em uma placa de ovos indica que ela encerra uma
mistura de produtos de autofecundacao e de cruzamento.

As experiéncias de cruzamento aqui referidas demonstram o fato
notavel de que o A. glabratus, apto a reproduzir-se prontamente por
autofecundacao, passa a reproduzir-se exclusivamente por cruzamento
quando reunido a outro individuo da mesma espécie. A fecundacao
cruzada continua a realizar-se com exclusividade enquanto os indivi-
duos permanecem reunidos, como verificamos em 10 casais até agora
estudados.

MODO DE REPRODUCAO NAS CONDICOES NATURAIS

Para demonstrarmos se nas condicoes naturais a reproducao por
cruzamento é preferencial, como foi verificado no laboratério, observa-
mos a descendéncia de 10 albinos capturados no campo, na cidade de
Santa Lugzia, situada a cérca de 30 Km ao norte de Belo Horizonte.
Todos os espécimes deram origem a produtos pigmentados, resultantes
da fecundacao de seus ovulos, no habitat natural, por espermatozoéides
de caramujos pigmentados homozigotos.

Esta breve referéncia é suficiente para demonstrar que a fecunda-
cao cruzada constitui o modo natural de reproducao do 4. glabratus.
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DURACAO DA ATIVIDADE FECUNDANTE DOS ESPERMATOZOIDES ESTRANHOS

Os espermatozoides introduzidos durante a ¢dépula no canal genital
de um caramujo sao armazenados em algum ponto, conservando du-
rante um prazo variavel a sua capacidade fecundante. Este fato e de-
monstrado pela observacao dos descendentes imediatos de um albino
separado de seu par pigmentado, os quais apresentam-se pigmentados
enquanto subsistem espermatozéides estranhos no progenitor albino.

Em nossas observacoes sObre éste assunto utilizamos 0s espécimes
referidos no topico “Experiéncias de cruzamento”, sendo os albinos
separados depois de terem estado acasalados durante 22 a 56 dias. Os
caramujos observados para verificacao do ‘“Modo de reprodugao nas
condicoes naturais” foram também usados nesta investigacao. Verifica-
mos ser de 25 dias apds a separacao o prazo minimo para o aparecimento
do primeiro embrido albino indicador do coméco da autofecundacao.
Depois de aparecer o primeiro albino as posturas subsequentes apresen-
taram albinos em numero sempre crescente, até o desaparecimento,
mais ou menos rapido, dos embrioes pigmentados. O prazo maximo
requerido para o desaparecimento dos embrioces pigmentados foi de 63
dias, que corresponde, portanto, ao maximo de sobrevivéncia dos esper-
matozoides estranhos verificado em nosso material.

COMENTARIOS

Um unico espécime de A. glabratus e capaz de produzlr por autofe-
cundacao uma colonia de numerosos individuos. Como vimos, 0 menos
prolifero entre os nossos espécimes autofecundados comecou a desovar
aos 30 dias de idade, produzindo ao fim de mais 30 dias 199 ovos, dos
quais 180 foram viaveis. Supondo que no 30.9 dia de idade cada um
dos seus descendentes atingisse a maturidade sexual e que cada um
déles puzesse 0 mesmo numero minimo de 180 ovos viaveis em 30 dias,
distribuidos da maneira registrada em nossos protocolos para o espe-
cime inicial, ao completar ésie ultimo 120 dias de idade ou 90 dias de
postura teria produzido cérca de 11.500.000 descendentes viaveis, sem
contar os milhoes de individuos produzidos por €le e por seus descen-
dentes apos o 30.9 dia de postura. O efeito supressivo da resisténcia
ambiental, controlando a efetuacao do potencial bidtico, nao permitira
naturalmente tal superproducao de individuos. Podemos concluir, com
base nestes dados, que nos criadouros tratados com planorbicidas bas-
tara um unico espécime sobrevivente para renovar a populacao de
caramujos.

Foi visto como, apesar da alta capacidade de autofecundacao do
A. glabratus, €le revelou absoluta preferéncia pela reproducao por cru-
zamento. Devemos dal concluir que as suas colonias (como também
com toda probabilidade as dos outros planorbideos) constituem popu-
lacoes mendelianas, no sentido de comunidades reprodutivas de indi-
viduos que participam de um ‘“pool” genético comum (Dobzhansky
1950). Esta preferéncia dada a hibridacao intra-especifica permanece
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dificil de explicar. Nos planorbideos os 6vulos e espermatozoides sao
formados lado a lado nas paredes epiteliais dos mesmos diverticulos
do ovoteste, em cuja luz sao lancados em conjunto, migrando juntos
pelas mesmas vias hermafroditas. Esta disposicao parece apropriada
para aumentar as probabilidades de autofecundacao. De fato. os mes-
mos gametas que num caramujo isolado conjugam-se prontamente,
tornam-se mutuamente indiferentes logo que em presenca de esperma-
tozoides de outro individuo da mesma espécie, os quais passam a ter
absoluta primazia como elementos fecundantes. O significado evolucio-
nario deste fato merece ser realcado. Garante a espécie dessa maneira
a sua propria preservacao, mediante o fluxo de genes e as recombinacoes
que lhe conferirao a necessaria provisao de variabilidade génica.

Em regioes expostas a enxurradas nao é raro que muitas populacoes
de planorbideos sejam qguase inteiramente aniquiladas na estacao chu-
vosa de cada ano, e muitas vezes ainda ocorre um segundo ciclo de
destruicao na estacao fria ou durante a séca. de acoérdo com as regioes.
Em certas areas € mesmo impossivel encontrar-se um planorbideo nas
épocas referidas. A reconstituicao das populacoes nesses casos é feita
a custa dos poucos individuos sobreviventes. que representam o elo
entre as populacoes precedente e subsequente. Estes poucos individuos,
nos qualis se concentram todos os atributos que constituirao a estrutura
genotipica da nova populacao, devem ser considerados como a ‘‘popu-
lacao geneticamente efetiva”. Se acontecer que éles sejam portadores
de caracteres hereditarios atipicos, éstes ultimos podem predominar na
nova populacao, que os herdara mediante mero acaso. Como resultado
déste fenoOmeno de oscilacao genética os individuos de uma colonia
podem diferir de tal modo dos de outra colonia ainda que proxima, ao
ponto de poderem ser considerados como pertencentes a espécies dife-
rentes. A oscilacao genética opera de preferéncia em populacoes que
se fragmentam em pequenas subpopulacoes ou colonias isoladas cuja
grandeza esta sujeita a fortes depressoes em certas estacoes do ano,
como € o0 caso dos planorbideos.

Nao devem constitulr excecao os casos extremos de reconstrucao
de colonias a partir de um unico individuo residual, ou de organizacao
de nova colonia a partir de um individuo extraviado pelas correntes
Ge agua. Um destes individuos podera fundar pequena colonia inicial
por autofecundacao, prosseguindc a multiplicacao dos seus descendentes
por cruzamento. Este fato explicaria a ocorréncia de algumas coldnias
com caracteristicas proprias e pequena variacdo individual.

Terminando estas consideracoes, desejamos realcar a utilidade do
emprégo de um meétodo tao simples de marcacao genética, por meio
do fator de albinismo, na experimentacao genética aplicada a sistema-
tica. Segundo um conceito genetico, as espécies sao “grupos de popu-
lacoes entre os quais a permuta de genes € limitada ou impedida na
natureza por um mecanismo ou por uma combinacao de varios meca-
nismos de isolamento reprodutivo” (Dobzhansky 1953, p. 262). Em con-
seqiiéncia desta definicao, a caracterizacao bioldégica de uma espécie
(bio-espécie) deve basear-se no seu nivel de isolamento reprodutivo.
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Nos planorbideos, entretanto, a ocorréncia da autofecundacido podera
falsear a interpretacao das provas de cruzamento. O emprégo de espé-
cimes albinos nestas provas permitira afirmar com seguranca a ocor-
rencia ou nao de hibridacao interespecifica e conhecer o numero de
hibridos eventualmente produzidos.

SUMARIO

Um especime de A. glabratus criado isoladamente é capaz de repro-
duzir-se perfeitamente bem por autofecundacao. Entretanto, quando
em companhia de outro individuo da mesma espécie, reproduz-se exclu-
sivamente por cruzamento.

A possibilidade da formacao de uma populacao a partir de um
unico individuo permite explicar a ocorréncia de certas colonias de
planorbideos com caracteristicas peculiares e pequena variacdo indivi-
dual, além de explicar a reconstituicao de populacoes tratadas com
planorbicidas, desde que um unico individuo possa escapar a destruicéo.

Utilizando o fator de albinismo como marcador genético em expe-
riencias de cruzamento, torna-se facil distinguir na geracao F, os pro-
dutos resultantes de fecundacao cruzada daqueles produzidos por auto-
fecundacao.

O emprego de espécimes albinos na experimentacao genética apli-
cada a sistematica permitirda uma caracterizacao bioldgica segura das
especies, reforcando assim o critério morfoldgico.
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