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No mundo, sdo conhecidas em torno de 8.800 espécies de minhocas, em-
bora seja estimada uma diversidade ainda maior (REYNOLDS; WETZEL, 2007).
Existem registros da presenca de, aproximadamente, 310 espécies/subespécies de
minhocas catalogadas no Brasil (BROWN; JAMES, 2007).

As minhocas tém fun¢ao pedoecolégica essencial. De acordo com Edwards
e Bohlen (1996), realizam atividades que beneficiam as propriedades fisicas, qui-
micas e biolégicas do solo, aumentando a aeragio, a estabilidade de agregados, a
infiltragio de idgua, a mistura de materiais organico e mineral e a decomposicio
dos residuos das plantas. Dessa forma, elevam a disponibilidade dos nutrientes, or-
ganicos e inorganicos que, direta ou indiretamente, melhoram a produtividade do
solo. Esses efeitos frequentemente (superior a 70 % dos casos) levam a aumentos
no crescimento vegetal e na produtividade agricola (BROWN et al., 2000). Também
no aspecto biolégico, trazem beneficios, pois dipersam micro-organismos na forma
de células e/ou esporos, pelo deslocamento na superficie do solo e na construcdo
de galerias, como também pelos excrementos “coproélitos”, que podem ser liberados
dentro ou na superficie do solo.

De acordo com a classificacio ecolégica de Bouché (1977), as minhocas

ed4ficas sao classificadas em:

e  Epigeicas: vivem em grande parte acima do solo mineral, habitam
e se alimentam do horizonte organico, ndo constroem galerias, sio
pigmentadas e de tamanho reduzido. Exemplos: Eisenia andrei e

Eudrilus eugenia;

e  Anécicas: cavam galerias no solo mineral, vém a superficie para se
alimentar de litter, que incorporam ao solo, constroem galerias ver-
ticais extensas e permanentes; possuem pigmenta¢io dorsal e sao
pouco conhecidas na América Latina (RIGHI, 1999). Exemplos: Chi-

bui bari, Lumbricus terrestres e Apporectodea longa; e,
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e  Endogeicas: habitam o solo mineral, com preferéncia por material
rico em matéria organica. Exemplo: Pontoscolex corethurus (minhoca

mansa).

Segundo o héabito alimentar, as minhocas sido consideradas onivoras, e
alimentam-se, principalmente, de detritos organicos em varios estdgios de decom-

posicdo, mas também integram a sua dieta:

e  Micro-organismos vivos: bactérias, fungos e protozoarios;
e  Microfauna: nematoides e rotiferos; e,

e  Fezes proprias ou de outros animais.

Assimilam menos de 10 % do material organico ingerido, restando nas
fezes muito material em varios graus de processamento, assim como nutrientes
que estdo prontamente disponiveis as plantas.

Os coprolitos possuem secre¢bes contendo humato de célcio, produzidos
no intestino das minhocas, bem como o cilcio liberado pelas glindulas calciferas,
que servem de cimento para as particulas do solo (EDWARDS; BOHLEN, 1996).
Consistem em uma mistura heterogénea de restos orginicos e de particulas mine-
rais. No entanto, a quantidade de excrementos varia de acordo com (ZOU, 1993;
TIUNOV; SCHEU, 2000):

e Idade;

e  Tamanho;

e  Estrutura da popula¢io;

e Epocado ano;

*  Qualidade da matéria orgéinica ingerida;
° Temperatura;

e  Disponibilidade de dgua; e,

e Textura do solo.

A produgdo pode atingir de 1,5 a 120 t ha ano™” em regides temperadas e
de 50 a2 2.600 t ha’ano™ em regides tropicais (BAL, 1982; LEE, 1985).



As minhocas sio lucifugas e dotadas de tigmotacismo positivo em todo o
corpo. Assim, sua locomocio sé é efetiva no meio de detritos vegetais ou no inte-
rior do solo (RUPPERT et al., 2005), pois constroem galerias ou “bioporos” dentro
do solo, que predominam nos horizontes superficiais, mas podem chegar até as
grandes profundidades nas formas horizontais e/ou verticais, com ramifica¢des,
mas também podem ser bloqueadas por raizes e fezes do préprio animal.

Amynthas spp. e Pontoscolex corethrurus que ocorrem em areas com ativi-
dade antropogénica, vivem em galerias superficiais, ou seja, de 0 a 20 cm de pro-
fundidade (RIGHI, 1997).

Diversos fatores ambientais podem influenciar a reproducio, o cresci-

mento, a atividade mecanica e a atividade metabélica desses animais, entre eles:

e  Umidade;

e  Aeracio;

e  Temperatura;

e  Material alimentar; e,
e pH.

Os agroecossistemas sdo caracterizados pela alta degradacdo provocada
pelo homem, em funcio de técnicas agricolas como preparo do solo, cultivo, fertili-
zagdo e tratamentos com agroto6xicos, como consequéncia causam impactos deleté-
rios na populac¢io de minhocas.

A comunidade de minhocas presente em um determinado local é fun¢io
de (BROWN; DOMINGUEZ, 2010):

e  Condic¢oes edéaficas: tipo de solo, mineralogia, teor de matéria orga-

nica, textura, estrutura, temperatura, umidade e valor de pH;
e  Vegetacao: espécie e cobertura;
e  Topografia: posicio fisiogréfica e inclinacio;
e  (Clima: precipitagdo, temperatura, umidade relativa do ar e vento;
e  Intera¢bes com outros organismos edéficos; e,

e  Condigoes histéricas que originaram o solo e o local.
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As comunidades de minhocas sio mais expressivas em areas de acimulo
de matéria organica. Freitas (2014), comparando sistemas de produgio de hortas,
convencional e orginico, em Canoinhas - SC, obteve, respectivamente, densidades

populacionais de 35,3 e 362,7 animais m?.



PROTOCOLO XVII

METODO DE EXTRACAO DE MINHOCAS DO SOLO
COM EXTRATO DE CEBOLA (STEFEEN et al., 2010)

1. Material

a)

Equipamentos: microscépio estereoscépio (lupa), microscopio foténico,
rel6gio, anel metdlico (modelo da UFPR: 0,108 m de altura, 0,407 m de
didmetro e 0,1301 m? de area) e balanca de precisdo centesimal;

b) Solucdes: extrato de cebola 17,5 % e dlcool 70 % (Anexo 1); e,
c)  Outros: béquer de polietileno, galdo de 5 L, pin¢a metdlica, pisseta, luva
de protecio (nitrilica descartavel), papel toalha e enxada.
2. Metodologia

2.1. Etapas de campo

a)
b)
c)
d)

e)

£)

h)

Realizar o reconhecimento da area;

Tragar um transecto na drea de amostragem, com, no minimo, 50-100 m;
Demarcar entre 5 e 10 amostras, distantes, no minimo, 5,0 m entre si;
Para cada local de amostragem, limpar uma area de aproximadamente 1
m?, com uma enxada, retirando a cobertura vegetal;

Fixar um amostrador (anel metalico) no solo e, cuidadosamente, com
uma enxada, inseri-lo a aproximadamente 5,0 cm;

Adicionar lentamente a solucdo de extrato de cebola 17,5 % dentro do
anel metalico;

Apés a solugio infiltrar no solo, aguardar 10 minutos; e,

Com uma pinc¢a metdlica, coletar as minhocas que foram expulsas das
galerias e transferi-las para um béquer contendo dlcool 70 % e transpor-

ta-las para o laboratério.

2.2. Etapas de laboratério

a)
b)

Manter as minhocas em 4lcool 70 % por um periodo de 3 a 6 h;

Com uma pisseta, contendo dgua deionizada, lavar bem as minhocas; e,
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c) Seca-las em papel toalha por um minuto e, em seguida, realizar a conta-

gem e a pesagem em balanca de precisdo centesimal.

3. Calculo

N° ou biomassa fresca m? = média dos cinco anéis (Rep.1+ ...+ Rep.5)/5 *fc*

fc — 1 m?/area do anel (0,1301 m?) = 7,7

4. Resultados

Estimar a densidade populacional (Tabela 25) e a biomassa fresca (Tabela
26). De acordo com o Anexo 8, é possivel realizar a identifica¢io de algumas fami-

lias de minhocas.

Tabela 25. Estimativa da densidade populacional de minhocas em diferentes solos.

Densidades (N° m™?)
Solo Média
I II 111 v v
A
B
C
D
E

Tabela 26. Estimativa da biomassa fresca de minhocas em diferentes solos.

Biomassas (g m?)
Solo Média
I I I11 v v

td ey B -
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ANEXO 2

Teste de Gram em solubilidade com KOH (RYU, 1940)

a) Selecionar colonias bacterianas puras (isoladas) das placas de Petri em

meio de cultivo com no maximo 24 h;
b) Limpar as ldminas de vidro previamente com 4lcool etilico;
c) Pingar nalamina de vidro trés gotas de KOH 3 % (Anexo 1);

d) Transferir, com a al¢a de semeadura, uma colénia ou parte dela para a
lamina de vidro;

e) Misturar com a al¢a de semeadura até formar uma mistura homogénea e
aguardar 30 segundos; e,

f) Colocar a al¢a de semeadura sobre a mistura previamente obtida, erguer

1 a 2 cm e verificar se ha formacio de fios viscosos.

Interpretac¢io das observacdes:
e  Gram positiva, a solu¢io nio rompe a parede celular e nio forma
fios; e,

e  Gram negativa, a parede celular é rompida, libera 0 DNA e forma
fios.



ANEXO 3

Determinacao da capacidade de retencio de agua do solo
conforme Monteiro e Frighuetto (2000)

Dentre os fatores limitantes da atividade dos micro-organismos no solo,
tem-se a capacidade de retencdo de dgua, que é extremamente varidvel entre os
solos, em fungao principalmente dos teores de argila e matéria organica. Dessa for-
ma, a determinacdo desse atributo é fundamental para interpretagio das anilises
microbiolégicas, porém, para que seja aplicado corretamente, é necessario que os
solos estejam nas mesmas condi¢des de umidade, ou seja, na mesma capacidade
de retenc¢io de dgua. Os valores de capacidade de retencido de dgua sdo varidveis de

acordo com a metodologia, podendo ser superiores a 100 %.

1. Material

a) Solo tmido coletado da camada superficial (0 2 10 cm);

b) Vidrarias: funil plastico (diAmetro 10 cm), pipetas* de 1 mL, frasco de
vidro de 150 mL, béquer de 200 mL;

c) Equipamentos: balanca analitica com precisdo de décimo de grama, estu-
fa de secagem; e,

d) Outros: papel filtro quantitativo, faixa preta, filtragem rapida (diAmetro
15 cm), suporte de madeira, filme plastico, espétula e luvas de protecio
(nitrilica descartavel).

2. Metodologia

a) Para cada amostra, separar um conjunto formado por funil de vidro,
papel filtro e frasco de vidro e determinar a massa. Realizar a avaliacio
em duplicata;

b) Acoplar, em um suporte de madeira, o funil contendo o papel filtro e
posicionar corretamente o frasco coletor abaixo do funil;

c) Pesar 20,0 g de solo imido, obtido conforme o Capitulo II (p. 14), previa-
mente tamizado em peneira n°® 10 (abertura de 2,00 mm) e transferi-lo
com auxilio de uma espatula para o funil;

d) Em um béquer, pesar em balanca analitica 100 g de dgua destilada e adi-
cioné-la ao solo em pequenos volumes. Cobrir o funil com filme plastico

e deixar 4 temperatura ambiente;
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e) No dia seguinte, retirar a 4gua retida na haste do funil, com batidas sua-

ves no suporte de madeira e pesar o frasco coletor contendo a dgua per-

colada; e,
f)  Para cada amostra, é necessdria a realizacio da prova em branco (sem a
adi¢io de solo).
3. Calculo

Determinac¢io da capacidade de reten¢ao (CR) de dgua do solo (%)
CR (%) = [(100 - AP) + AS)]/SS x 100

Onde:

AP: dgua percolada (g);

AS: dgua existente no solo (g); e,

SS*: massa do solo seco (g), obtido apds a secagem do solo imido (20 g)

em estufa (105 °C) até massa constante.

3.1. Calcular a capacidade de retencao de dgua
estabelecida = 60 (%) da CR.

Capacidade de retencio estabelecida = CRX 0,6

3.2. Quantidade de 4gua a adicionar para atingir CR (60 %)

Agua (mL) = CR (60 %) - AS



ANEXO 4

Padronizacio de solucdo de hidroxido de sédio 0,5 N

1. Introducao

O NaOH nio é padrido primario, porque é higroscépio e sempre contém
uma quantidade indeterminada de dgua e carbonato de sédio adsorvida no sélido.
Isso significa que as solu¢des de NaOH devem ser padronizadas com um reagente
padrdo primério. O padrio primdrio mais utilizado nessa determinacio é o ftalato
acido de potassio ou biftalato de potdssio HKC H,(COO),. Pela estequiometria, um
mol de biftalato neutraliza um mol de hidréxido de sédio.

As solugdes de hidroxido de sédio atacam o vidro e dissolvem a silica com
formacio de silicatos soluveis. A presenca de silicatos soltveis causa erros e as solu-

¢bes de hidréxidos devem ser conservadas em frascos de polietileno.

2. Material
a) Equipamento: balanca analitica, agitador magnético;
b) Vidraria: bureta de 25 mL, balio volumétrico de 100 mL, béqueres de

250 e 500 mL, funil de vidro, conta-gotas, Erlenmeyer de 250 mL, pipeta
de 10 mL;

o) Reagentes: KHC H O, PM = 204,224 e NaOH, PM = 40,0; e,

8 T4 4

d) Outros: pisseta, suporte universal, garras e conta-gotas.
3. Metodologia

3.1 Preparo da solucdao de NaOH 0,5 M

Pesar aproximadamente 20,0 g de hidréxido de sédio em um béquer plas-
tico de 500 mL e dissolver em dgua destilada fervida (livre de COQ); transferir para
um balio volumétrico de 1.000 mL com auxilio de um funil e completar com dgua
destilada e armazenar em um recipiente com tampa. Separar 100 mL em um béquer

de 250 mL, para a padronizac¢io, ou seja, determinacio da molaridade real.
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3.2 Preparo da solucao de biftalato de potassio 0,5 M

a) Pesar em triplicata 5,1056 g a 5,200 g de biftalato de potassio, seco por
2 h em estufa a 110 °C, em um béquer de 100 mL, utilizando balanca
analitica;

b) Adicionar 25 mL de 4gua destilada, agitando com um bastao de vidro até
a completa dissolu¢io. Com auxilio de um funil, transferir para um baldo
de 50 mL e completar com 4gua destilada.

c) Transferir aproximadamente 25 mL da solu¢do para um béquer de 50
mL, em seguida pipetar 10 mL; e,

d) Transferir, com auxilio de um funil, para um Erlenmeyer de 125 mL e adi-

cionar duas gotas do indicador fenolftaleina (1 %).

3.3 Titulacao

A solucio de biftalato de potassio, apés adicao do indicador, sera posicio-
nada no sistema como titulado e o NaOH como titulante, a titulacio terminara com

a mudanca de cor de incolor para rosa avermelhada.

4. Calculo
Molaridade real do NaOH
m = (g/M)*v
Onde:

m: molaridade real do NaOH;

g: massa do biftalato de potassio (g);

M: massa molar do biftalato de potassio (g); e,
v: volume de NaOH gasto na titulagdo (L).

Anexo 4. Determinacio da molaridade exata de uma solucdo de NaOH.

Massa do HKC.H,(COO0), (g) Volume de NaOH (mL) Molaridade real
1.

2.
3.

Molaridade real (média de trés repeticdes)




ANEXO 5

Solucio DESS (250 mL)

a)

b)

)

d)
e)

Pesar 26,23 g de EDTA sédico (com peso molecular de 372, 24 g mol™,
certificar-se de que o EDTA seja dissédico, a massa pode variar, depen-
dendo do peso molecular), passar para um béquer e acrescentar dgua
deionizada até completar 50 mL;

Ajustar o pH da solu¢io com NaOH (hidréxido de sédio) 1 molar (o pH
inicial da solugdo estd em torno de 3 a 4), adicionar a solucdo até atingir
pH 7,5 (consumiri aproximadamente 50 mL, o EDTA comecari a dissol-

ver lentamente, pode-se aquecer a 30 °C para facilitar a dissoluc¢io);

Depois de dissolvido todo o EDTA, acrescentar dgua deionizada até
200 mL;

Acrescentar 50 mL de solugio DMSO a 20 % (Anexo 1);

Agitar manualmente durante alguns minutos;

Adicionar NaCl até a satura¢io (formacio de cristais no fundo do reci-
piente); e,

Passar a solug¢io para um frasco, tomando o cuidado de nio verter os cris-

tais precipitados no fundo, identificar e armazenar em lugar adequado.
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ANEXO 6

Chave pictéria para identificacio de familias (Collembola,
Entognatha) (GISIN, 1960)

1

Corpo comprido. Os segmentos do térax e abdémen visivelmente dividi-

dos (no méaximo, os 2-3 fundidos) (Subordem Arthropleona)..................2

- Corpo arredondado. Térax e os primeiros segmentos do abdémen

unidos (Subordem Symphypleona).........cccccecvninniiriiiniinniiniininnnd

Térax I desenvolvido, com, no minimo, uma pequena seta dorsal (Secdo

POLUE ORI .« oxensvsassessnesmessmpmemmumsssmnss sy sy s semsusisemsspsymesmssmsmysssessasiis

Térax I totalmente desprovido de setas e/ou pelos. Tergito do Térax I ndo

desenvolvido (Se¢io Entomobryomorpha).........cccoeuicviiiiiiincininccnncnnnd

Sem pseudoceles, maioria pigmentados. Com ou sem ocelos......Poduridae

- Com pseudoceles (geralmente poros na pele, nos varios segmen-
tos do corpo). Maioria sem pigmentacao, brancos. Sempre sem oce-

0B« ssmmasimmmimmmasmsssssmsTs s Y I GRS

Corpo sem escamas. Com setas, em ponta. Sem pelos em forma de
clava, na face dorsal. Abd. III e IV nio diferem muito em comprimen-

TP -y a3 [a 1

- Corpo com escamas, ou, quando sem, pelo menos pelos em forma de
clava, principalmente na regido dorsal do térax. Abd. IV geralmente

mais longo que Abd. III. Fircula bem desenvolvida...Entomobryidae

Unica familia de Symphypleona...........cccecovurrrirerrsrrerenenee....Smynthuridae



ANEXO 7

Chave pictéria para identificacio de familias
(COLLEMBOLA; SAUTTER, 1994)

Corpo arredondado e abd nio segH 4 Corpe compride & nummd: % =
SUB-ORDEM SYMPHYPLEOMA
FAMILIA SMINTHURIDAE SUB-ORDEM ARTHROFLEOMA

Tergite do torax | desenvolvide ¢ com pélos s
{Segiic Poduromorpha) '[I'su.rg:: do m"oxbl ::om ::’:moluida & desprovido de pélos

‘Com ou sem ocelos.
Sem pseudoceles,
FAMILI& PODURIDAE,

Cem ou =am escamas.
Com pélos em forma da clava.
FAMILIA ENTOMOBRYDAE.

Sem ocelos, Corpo sem sscamas,

Com setas em ponta,
Com pseudoceles,
FAMILIA OMYCHIURIDAE. FAMILIA ISOTOMIDAE.
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ANEXO 8

Chave para identificacio de algumas familias de
Oligochaeta (TALAVERA, 1990)

1.

Préstatas ausentes. Poros masculinos preclitelares..................Lumbricidae

Préstatas presentes. Poros masculinos nio preclitelares...........cccoceeeeen.2

Estrutura prostitica do tipo racemosa. Poros masculinos posclitela-

TES.cuiiuiriiiesisisssissssa s sssse st enesssssssssssssssssssssss e neenesss M€gascolecidae

Estrutura prostéticado tipo tubular. Poros masculinos em outra posi¢io.....3

Sistema excretor meronefreniano.........ccccceeveeeeveeeressesennnnnn. Octochaetidae

Sistema excretor holonefreniano....ivivivinissiissrasssssississsississiais ol

Glandulas calciferas ausentes. Poros masculinos na margem posterior do
chtelo....ninnnimnddisimamunmisuennnsseadicanthodrilidae

Glandulas calciferas presentes. Poros masculinos geralmente intracelula-

TS T T s ey Oenexadrilidae
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