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Quando as espécies padrao E. andrei e E. fetida sdo avaliadas em testes ecotoxi-
coldgicos usando solo natural, faz-se necessario realizar um ensaio preliminar
para certificar a aceitacdo do solo pela espécie alvo, devido a baixa mortali-
dade maxima (10%) permitida, e a reprodu¢do minima exigida (40 individuos
juvenis) no tratamento controle (solo ndo contaminado) nos ensaios ecotoxi-
colégicos (ver secdo 11.2.8). Se o ensaio for realizado em solo contaminado,
deve-se verificar a sobrevivéncia e reprodu¢@o das minhocas em um solo-refe-
réncia ndo contaminado, com caracteristicas quimicas e fisicas semelhantes ao
contaminado. Da mesma forma, ensaios preliminares também devem ser rea-
lizados quando as avaliagdes incluirem outras espécies de minhocas em SAT
ou em solo natural. Por exemplo, no caso de A. gracilis, ensaios preliminares
indicaram que essas minhocas ndo se adaptaram ao SAT, tendo mortalidade
>20% apds 2 semanas (Cantelli, 2011), com e sem adig¢do de alimento (esterco
bovino). Nesse mesmo estudo (Cantelli, 2011), outra espécie, Dichogaster
annae, comumente encontrada em minhocarios no Brasil (James; Guimaraes,
2010), nao se adaptou ao solo natural (Latossolo vermelho), também apresen-
tando mortalidade de 18% a 30%, acima do tolerado (10%) pela norma.

As espécies E. fetida e E. andrei ja foram testadas usando uma ampla gama de
solos naturais, especialmente na Europa (Jansch et al., 2005; Rombke et al.,
2006; Chelinho et al., 2011), mas também no Brasil (Tabela 2.1). Elas podem
sobreviver e reproduzir dentro dos limites estabelecidos para os ensaios ecoto-
xicoldgicos padrao em solos com caracteristicas fisicas e quimicas altamente
variaveis (Tabela 6.1), e dentro de uma amplo espectro de condi¢des edafo-
-climéticas e de alimentacdo, mostrando sua grande plasticidade fenotipica.

Tabela 6.1. Preferéncias e amplitude de condigdes edafo-climaticas no substrato teste, nas quais as espécies E. andrei ou E. fetida podem sobrevi-
ver e reproduzir, dentro dos limites estabelecidos para os ensaios ecotoxicologicos padrdo da ISO (modificado de Jansch et al., 2005).

Propriedade do solo Preferéncia Intervalo
Temperatura 20-25°C 0-35°C
Umidade 40-60% da capacidade de campo 25-70% da capacidade de campo
pH 5-7 3,8-9,0
Textura do solo Desconhecida, mas nio crescem tdo bem em solos muito arenosos ou 6 a>50% de argila

muito argilosos
%C (mg kg'') 3-20% 1,3 a>20%
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Caso se deseje apenas realizar ensaios de fuga ou mortalidade com solo natural
ou SAT, recomendamos seguir os passos detalhados na se¢do 6.1 e/ou 6.2,
usando solo ou SAT ndo contaminados. Caso se deseje realizar ensaios de fuga,
mortalidade e de reprodugdo com solo natural ou SAT, recomendamos realizar
um ensaio de reprodugdo com SAT ou solo ndo contaminado, seguindo os
passos detalhados na se¢do 4.9.2.

6.1 Ensaio rapido de aceitacdo ou rejeig¢do de solo
natural ou SAT

Para avaliar de modo rapido, a possivel rejeicdo das minhocas a um determi-
nado solo natural ou SAT, coloca-se 10 minhocas da espécie em questdo em
um recipiente-teste com 500 g de SAT ou do solo teste por 48 horas, seguindo
procedimento parecido aquele explicado na sec¢do 4.1.2. Caso se observe com-
portamento anormal ou rejei¢ao do SAT ou do solo durante esse periodo (ver
secdo 4.1.2), é provavel que haja restricdes no mesmo para as minhocas, e
recomenda-se procurar outro solo para o teste, ou outra espécie de minhoca.
Caso as minhocas demonstrem aceitagdo ao SAT ou ao solo durante esse
periodo de 48 horas, realizar o ensaio descrito na se¢do 6.2, a seguir.

6.2 Ensaio de aceitacdo ou rejeicco de SAT ou solo
natural

No caso do ensaio de adaptagao das minhocas ao SAT ou solo natural deve-se:

1. Seguir os mesmos procedimentos para o SAT ou o solo, como aqueles espe-
cificados para o preparo de substrato teste no capitulo 7 (e seus sub-itens).

2. Usar o mesmo nimero (n=10 individuos) e biomassa de minhocas especifi-
cado na secdo 11.2.1.

3. Usar o mesmo recipiente recomendado para o ensaio de letalidade (ver
secdo 11.2.2).

4. Usar a quantidade de SAT ou solo recomendada para a espécie a ser utili-
zada (ver se¢do 11.2.2).

Se o solo tiver <2% Carbono organico total, 5 g de alimento (esterco, pre-
ferivelmente de cavalo) para cada 500 g de solo devem ser adicionados na
superficie do solo no inicio do ensaio, para as espécies de Eudrilus, Perionyx
e Eisenia. Devem ser preparadas pelo menos cinco replicatas do solo natural
ou SAT com as minhocas, ¢ aos 7 ¢ aos 14 dias (duragdo do ensaio de leta-
lidade) as minhocas devem ser retiradas do SAT/solo, contadas, pesadas e a
percentagem de mortalidade calculada. Se a mortalidade média for >10% aos
7 dias, o ensaio pode ser finalizado, ndo sendo necessario seguir até os 14
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dias. Os casulos no SAT ou solo (confirmacao de reproducio) também devem
ser removidos e o comportamento e morfologia externa das minhocas devem
ser observados para verificar se estdo saudaveis. Caso se observe anormali-
dades comportamentais ou morfologicas (ver se¢ao 4.1.2), mortalidade >10%,
ou perda de biomassa >20% para Eisenia ou >25% para as demais espécies
(ainda ndo existem dados para todas as espécies), as possiveis razdes dessas
alteracdes, mortalidade ou perda de biomassa devem ser buscadas, avaliando
os resultados de uma analise quimica de rotina do solo. Neste caso, esse solo
ndo deve ser usado para ensaios ecotoxicoldgicos com essa(s) espécie(s) de
minhoca.

Todos os dados de biomassa, mortalidade, e qualquer alteracdo morfologica
devem ser anotados e, caso se detecte rejeicdo do solo ou anormalidades mor-
fologicas, fotos digitais devem ser tomadas dos individuos.
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