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RESUMO - O estudo da cinética de nutrientes nos
coprolitos de minhocas pode ser importante para
entender os processos eddficos que ocorrem nos solos
brasileiros, ja que as minhocas atuam na decomposic¢do
e mineralizagdo da matéria orginica e na manutengdo
da estrutura do solo. O presente estudo teve o objetivo
de avaliar, em um Latossolo Vermelho-Amarelo, a
dinimica de NH,", NO; e P, em coprélitos de
minhocas e verificar o potencial destes nutrientes para
separar os tratamentos. Para tanto, avaliou-se a cinética
de nutrientes NH,", NO; e P, em coprélitos produzidos
em laboratdrio através de duas espécies de minhocas
(Amynthas corticis e Eisenia andrei). Os quatro
tratamentos testados foram: 1) Solo sem minhoca
(SM); 2) Solo com Amynthas corticis (AM); 3) Solo
com Amynthas corticis + Eisenia andrei (AE) e 4) Solo
com FEisenia andrei (EI). Os tempos de incubagdo
foram 0, 2, 4, 8, 16 e 32 dias. O tratamento SM,
independente dos tempos de incubagdo, apresentou
menores valores de P, NH," e NO;", em comparagdo
aos demais tratamentos, sendo este efeito mais
pronunciado quando se inoculou a espécie 4. corticis.
Pretende-se, a partir dos valores de densidade de
minhocas m? ji obtidos, realizar simulagdes da
quantidade de P, NH," e NO;’, fornecidos para areas
com Araucaria angustifolia, onde A. corticis domina a
populaggo de minhoca. Dentre os nutrientes estudados,
sem considerar o efeito do tempo de incubagdo, o P
contribuiu mais para separar os tratamentos, com um
excelente potencial indicador.
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Introducio

O conhecimento da cinética de nutrientes como
fosforo (P), amdnio (NH,") e nitrato (NO;) nos
coprolitos de minhocas pode ser importante para
entender os processos edaficos que ocorrem nos solos
brasileiros, ja que as minhocas atuam na decomposigéo
¢ mineralizagdo da matéria orgdnica e na manutengiio
da estrutura do solo.

O estudo das comunidades de minhocas em areas
com araucéria (Araucaria angustifolia) pode ser um
ponto de partida importante para entender os processos

nos solos deste habitat, j4 que estes organismos ocupam
diversos niveis troficos dentro da cadeia alimentar do solo.
As minhocas desempenham uma variedade de fun¢des nos
ecossistemas, incluindo: decomposi¢do da matéria
organica, mineralizagdo dos nutrientes, revolvimento,
agregacdo do solo, recuperagdo de areas degradadas e
contaminadas [2, 5]. Além disso, algumas espécies de
minhocas tém sido amplamente usadas como
bioindicadores de disturbios, bem como da qualidade do
solo [3]. Entretanto, a dindmica de nutrientes em coprdlitos
de minhocas ainda n3o ¢ totalmente conhecida e,
atualmente, estdo sendo investigados por poucos
pesquisadores brasileiros.

Contudo, ¢ conhecida a importdncia dos coprdlitos
como fonte de nutrientes [3, 5]. Pensando nisso, a hipotese
deste trabalho ¢ que no intestino das minhocas existe uma
grande diversidade de bactérias endosimbiontes que
auxiliam na decomposi¢io de matéria orginica e
promovem uma mineralizagio mais eficiente, liberando
mais nutrientes para o solo ao longo do tempo. Assim
sendo, o presente estudo teve o objetivo de avaliar, em um
Latossolo Vermelho-Amarelo, a dindmica de P, NH, e
NO;™ em coprdlitos de minhocas e verificar o potencial
destes nutrientes para separar os tratamentos.

Material e Métodos

A. O Local

O estudo foi conduzido no laboratério de
Microbiologia do Solo da ESALQ/USP. O solo utilizado
no ensaio foi coletado de areas com Araucaria angustifolia
nativas, em climax (22° 41” 29” latitude Sul e 45° 27° 52”
longitude Oeste), localizadas dentro do Parque Estadual de
Campos do Jorddo (PECJ), municipio de Campos do
Jordzo, SP. O solo usado no experimento foi classificado
como Latossolo Vermelho-Amarelo.  Informagses
adicionais sobre o local de coleta do solo, vegetagdo e
caracteristicas fisico-quimicas do solo podem ser obtidas
em Baretta [3]. Inicialmente, o solo foi seco em estufa (55
°C) e homogeneizado em peneira (malha de 2 mm). A
relagdo carbono:nitrogénio final do solo foi de 10:1.
Posteriormente foi realizado um ensaio para determinar o
melhor teor de umidade do solo para a produgdo de
coprolitos. A melhor umidade para produgdo de coprélitos,
independente da espécie de minhoca foi de 35%.
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Em cada mesocosmo foi colocado 200 gramas de
solo seco ¢, sendo posteriormente o solo corrigido até a
umidade de 35%. Durante a condugdo do experimento
foi utilizado 4gua destilada e autoclavada para manter
o teor de umidade do solo em 35%.

O delinecamento experimental foi de blocos
inteiramente casualizados, com cinco repeti¢des. Os
quatro tratamentos testados foram: 1) Solo sem
minhoca (SM); 2) Solo com Amynthas corticis (AM);
3) Solo com Amynthas corticis + Eisenia andrei (AE) e
4) Solo com FEisenia andrei (EI). Os tempos de
incubagfo foram 0, 2, 4, 8, 16 ¢ 32 dias.

Os individuos de Amynthas corticis utilizados no
experimento foram coletados em solo sob Floresta de
Araucaria dentro do PECJ. Para a coleta foi utilizado o
método recomendado pelo Programa “Tropical Soil
Biology and Fertility” (TSBF) descrito por Anderson
& Ingram [1] e relatado por Baretta et al. [2]. Os
individuos de Eisenia andrei foram provenientes da
cria¢do do Laboratorio de Microbiologia do Solo da
ESALQ. Antes da introdu¢do das minhocas nos
mesocosmos (potes de vidro transparentes), com
capacidade de 500 gramas cada um, elas
permaneceram 48 horas em placas de Petri com papel
absorvente umido, para limpeza do trato intestinal. Em
cada mesocosmo foi inoculado dois individuos adultos,
com clitelo bem desenvolvido e com biomassa média
de mais de 1,59 gramas.

Os coproélitos produzidos pelas minhocas foram
separados manualmente de cada mesocosmo, com
auxilio de lupa e luminéria. Aproximadamente duas
gramas de amostras de coprolitos ¢ também de solo
sem minhoca (testemunha) foram colocadas em
pequenas placas de Petri plasticas e encubadas numa
bandeja com solo original das areas de araucéria com
35% umidade. O experimento foi conduzido por 32
dias, no escuro € em sala climatizada, com temperatura
de 28°C. Estabeleceu-se um cronograma de extragfio de
acordo com os tempos de incubag&o.

Em cada tempo de incubagdo, o N-NH," e N-NO;
das amostras foram extraidos com KCI (2 mol L) na
relagdo 1:10 (m:v) (1 g de coprélito + 10 mL de KCI).
O N-NH," foi determinado em um sistema de anélise
de injecdo em fluxo continuo (FIA) (Ismatec Asia)
com alcalinizagio da amostra (NaOH 0,5 mol L),
microdifusdo e leitura em espectrofotémetro a 605 nm
na presenga do indicador bromocresol purpura (0,0074
mol L'). O N-NO; foi determinado por
espectrofotometria em ultravioleta (HP Agilent 8453
Spectrophotometer), com adigio de HCI (1 mol L) na
relagdo 1:50 (v:v), para evitar interferéncias de
hidréxidos e carbonatos. A leitura foi feita em 220 nm
€ 275 nm (APHA-AWWA, 2005). O P foi determinado
por Mehlich 1. A extragdo do P foi realizada com
solugdo de 0,0125 mol L de H,SO, + 0,05 mo L' de
HCI, utilizando relagfo coprélito:extrator 1:10 (m:v)
(1g de coprdlito + 10 mL de solugio extratora) [7] que
foram agitadas por 5 minutos, deixadas por uma noite
em repouso e depois coletado o sobrenadante. Para a
determinagio do teor de P foram adicionados 5 mL de
solugdio 4cida diluida de molibdato de aménio e acido

ascérbico em aliquota de 2,5 mL do extrato, que foi
homogeneizada e deixado desenvolver cor por 20 minutos.
O teor de P foi determinado em 660 nm em
espectrofotometro (VARIAN Cary 50 MPR Microplate
Reader).

Os resultados de P, NH,” ¢ NO; (mg kg™") foram
submetidos & analise de varidncia (ANOVA two-way) e as
médias comparadas por meio do teste de LSD (P < 0,05),
utilizando-se o programa estatistico SAS versdo 8.2 [8]. Os
atributos P, NH,” e NOj, independentes da época do
tempo de incubagdo (considerando todas as épocas de
incubagfio) também foram submetidos 4 andlise candnica
discriminante (ACD) para identificar quais deles foram
mais relevantes na separagio dos tratamentos estudados [4,
3], de acordo com seu valor indicador.

Resultados

A quantidade de nutrientes (NH,", NO; e P), nos
coprolitos das minhocas variou de acordo com o tempo de
incubagfio (Figuras 1A, 1B e 1C). As maiores quantidades
de NH,", NO; e P foram observadas nos coprélitos de
Amynthas corticis, em comparacdo aos demais tratamentos,
independente do tempo de incubagio (desde o tempo 0 até
os 32 dias ap0s a incubag#o), € também quando comparado
com o solo sem minhoca.

Para 0 NHy" e P o efeito da presenga de minhocas,
especialmente de Amymthas foi mais intenso nos
primeiros oito dias de incubagdo, com posterior decréscimo
(Figuras 1A e 1C). Esse comportamento pode ser atribuido
4 mineraliza¢fo inicial do carbono orginico prontamente
oxidavel, cuja exaustdo conduz a redugdo do fluxo de C-
CO,, como no trabalho de Martines et al. [8], em que os
autores encontraram valores crescentes de coeficiente de
correlagdo entre os compostos facilmente degradéaveis do
lodo de curtume, em decorréncia do tempo de incubago.
Entretanto, este efeito pode nfo ser apenas devido a
incorporagdo de matéria orgénica e nutrientes via esterco
de bovinos no solo utilizado neste experimento, mas
também ao provavel presenga de microrganismos
adaptados ao meio no intestino das minhocas que podem
auxiliar nesta mineralizacdo. Eram esperadas altas
quantidades de NH," primeirc como produto da
mineralizagdo, pois 0 NH," é oxidado para nitrato através
de bactérias nitrificantes, o que explica as elevadas
quantidades de NH," no inicio da incubagdo, decaindo com
o tempo, € o contrario acontecendo com o NO5™.

A quantidade de NO;™ aumentou progressivamente com
o tempo de incubagfio das amostras (Figura 1B),
especialmente no solo que recebeu Amynthas, seguido
pelos tratamentos de Amynthas + Eisenia, Eisenia andrei ¢
solo sem minhocas, respectivamente. Essas diferengas
podem estar relacionadas com a matéria organica
recalcitrante, decorrente do processo bioldgico e de
estabiliza¢do da carga orgénica, e pela baixa relagdo C/N
(neste trabatho 10:1) e composicéo da fragdo orgénica [8].

A.  Andlise Multivariada

O modelo utilizado na Analise Candnica Discriminante
(ACD) para avaliar as modificagdes na cinética de NH,",
NO;” e P explicou boa parte da variabilidade nos



tratamentos estudados, uma vez que a primeira e
segunda fung¢do candnica discriminante (FCD1 e FCDz2)
apresentaram correlagdes candnicas de 78,0 ¢ 18,0%,
respectivamente, independente do efeito do tempo de
incubagfo; sendo as duas fung¢Ses ajustdveis para
explicar as variagfes encontradas para

os valores de NH,*, NO; e P.

O teste LSD a 5 % da média de todos os
coeficientes canénicos padronizados (CCP) mostrou
dentro da FCD: que o tratamento que recebeu A.
corticis (AM) ¢é diferente dos demais tratamentos,
especialmente do solo sem minhocas (SM) (Tabela 1).
Dentro da FCD1, o tratamento AM obteve a maior
média (1,745), seguido pelos tratamentos AE e EI, que,
que ndo diferiram entre si, e pelo tratamento SM,
respectivamente (Tabela 1). A FCD2, como explicou
pouco (somente 2,10%) da variacfo total dos dados,
ndo sera discutida.

A contribuig@o individual de cada atributo para a
separagdo dos tratamentos estudados (Figura 2) ¢
expressa pelos coeficientes da taxa de discriminagdo
paralela (TDP), que resulta do produto entre os
coeficientes candnicos padronizados (CCP) e de
correlagdo (r). O TDP apresenta valores relativos a
contribuicdo conjunta de r e CCP para a distingdo das
areas (TDP = r x CCP). Dentro da FCD:1, o fésforo (P)
apresentou o maior valor positivo de coeficientes TDP,
correspondente a 0,660 (Tabela 2), demonstrando que
o maior grau de dissimilaridade (separacdo) das areas é
explicado, principalmente, por este atributo. Os
atributos NH,~ e NO;, apesar de apresentarem valores
mais baixos (0,190 e 0,150, respectivamente), também
foram importantes para separar os tratamentos
estudados.

O teste multivariado de Wilk’s Lambda indicou
haver diferenca altamente significativa (p<0,0001)
entre os quatro tratamentos estudados (Figura 2). Da
ACD resultaram valores do coeficiente candnico
padronizado (CCP). Tal coeficiente mostrou
simultaneamente o comportamento multivariado dos
nutrientes estudados para promover a separagio entre
os tratamentos, em resposta ao estudo de varidveis
independentes multiplas, analisadas simultaneamente.
No presente estudo, a FCD1 explicou a maior parte da
variagfo total (97,0 %), enquanto a FCD2, apenas 2,10
% (Figura 2).

Pode-se observar que a FCD1 separa o tratamento
AM, com maiores valores de CCP, dos tratamentos AE
e EI, enquanto o tratamento SM ficou afastado dos
demais, com menores valores (negativos) de
coeficiente CCP (Figura 2).

Discussao

As diferencas entre as quantidades de NH,*, NO; e
P liberadas nos tratamentos com a presenga de
minhocas em relagdo ao que ndo recebeu minhocas
(testemunha: solo sem minhoca) indicam a
contribui¢fo positiva dos das minhocas na liberagéo de
nutrientes no solo (Figuras 1A, 1B e 1C). Tais
variagdes nos atributos NH,", NO; e P estio

relacionadas, dentre outros fatores, com a espécie de
minhoca introduzida no solo e, possivelmente da
diversidade de microrganismos, especialmente bactérias e
talvez de endosimbiotes que vivem o intestino destas
minhocas. Entretanto, s@o necessarios maiores estudos
nesta linha de pesquisa no Brasil.

Outro aspecto interessante € o possivel comportamento
inverso entre a quantidade de NH," (Figura 1A) em relagio
ao NO;’ (Figura 1B). Parece existir uma grande quantidade
de nitrogénio orgénico (Norg) que pode ser transformado
em NH," e, esse por sua vez ¢ transformado em NO5", que
fica evidente, pelo comportamento inverso dos dois
compostos. Com o tempo a quantidade de NH," diminui
enquanto o NO;, aumenta (Figuras 1A e 1B).
Possivelmente, essas transformagdes sdo mediadas por
microrganismos amonificadores (Norg — NH,") e
nitrificadores NH,"— NOy), que provavelmente vivem
como endosimbiontes no trato digestivo das minhocas,
intensificando o processo de mineralizagdo do Norg em
comparagdo ao solo sem minhocas (SM), que apresenta sua
microbiota natural. Microrganismos, aparentemente
simbidticos e especificos para cada espécie de minhoca
foram encontrados nos nefrideos (estruturas de excregfo)
de 30 espécies de minhocas [7], mas sua relagdo, fungdo,
mecanismos ¢ fontes que geram essa endosimbiose ndo
foram elucidadas neste trabalho. Os nefrideos sdo 6rgdos
excretores, geralmente ocorrendo em pares em cada
segmento, que processam o liquido celémico antes da
excre¢do (amdnia e uréia) e ajudam no balango hidrico da
minhoca [6].

A inexisténcia de artigos publicados sobre esse assunto
dificultou a discussdo dos dados ora apresentados neste
estudo. Todavia, os resultados obtidos nesse trabalho
auxiliaram na formulagdo de novas hipéteses, sendo a
biodiversidade de minhocas, e seus endosimbiontes na
Mata Atlantica, objeto de pesquisa de um convénio
bilateral (CNPq/NSF, EUA) aprovado pelo CNPq
(coordenador G.G. Brown), o qual serd executado por
nosso grupo de pesquisa.

Pretende-se, a partir dos valores de densidade de
minhocas m? ji obtidos [3], realizar simulagdes da
quantidade de P, NH," e NO;’, fornecidos para dreas com
araucdria, onde A. corticis domina a populagio de
minhoca, especialmente quando se utilizou o método do
formol [2].

Conclusdes

O solo sem minhocas apresentou menores valores de P,
NH," e NO;’, em comparagdo aos demais tratamentos (com
minhocas), independente do tempo de incubagdo, sendo
este efeito mais pronunciado quando se introduziu a
espécie A. corticis.

Dentre os nutrientes estudados (NH,", NO;” e P), sem
considerar o efeito do tempo de incubagdo, o P contribuiu
mais para separar os tratamentos, com um excelente
potencial indicador.
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Figura 1. Quantidades de aménio (A), nitrato (B) e fésforo (C) (mg kg') liberados no solo sem minhoca [Solo
sem minhoca (m)] e nos coprdlitos produzidos pelas espécies de Amynthas corticis (®), Amynthas corticis +
Eisenia andrei ( &) e Eisenia andrei (V), apds 0, 2, 4, 6, 8, 16 ¢ 32 dias de incubagdo. (n=3).



Tabela 1. Anélise da varidncia média dos coeficientes padronizados (CCP) da primeira e segunda fungdo candnica
discriminante (FCD,, FCD2) referentes aos atributos aménio (NH,"), nitrato (NO5") e fosforo (P) do solo sem
minhocas (SM) e dos coproélitos produzidos por Amynthas corticis (AM), Amynthas corticis + Eisenia andrei
(AE) e Eisenia andrei (EI), independente do tempo de incubagdo (seis tempos= 0, 2, 4, 6, 8, 16 e 32 dias).
(n=3x6=18).

Tratamentos FCD1 (97,0%) FCD2 (2,1%)
SM -1,654 ¢ 0,001 a
AM 1,745 a 0,001 a
AE -0,053 b -0,254 a
El -0,043 b -0,252 a
CV(%) 1,01 1,69

Médias seguidas da mesma letra minuscula, nas colunas, nfo diferem entre si a 5% pelo teste LSD. CV: Coeficiente de
variagdo.

Tabela 2, Valores de coeficiente de correlagdo candnica (7), coeficiente candnico padronizado (CCP) e coeficiente
da taxa de discriminacgdo paralela (TDP) dentro da primeira e segunda fungdes canénicas discriminantes 1 e 2
(ECD, e 2 FCD,), referentes aos atributos aménio (NH,"), nitrato (NO;") e fésforo (P) do solo sem minhocas
(SM) e dos coprdlitos produzidos por Amynthas corticis (AM), Amynthas corticis + Eisenia andrei (AE) ¢
Eisenia andrei (EI), independente do tempo de incubagéo (6 tempos=0, 2, 4, 6, 8, 16 e 32 dias). (n=3x6=18).

FCD, (97,0%) FCD, (2,1%)
r CCP TDP r CCp TDP
Atributos do solo
Amodnio (N-NH[) 0,162 1,179 0,190 -0,087 -2,098 0,182
Nitrato (N-NO;") 0,105 1,434 0,150 -0,235 -1,940 0,456
Fésforo (P) 0,800 0,824 0,660 0,533 0,679 0,362
O
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Figura 2. Relagfio entre a primeira e segunda fungdo candnica discriminante (FCD; e FCD,) sobre as médias
(centréides) dos coeficientes candnicos padronizados (CCP), referentes aos atributos aménio (NH,"), nitrato
(NO5) e fésforo (P) do solo sem minhocas (SM) e dos coprdlitos produzidos por Amynthas corticis (AM),
Amynthas corticis + Eisenia andrei (AE) e Eisenia andrei (EI), independente do tempo de incubag8o (seis
tempos=0, 2, 4, 6, 8, 16 e 32 dias). (n=18).
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