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RESUMO
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DIVERSIDADE DE MINHOCAS E SUA RELACAO COM ECOSSISTEMAS NATURAIS
E ALTERADOS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

AUTORA: GERUSA PAULI KIST STEFFEN

ORIENTADORA: ZAIDA INES ANTONIOLLI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de junho de 2012.

O conhecimento sobre a diversidade de minhocas no Estado do Rio Grande do Sul (RS),
assim como no Brasil, estd muito aqguém da diversidade estimada pelos taxonomistas. O
trabalho teve como objetivos: 1) avaliar a diversidade de minhocas em ecossistemas de trés
regibes do Estado do RS; 2) caracterizar propriedades fisicas e quimicas do solo, tipo de
vegetacado e uso da terra; e 3) determinar o potencial de uso de uma solugao atéxica para
extracdo de minhocas do solo, como forma de reduzir os impactos ambientais sobre os
ecossistemas avaliados. Realizou-se levantamento qualitativo de minhocas, através da retirada
de mondlitos e triagem manual, em 15 diferentes ecossistemas. As coletas foram realizadas em
29 municipios das regides noroeste, central e sudoeste do Estado do RS, totalizando 77 locais
amostrados. A identificagao das espécies foi realizada com base em parametros morfolégicos
e/ou moleculares. Vinte e uma espécies de minhocas foram encontradas, pertencentes as
familias Glossoscolecidae (10), Ocnerodrilidae (4), Megascolecidae (4), Acanthodrilidae (1),
Lumbricidae (1) e Criodrilidae (1). Destas, dez corresponderam a novos registros, pertencentes
aos géneros Glossoscolex (6), Fimoscolex (1), Kerriona (1), Eukerria (1) e uma nova espécie da
familia Criodrilidae. A ocorréncia das espécies de minhocas apresentou relagdo com o tipo de
ecossistema avaliado, sendo observada maior diversidade em areas de fragmento de mata
nativa e campo nativo. A maioria das espécies nativas (Urobenus brasiliensis, Fimoscolex n. sp.
1 e Glossoscolex sp.) predominou em ecossistemas pouco alterados pelo homem, enquanto
que as espécies exéticas (Amynthas gracilis, Amynthas rodericensis, Metaphire californica,
Aporrectodea trapezoides) e peregrina (Pontoscolex corethrurus) predominam em dareas com
maior grau de antropizacdo. O grau de perturbacdo dos ecossistemas e o uso do solo
interferem na presenca de minhocas, seguido pelas caracteristicas fisicas e quimicas do solo. O
gene nuclear 28S rDNA, assim como os genes mitocondriais 16S e subunidade | da citocromo
c oxidase foram ferramentas importantes para caracterizagdo molecular das minhocas. As
avaliacbes do potencial do extrato de cebola como solugdo extratora de minhocas do solo
demonstraram que a concentracdo de 175 g L' de extrato apresenta capacidade semelhante a
solugdo extratora padrdo (formaldeido 0,5%) na extragdo de minhocas em solos de textura
argilosa e arenosa. Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que o Estado do Rio
Grande do Sul apresenta diversidade de minhocas superior a conhecida atualmente,
justificando a importancia de estudos da diversidade de organismos do solo em ecossistemas.

Palavras-chave: Oligoquetas. Diversidade. Taxonomia. Biologia molecular. Método de
extragéo.
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Knowledge on earthworms diversity in Rio Grande do Sul (RS) State, as well as in Brazil,
is lower than the range estimated by taxonomists. The study aimed to: 1) evaluate the diversity
of earthworms present in ecosystems of three regions of the RS State; 2) characterize the
physical and chemical properties of soil, vegetation and land use; and 3) determine the potential
use of a nontoxic solution to extract earthworms from the soil, in order to reduce the
environmental impacts on ecosystems assessed. A qualitative survey of earthworms was
conducted by the withdrawal of monoliths and manual screening in 15 different ecosystems.
Samples were collected in 29 municipalities of the northwestern, central and southwestern
regions of the RS State, comprising 77 sampling sites. Species identification was based on
morphological parameters and / or molecular. Twenty-one species of earthworms were found,
belonging to the families Glossoscolecidae (10), Ocnerodrilidae (4), Megascolecidae (4),
Acanthodrilidae (1), Lumbricidae (1) and Criodrilidae (1). Ten correspond to new records,
belonging to the genus Glossoscolex (6), Fimoscolex (1), Kerriona (1), Eukerria (1) and a new
specie of the Criodrilidae family. The occurrence of earthworms species was correlated with the
type of ecosystem. The highest diversity was observed in sites of native forest fragment and
native grassland. Most native species (Urobenus brasiliensis, Fimoscolex n. sp. and
Glossoscolex sp.) predominated in ecosystems altered by human activities, while the exotic
species (Amynthas gracilis, Amynthas rodericensis, Metaphire californica, Aporrectodea
trapezoides) and pilgrim (Pontoscolex corethrurus) predominate in sites with highest degree of
human disturbance. The degree of disturbance of ecosystems and land use influence the
presence of earthworms, followed by physical and chemical characteristics of soil. The nuclear
gene 28S rDNA, as well as mitochondrial genes 16S and subunit | of cytochrome ¢ oxidase were
important tools for the molecular characterization of earthworms. Assessments of the potential of
onion extract as the extraction solution for soil earthworms showed that the concentration of 175
g L™ extract shows capacity comparable to standard extraction solution (formaldehyde 0.5%) in
the extraction of earthworms in clay and sandy soils. The results of this study indicated that the
Rio Grande do Sul State has greater earthworms diversity than the currently known, justifying
the importance of studies of the diversity of these soil organisms.

Keywords: Oligochaetes. Diversity. Taxonomy. Molecular biology. Extraction method.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo, esfor¢os e recursos tém sido direcionados para a realizagao
de avaliagbes da diversidade de oligoquetas. Devido a vasta extenséo territorial e ao
clima favoravel a ocorréncia de minhocas, acredita-se que o Brasil seja um dos paises
com maior diversidade destes organismos. No entanto, poucas regides do Brasil foram
avaliadas quanto a ocorréncia de minhocas, além de, no momento, ndo haver um
taxonomista de oligoquetas efetivo no pais (BROWN; JAMES, 2007). Desta forma, é
fundamental que haja continuidade nas pesquisas sobre a diversidade de minhocas em
ecossistemas, antes que esta seja comprometida por alteragdes antrdpicas.

Estudos sobre a ocorréncia de espécies de minhocas no Estado do Rio Grande
do Sul foram realizados por pesquisadores ainda nas décadas de 1960 e 1970
(KNAPPER, 1972a, 1972b, 1976, 1977, 1979; KNAPPER; HAUSER, 1969; KNAPPER;
PORTO, 1979) e mais recentemente, no sul do Estado (LIMA; RODRIGUEZ, 2007;
SCHIAVON et al., 2009), inclusive com a descoberta de uma nova espécie da familia
Criodrilidae (LIMA; RODRIGUEZ, 2007). No entanto, os locais amostrados nestes
estudos concentraram-se em algumas regidées do estado, e ainda existem diversas
areas e regioes que nao foram estudadas.

Neste sentido, estudos relacionados a ocorréncia e diversidade de minhocas no
Rio Grande do Sul sdo de extrema importancia taxonémica, econdmica e ecoldgica, por
possibilitarem a descoberta de espécies novas e contribuirem para a ampliacdo do
conhecimento sobre a diversidade brasileira de minhocas. Além disso, possibilitam
relacionar a ocorréncia de espécies de minhocas presentes em um determinado
ecossistema com caracteristicas e propriedades fisicas e quimicas do solo, tipo de
vegetacao e uso da terra.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar e relacionar a
diversidade de espécies de minhocas ocorrentes em ecossistemas do Estado do Rio
Grande do Sul com caracteristicas e propriedades fisicas e quimicas do solo, tipo de
vegetacao e uso da terra. Objetivou-se também validar o uso de uma solugcao atéxica
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para extracdo de minhocas do solo, como forma de reduzir os impactos ambientais

sobre os ecossistemas avaliados (Figura 1.1).

DIVERSIDADE DE MINHOCAS E SUA RELAGCAO COM ECOSSISTEMAS
NATURAIS E ALTERADOS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

Capitulo |
Levantamento da diversidade de minhocas em trés regides
do Estado do Estado do Rio Grande do Sul

Objetivo

Identificacdo de
espécies de minhocas

Capitulo Il
Comunidade de minhocas em ecossistemas no Rio Grande
do Sul: caracterizagcao ecolégica e edafica dos ambientes

Determinagéao da influéncia
de fatores edaficos, uso e
manejo do solo na
comunidade de minhocas

Capitulo Il
Identificacdo de minhocas utilizando genes do DNA
mitocondrial (COIl e 16S mtDNA) e nuclear (28S rDNA)

Identificagdo de minhocas
por técnicas moleculares

Capitulo IV
New species of Glossoscolex (Clitellata: Glossoscolecidae)
from Rio Grande do Sul, Brazil

Descricao morfologica de
seis novas espécies do
género Glossoscolex

Capitulo V
Extracdo de minhocas do solo com solugdo atodxica
alternativa ao formaldeido

Determinacéao da eficiéncia
do extrato de cebola na
extragcado de minhocas

Figura 1.1 - Sequéncia da realizagcao do trabalho sobre a diversidade de minhocas no
Estado do Rio Grande do Sul e sua relacdo com ecossistemas naturais e

alterados.




24

As hipéteses do trabalho foram:

a) O Estado do Rio Grande do Sul apresenta diversidade de espécies de
minhocas superior a conhecida atualmente;

b) A ocorréncia de espécies de minhocas nativas, exoticas e peregrinas em
ecossistemas é influenciada pelo uso, manejo e pelas caracteristicas fisicas e quimicas
do solo;

c) A solucao a base de extrato de cebola é eficiente para extracdo de minhocas

do solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Minhocas

As minhocas sdo importantes organismos do solo, que pertencem ao Dominio
Eukarya, Reino Animalia, Filo Annelida, Classe Clitellata, Subclasse Oligochaeta
(RUPPERT, 2005; MADIGAN et al., 2010). Apresentam corpo alongado e segmentado
em forma de anéis, o que originou o nome do Filo (RUPPERT, 2005). Em muitos
idiomas, o termo que designa minhoca estd relacionado ao seu ambiente natural, o
solo, e & sua semelhanca com os vermes' (SCHIEDECK et al., 2010). A grande maioria
destes organismos essencialmente edaficos habita as camadas superficiais, geralmente
até profundidades de 30 a 50 cm no perfil do solo (BROWN; JAMES, 2007), onde
desempenham importantes funcdes ecoloégicas e ambientais. Segundo Hendrix e
Bohlen (2002), as minhocas s&o 0s organismos mais conhecidos e, muitas vezes, 0s
mais importantes que influenciam o funcionamento do sistema solo.

Devido a intensa movimentagao de solo que promovem no sistema edafico, as
minhocas, juntamente com cupins, besouros e formigas, foram denominadas
“engenheiros do ecossistema” (LAVELLE, 1988; JOUQUET et al., 2006; BROWN;
DOMINGUEZ, 2010). Os horizontes organicos e organo-minerais do solo s&o repletos

de excrementos da meso e da macrofauna® o que demonstra a importancia destes

' Por exemplo, em inglés, minhoca é “earthworm” (verme da terra), em francés ¢ “ver de terre” (verme da
terra), em espanhol é “lombriz de tierra” (lombriga da terra), em italiano € “lombrico” (lombriga) e em
alemao é “regenwurm” (verme das chuvas). No entanto, ao contrario das principais linguas ocidentais, a
lingua portuguesa, aparentemente, ndo vincula o nome genérico atribuido aos representantes da Classe
Oligochaeta a morfologia vermiforme ou ao solo, sendo a real origem da palavra minhoca considerada
controversa (SCHIEDECK et al., 2010).

% De acordo com o tamanho que apresentam, 0s organismos que vivem no solo sao classificados em
microfauna (menores do que 0,2 mm), mesofauna (entre 0,2 e 2,0 mm) e macrofauna (maiores do que
2,0 mm) (SWIFT et at., 1979). A microfauna edafica compreende os invertebrados aquaticos que vivem
no filme de agua do solo, como protozodrios e nematéides, enquanto que a mesofauna é representada
por um grupo diverso de organismos, tais como acaros, colémbolos e enquitreideos (LAVELLE, 1997). A
macrofauna do solo é composta por minhocas, cupins, coledpteros e dipldopodos, organismos que
possuem habilidade para cavar e criar estruturas especificas que permitem a sua movimentagéo e
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organismos na transformacdo e movimentagdo de materiais organicos no solo
(DAVIDSON; GRIEVE, 2006).

Acredita-se que as minhocas tenham surgido na Terra ha 570 milhdes de anos,
no periodo Edicariano (Era Paleozoéica), estando entre os primeiros organismos a surgir
no planeta (BOUCHE, 1983). Do oceano migraram para a crosta terrestre, ha
aproximadamente, 225 milhdes de anos, adaptando-se a vida no solo (BROWN;
JAMES, 2007). Apdés um longo periodo de adaptacdo e diversificagdo, as minhocas
migraram para as mais distintas regides do planeta, sendo atualmente encontradas em
praticamente todos habitats terrestres, com exce¢ado dos glaciais, desertos, solos muito
acidos ou salgados (LEE, 1985; REYNOLDS; WETZEL, 2007). No entanto, existem
muitas regides da crosta terrestre que ainda nao foram avaliadas quanto a diversidade

de minhocas.

2.2 Diversidade de minhocas

A diversidade ecoldgica pode ser definida como a variedade de espécies
existente em uma comunidade de organismos de uma regido, sendo reflexo das
complexas interagées que ocorrem no ecossistema (ODUM, 2004; ARAUJO, 2007).
Segundo Odum (2004), o conceito de diversidade de espécies possui dois
componentes: (1) riqueza, também chamada de densidade de espécies, baseada no
namero total de espécies presentes, e (2) uniformidade, baseada na abundancia
relativa de espécies e no grau de sua dominancia ou falta desta. Para Araujo (2007), a
diversidade de um determinado local apresenta trés componentes principais: 0s genes,
as especies e 0s ecossistemas.

No mundo, sdo conhecidas em torno de 8.800 espécies de minhocas, embora
seja estimada uma diversidade superior (REYNOLDS; WETZEL, 2007). Existem
registros da presenca de, aproximadamente, 310 espécies/subespécies de minhocas

sobrevivéncia no solo, tais como ninhos, galerias, monticulos e camaras, além da deposicdao de
excrementos resultantes da sua atividade alimentar (STORK; EGGLETON, 1992).
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catalogadas no Brasil. No entanto, inUmeras novas espécies foram coletadas em
territério brasileiro nos ultimos anos, as quais encontram-se em colegdes institucionais
aguardando para serem descritas.

Estima-se a existéncia de mais de 1.400 espécies ainda desconhecidas no
Brasil, devido a enorme extensao territorial, ao reduzido numero de locais amostrados e
também pelo pais possibilitar clima favoravel a presencga destes organismos, tornando o
territério brasileiro quase inteiramente habitavel por minhocas (BROWN; JAMES, 2007).
Desse modo, ha muito ainda a ser feito na area de levantamento e identificacao de
minhocas, visando aumentar os conhecimentos sobre a diversidade de espécies
presentes no pais. Dentre as espécies encontradas no Brasil, 85% correspondem a
nativas e apenas 15% representam espécies exobticas (BROWN; JAMES, 2007).

No Brasil, foram encontradas minhocas pertencentes a nove familias oriundas
das mais diversas regides do mundo (Tabela 2.1). As familias mais diversificadas sao a
Glossoscolecidae (Michaelsen, 1900), com 201 espécies/subespécies (todas nativas do
Brasil) agrupadas em 24 géneros, a Ocnerodrilidae (Beddard, 1891), com 46
espécies/subespécies (39 nativas) agrupadas em 15 géneros e a Acanthodrilidae
(Claus, 1880), com 24 espécies/subespécies (12 nativas) pertencentes a sete géneros.
As demais familias sdo Lumbricidae (13 espécies), Megascolecidae (11 espécies),
Almidae e Criodrilidae (7 espécies), Eudrilidae (2 espécies) e Sparganophilidae (1
espécie). Dentro da familia Glossoscolecidae, a mais diversificada do Brasil, os géneros
que apresentam maior diversidade de espécies sao: Glossoscolex (54
espécies/subespécies), Rhinodrilus (31 espécies/subespécies) e Righiodrilus (21
espécies/subespécies) (BROWN; JAMES, 2007).

InUmeros pesquisadores estudaram a diversidade de minhocas no Brasil e
contribuiram para a identificacdo das espécies/subespécies conhecidas atualmente. Em
revisdo publicada por Brown e James (2007), os autores descreveram um histérico da
taxonomia de minhocas no Brasil, onde destacaram o0s pesquisadores e suas
contribuicdes mais relevantes para a identificagcdo da diversidade de minhocas no pais.
Segundo os autores, o alemao Friedrich Sigismund Leuckart descreveu a primeira
minhoca brasileira em 1835 e, no ano seguinte, descreveu a espécie Glossoscolex

giganteus, um minhocugu com mais de um metro de comprimento. Em 1857, o
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naturalista alemao Fritz Miller descreveu a espécie Pontoscolex corethrurus, a minhoca
mais comum e abundante no Brasil (MULLER, 1857) e no mundo (GONZALEZ et al.,
2006).

Tabela 2.1 — Familias de oligoquetas e suas regides de origem.

Familia Regides de origem
Acanthodrilidae Africa, América do Sul, América do Norte, Australia e Nova Zelandia
Almidae Europa, Africa, América do Sul, Asia
Criodrilidae Africa
Eudrilidae Africa
Glossoscolecidae América do Sul e América Central
Lumbricidae América do Norte e Europa
Meaascolecidae Ameérica do Norte, América Central, América do Sul, Oceania, Asia,
9 Africa e Madagascar
Ocnerodrilidae América do Sul, América Central, Africa, Asia e Madagascar
Sparganophilidae América do Norte e Europa

Fonte: Extraida e modificada de Hendrix e Bohlen (2002).

Nativa do Platé ou Planalto Guianense, acredita-se que P. corethrurus tenha se
dispersado do seu local de origem com o auxilio de grupos indigenas que
transportavam materiais contendo casulos e pequenos individuos (RIGHI, 1990). No
entanto, devido a sua ampla distribuicao e ao elevado potencial de estabelecimento em
novos ecossistemas, embora seja nativa do Brasil, esta espécie pode ser considerada
como invasora peregrina na maior parte do pais (BROWN; JAMES, 2007). Individuos
de P. corethrurus podem ser encontrados em todas as regides Umidas de mais de 56
paises de clima tropical do mundo (FRAGOSO et al., 1999).

No final do século XIX, inUmeras espécies de minhocas, inclusive espécies
novas, foram coletadas no Rio de Janeiro e em estados do sul do Brasil por
pesquisadores europeus que realizavam pesquisas biolégicas. A maior parte dos
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exemplares coletados foi enviada a especialistas na Alemanha (Michaelsen, Ude, Horst,
Kinberg), Italia (Cognetti, Rosa), Inglaterra (Benham) e Franca (Perrier), onde
permanecem até hoje depositados em cole¢cées (BROWN; JAMES, 2007). Em 1867,
Kinberg descreveu a espécie Amynthas gracilis (sinbnimos: Pheretima hawayana
(Rosa, 1891) e Amynthas hawayanus (Beddard, 1900)), que corresponde a espécie
exotica mais amplamente distribuida no Brasil e no mundo (BROWN et al., 2006).

De acordo com Fragoso et al. (2003), o conhecimento atual sobre a diversidade
de minhocas no Brasil foi construido, principalmente, pelo esforco de dois taxonomistas:
Johann Wilhelm Michaelsen e Gilberto Righi, os quais descreveram, aproximadamente,
60% das minhocas conhecidas no pais.

No final do século XIX até o inicio do século XX, Michaelsen descreveu mais de
34 espécies brasileiras. O pesquisador brasileiro Righi, professor da Universidade de
Sao Paulo, juntamente com seus alunos, descreveram 144 espécies/subespécies de
minhocas brasileiras no periodo de 1960 até 1999, quando faleceu. Contribuicdes
importantes também foram dadas pelo pesquisador Cernosvitov, o qual descreveu 12
espécies nativas brasileiras coletadas em expedi¢cdes de europeus no Brasil, e por
Ergasto Cordero, que descreveu trés novas espécies de minhocas da familia
Glossoscolecidae encontradas no estado do Ceara (BROWN; JAMES, 2007).

Mais recentemente, Zicsi e Csuzdi identificaram minhocas coletadas em diversas
regides do Brasil, descrevendo um novo género, Righiodrilus (ZICSI, 1995), com 21
espécies/subespécies brasileiras e uma nova espécie, Cirodrilus righii (ZICSI et al.,
2001). No ano de 2011, em diversos sistemas de uso do solo no Estado do Parana,
Marie L. C. Bartz coletou e descreveu dez novas espécies, sendo nove do género
Glossoscolex e uma do género Fimoscolex do norte do estado do Parana: Glossoscolex
(Praedrilus) lutocolous n. sp. (Bartz; James, 2011), Glossoscolex (Praedrilus) uliginosus
(Bartz; James, 2011), Glossoscolex (Praedrilus) itaguajei (Bartz; James, 2011);
Glossoscolex (Glossoscolex) palus (Bartz; James, 2011), Glossoscolex (Glossoscolex)
primaensis (Bartz; James, 2011), Glossoscolex (Glossoscolex) mariae (Bartz; James,
2011), Glossoscolex (Glossoscolex) sanpedroensis (Bartz; James, 2011), Glossoscolex
(Glossoscolex) terraopimus (Bartz; James, 2011), Glossoscolex (Glossoscolex)
giocondoi e Fimoscolex bartzi (Bartz; James, 2011) (BARTZ, 2011).
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A ocorréncia de espécies de minhocas nativas ou exéticas em um determinado
local, possibilita ao pesquisador inferir sobre o grau de alteragdes as quais o ambiente
foi submetido. De acordo com Fragoso et al. (1999), as espécies nativas apenas
persistem onde a influéncia antrépica nao € significativa e a vegetacao nativa nao foi
substituida. Segundo Brown et al. (2006), o homem tem transportado minhocas
exoticas em todo 0 mundo e, em algumas situagdes, estes organismos podem se tornar
invasores, modificando popula¢des nativas de minhocas, propriedades e processos do
solo de forma significativa, bem como influenciando positiva ou negativamente o
crescimento das plantas.

E provavel que as invasées de minhocas exéticas em agroecossistemas tenham
se intensificado com o comércio global da agricultura e com praticas relacionadas a
gestao de residuos e a biorremediagao. Existem evidéncias de que minhocas invasoras
tém provocado mudancas significativas no ambiente edafico, na dindmica da matéria
organica e de nutrientes, e nas comunidades de plantas e organismos do solo. No
entanto, nao esta claro se esses efeitos sdo comuns em ecossistemas habitados por
minhocas nativas, especialmente em solos perturbados (HENDRIX et al., 2006).

Segundo Hendrix et al. (2006), comunidades de minhocas nativas e as
caracteristicas de seu habitat podem resistir a invasdo por minhocas exéticas,
reduzindo, consequentemente, o impacto de espécies exoticas sobre o ambiente. Apéds
andlise de diversos dados e estudos de caso, os autores concluiram que: 1) minhocas
exoticas invadem ecossistemas habitados por minhocas nativas, mesmo na auséncia
de perturbacdo evidente, 2) a exclusdo de minhocas nativas por competicdo com
espécies exoticas ndao é demonstrada facilmente, 3) a co-existéncia de espécies nativas
e exdticas tem sido frequentemente observada, mesmo que transitéria, e 4) nos casos
em que ha resisténcia a invasées de minhocas exdéticas em ambientes, o fato pode
estar mais relacionado as caracteristicas fisicas e quimicas do habitat, do que as
interacoes bioldgicas entre minhocas nativas e exdticas.

O estabelecimento de minhocas exéticas em um novo ambiente pode ocorrer em
duas situagdes: (1) em ecossistema preservado, quando ha competicdo com espécies
nativas ou (2) apos colonizagdo em ambientes alterados, provocando a eliminagao ou a
reducdo de espécies nativas (Figura 2.1) (GONZALEZ et al., 2006).
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Em ecossistemas inalterados, minhocas nativas podem impedir a invasao de
espécies exoticas, por estarem mais adaptadas ao ambiente original. No entanto,
alteragdes no ecossistema, sejam elas provocadas pelo homem ou por eventos
naturais, podem resultar na eliminacdo ou reducdo das populagbes nativas, devido a
alteragdes bruscas na estrutura do solo, na ciclagem de nutrientes e no microclima.
Estas mudancas no ecossistema podem prejudicar e reduzir as populagcbes de
minhocas nativas, favorecendo a invasdo de espécies exoéticas (LAVELLE et al., 1999;
GONZALEZ et al., 2006) (Figura 2.1).

Invasao de minhocas exoticas

Ecossistemas nativos Ecossistemas alterados
'Y Y
Somente Disturbios de habitat R Reducao de Extingédo de
espécies nativas > | espécies nativas > | espécies nativas
Sucessao
| secundaria | |
Competicao Reducao da competicao Sem competigao
exclusao das exoéticas com nativas com nativas
Somente Coexisténcia de Coexisténcia de Somente
espécies nativas nativas e exoticas nativas e exoticas espécies exoticas

—

Aumento do gradiente de alteracao do ecossistema
Reducao das espécies nativas e aumento das espécies exoticas

Figura 2.1 — Efeitos da invasdao de espécies exoticas sobre espécies nativas em
ecossistemas naturais e alterados. Extraido e modificado de Gonzalez et
al. (2006).

A disseminacdo de minhocas exéticas em ecossistemas naturais e antropizados

€ um fato observado em diversos paises do mundo. Pesquisas ja demonstraram que a
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invasao de minhocas em ambientes naturais pode resultar em modificagdes importantes
na superficie do solo, nos processos do ecossistema, na cadeia alimentar dos
organismos que vivem no solo e acima dele e na comunidade de plantas (GUNDALE et
al., 2005; CALLAHAM et al., 2006; HENDRIX, 2006). No entanto, os impactos diretos e
indiretos provocados por invasdes de minhocas em outros organismos tém sido
ignorados (MIGGE-KLEIAN et al., 2006).

Em virtude de evidéncias sobre os impactos negativos da invasao de minhocas
sobre ecossistemas nativos, pesquisas vém sendo realizadas para avaliar,
compreender e buscar alternativas para solucionar essa questdo (CALLAHAM et al.,
2009; GUNDALE et al., 2005; MIGGE-KLEIAN et al., 2006; DIDHAM et al., 2007;
CAMERON et al., 2008; ADDISON, 2009; LEON; JOHNSON-MAYNARD, 2009).
Callaham et al. (2006) discutiram politicas de gestao para reduzir e, se possivel, evitar a
introducao de espécies exodticas em areas naturais habitadas exclusivamente por
espécies nativas na América do Norte, as quais podem ser aplicadas em outros paises
do mundo.

De acordo com McNeely et al. (2001), geralmente espécies invasoras (exoéticas)
tendem a estar associadas com impactos negativos em ecossistemas naturais,
alterando a comunidade de organismos e plantas, bem como propriedades, processos
e funcdes do ecossistema. No entanto, € importante ressaltar que, em &reas
antropizadas, como sdo os casos de areas agricolas e silvipastoris, a introdugdo de
espécies de minhocas exoéticas pode promover a melhoria de algumas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas do solo.

Dentre os estados brasileiros que necessitam ser melhor amostrados em relacéao
a diversidade de minhocas encontra-se o Rio Grande do Sul (RS), o qual
possivelmente, abrigue grande riqueza de espécies ainda desconhecidas.
Levantamentos realizados no estado do RS, desde a década de 1920 até o ano de
2010, apontaram a existéncia de, pelo menos, 44 espécies de minhocas ja descritas,
sendo 15 nativas e 29 exéticas. As espécies estao agrupadas em seis familias, sendo
que a maior parte delas pertence as familias Lumbricidae (12 espécies) e
Glossoscolecidae (11 espécies) (Tabela 2.2).
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(continua)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exdticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras (Pl),
nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuigao.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Acanthodrilidae

Dichogaster annae Horst (1893)

Dichogaster saliens Beddard (1892)
Eodrilus doellojuradoi Cordero (1942)

Eodrilus magellanicus Beddard (1895)

Microscolex dubius Fletcher (1887)

Microscolex michaelseni Beddard (1895)

Microscolex phosphoreus Dugés (1837)

Criodrilidae
Criodrilus lacuum Hoffmeister (1845)

Guarani camaqua Lima e Rodriguez (2007)

Diversos locais do estado do RS

Fontoura Xavier, Ibiruba

Porto Alegre

Porto Alegre

Camaqua, Cangugu, Guaiba, Jaguarao,
Pedro Osorio, Pelotas, Pinheiro Machado,
Piratini, Porto Alegre, Santana do Livramento,

Taquara

Porto Alegre

Guaiba e outros locais

Estado do RS

inespecificos do

Porto Alegre, Triunfo

Camaqua

EX, PI

EX, IN
EX

EX

EX

EX

EX

EX

Luederwaldt (1927), Righi
(1968, 1984a, 1984b, 1999);
Righi; Ayres (1975)
Knépper; Porto (1979)
Knépper (1976)

Knéapper (1976)

Knépper (1976); Schiavon et al.
(2009); Lima; Rodriguez (2007)

Knépper (1976)

Moreira (1903); Martiis (1905);
Michaelsen (1927); Knapper
(1976)

Knépper; Porto (1979)

Lima; Rodriguez (2007)
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(continuacéao)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras
(PI), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicéo.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Glossoscolecidae
Alexidrilus icomi Righi (1971)

Alexidrilus littoralis Ljungstrom (1972)

Alexidrilus lourdesae Righi (1971)
Glossodrilus parecis Righi; Ayres (1975)
Glossoscolex catharinensis Michaelsen (1918)
Glossoscolex grandis Michaelsen (1892)
Glossoscolex truncatus Rosa (1895)
Glossoscolex uruguayensis uruguayensis
Cordero (1943)

= Glossoscolex uruguayensis Cordero (1943)

Glossoscolex wiengreeni Michaelsen (1897)

Pontoscolex corethrurus Miller (1857)

Urobenus brasiliensis Benham (1887)
= Rhinodrilus papillifer Michaelsen (1892)

Porto Alegre

Canela, Guaiba, Sao Leopoldo, Tenente
Portela

Estrela

Parecis

Sé&o Sebastido do Cai
Passo Fundo

Uruguaiana

Sao Leopoldo

Guaiba, Porto Alegre, Santa Maria

Alegria, Charqueadas, Chui, General
Camara, Guaiba, Ilha da Pintada (Porto
Alegre), Rolante, Sao Leopoldo, Sao Luiz
Gonzaga, Sapucaia do Sul, Tramandai

Itaqui, Pelotas, Porto Alegre, Taquara, Turugu

z

Z Z2 Z2 Z Z

IN, NP

Knépper (1976)

Knépper (1976, 1977); Knépper
(registro pessoal)

Righi (1971)

Righi; Ayres (1975)
Righi (1974)

Michaelsen (1892, 1918)

Luederwaldt (1927)

Righi (1974)

Knépper; Porto (1979)

Knépper (1972b, 1976, 1979);
Kné&pper; Porto (1979)

Righi (1971), Schiavon et al.
(2009)
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(continuacéao)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras
(PI), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicéo.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Lumbricidae

Aporrectodea trapezoides Dugés (1828)

Aporrectodea caliginosa Savigny (1826)

Aporrectodea rosea Savigny (1826)
Bimastos parvus Eisen (1874)
Dendrobaena veneta Rosa (1886)

Eisenia andrei Bouché (1972)

Eisenia fetida Savigny (1826)

Eisenia lucens Waga (1857)

Eiseniella tetraedra pupa Eisen (1874)

Eiseniella tetraedra tetraedra Savigny (1826)

Porto Alegre

Canela, Cangugu, Charqueadas, Estrela,
Guaiba, Herval, Mariluz, Nova Petrépolis,
Novo Hamburgo, Pelotas, Pinheiro Machado,
Piratini, Porto Alegre, Rolante, Santa Cruz do
Sul, Sao Francisco de Paula, Sdo Leopoldo,
Sapucaia do Sul, Sobradinho, Viaméao

Porto Alegre

Camaqua, Nova Teutdnia

Porto Alegre

Santa Maria, Pelotas

Barra do Ribeiro, Gramado, Guaiba, llha
Grande dos Marinheiros (Porto Alegre), Ivoti,
Lajeado, Mariluz, Novo Hamburgo, Pelotas,
Piratini, Sdo Leopoldo, Sapucaia do Sul,

Tramandai, Viaméao

Fontoura Xavier, Porto Alegre, Santo Angelo,
Séo Francisco de Paula

Porto Alegre

Diversos municipios do estado do RS

EX

EX, PI

EX
EX
EX

EX

EX

EX

EX

EX

Michaelsen (1892); Knapper
(1976)

Righi (1967); Knapper; Hauser
(1969); Knéapper (1976);
Knépper; Porto (1979);

Knépper (registro pessoal)

Michaelsen (1892)
J&B?; Lima; Rodriguez (2007)
Knépper; Porto (1979)

Steffen (2010); Schiedeck et al.
(2009b)

Michaelsen (1892);
Porto (1979); Righi
Knépper (1972a, 1976)

Knépper;
(1967);

Knépper (1976);
Porto (1979)

Knépper;

Knéapper (1976)

Pacheco et al. (1992)
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(continuacéao)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras
(PI), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicéo.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Octolasion cyaneum Savigny (1826)

Octolasion lacteum Hoffmeister (1845)

Megascolecidae

Amynthas corticis Kinberg (1867)

= Pheretima deffringens Baird (1869)

Amynthas morrisi Beddard (1892)
= Pheretima morrisi Beddard (1892)

Gramado,
Leopoldo

Pelotas, Porto Alegre, Sao

Porto Alegre

Barra do Ribeiro, Cai, Canela, Canoas,
Caxias do Sul, Cruz Alta, Dois Irmaos, Dom
Pedrito, Erval, Estancia Velha, Estrela,
Gramado, Guaiba, Harmonia, llépolis,
Itaimbezinho, lvoti, Lajeado, Lavras do Sul,
Montenegro, Nova Petropolis, Novo
Hamburgo, Roca Sales, Paim Filho, Passo
Fundo, Picada Café, Piratini, Portdo, Porto
Alegre, Salvador do Sul, Santa Cruz do Sul,
Santa Maria, Sao Francisco de Paula, Sao
Leopoldo, Sapucaia do Sul, Taquara,
Teutbnia, Uruguaiana, Viamao

Alvorada, Arroio Grande, Barra do Ribeiro,
Cachoeirinha, Camaqua, Canoas, Caxias do
Sul, Charqueadas, Cruz Alta, Cruzeiro do Sul,
Dois Irmaos, Erval, Estancia Velha, Esteio,
Estrela, Gramado, Gravatai, Guaiba,
Harmonia, Herval, Itaqui, Ivoti, Lajeado,
Mariluz, Montenegro, Morro Reuter, Nova
Petrépolis, Novo Hamburgo, Pedro Osorio,
Pelotas, Portdo, Porto Alegre, Rolante,
Rosario do Sul, Santa Cruz do Sul, Sao
Leopoldo, Sapiranga, Sapucaia do Sul,
Taquara, Teutbnia, Tramandali, Viamao

EX

EX

EX, IN

EX, PI

Righi (1967); Knapper (1976)

Knépper (1976)

Knépper (registro pessoal);
Krabbe et al. (1993)
Knapper  (1972a, 1972b);

Knépper; Porto (1979); Krabbe
et al. (1993); Lima; Rodriguez
(2007); Knépper (registro
pessoal)
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(continuacéao)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras
(PI), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicéo.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Amynthas gracilis Kinberg (1867)
= Amynthas hawayanus Rosa (1891)
= Pheretima hawayana Rosa (1891)

Metaphire californica Kinberg (1867)
= Pheretima californica Michaelsen (1900)

Arroio Grande, Barra do Ribeiro,
Cachoeirinha, Camaqua, Canoas, Caxias do
Sul, Charqueadas, Chui, Cruz Alta, Cruzeiro
do Sul, Dom Pedrito, Encantado, Estancia
Velha, Esteio, Estrela, Feliz, General Camara,
Gramado, Gravatai, Guaiba, Herval,
Harmonia, llha da Pintada e llha do Pavéao
(Porto Alegre), Ivoti, Lajeado, Lavras da Sul,
Mariluz, Montenegro, Nova Petrépolis, Novo
Hamburgo, Paim Filho, Pedro Osorio,
Pelotas, Pinheiro Machado, Piratini, Portao,
Quarai, Roca Sales, Rolante, Rosario do Sul,
Salvador do Sul, Santa Cruz do Sul, Santa
Maria, Santa Vitéria do Palmar, Santo Angelo,
Sao Borja, Sao Leopoldo, Sdo Lourengo do
Sul, Sapiranga, Sapucaia do Sul, Tapes,
Taquara, Teutbnia, Tramandai, Uruguaiana,
Viamao

Alvorada, Arroio Grande, Cachoeirinha,
Cangucgu, Canoas, Charqueadas, Cruz Alta,
Cruzeiro do Sul, Dois Irmaos, Estancia Velha,
Esteio, Estrela, Guaiba, Jaguardo, Lajeado,
Mariluz, Montenegro, Nova Petrépolis, Novo
Hamburgo, Oso6rio, Pedro Osério, Pelotas,
Piratini, Portdo, Porto Alegre, Rolante,
Rosario do Sul, Santa Cruz do Sul, Santa
Maria, Santana do Livramento, Sao Leopoldo,
Sao Luiz Gonzaga, Sapucaia do Sul,
Taquara, Teutbnia, Torres, Tramandai,
Venancio Aires

EX, IN

EX, PI

Knépper (1972a, 1972b, 1976);
Knépper; Porto (1979);
Knépper (registro pessoal);
Krabbe et al. (1993); Lima;
Rodriguez (2007); Schiavon et
al. (2009)

Knépper (registro
Krabbe et al. (1993)

pessoal);
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(conclusao)

Tabela 2.2 - Lista de familias, géneros e espécies de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), potencialmente invasoras
(PI), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) encontradas no Estado do Rio Grande do Sul e sua distribuicéo.

Familia
Género e espécie

Localizacao no RS

Classificacao

Referéncias

Metaphire schmardae Horst (1883)
= Pheretima schmardae Horst (1883)
= Amynthas schmardae Beddard (1900)

Pheretima darnleiensis Fletcher (1886)

Polypheretima taprobanae Beddard (1892)

Pontodrilus litoralis Grubbe (1855)
Ocnerodrilidae
Eukerria eiseniana Rosa (1895)

Eukerria garmani argentinae Jamieson (1970)

Eukerria saltensis Beddard (1895)

Eukerria stagnalis Kinberg (1867)

Arroio Grande, Bagé,
Camaqua, Charqueadas, Cruz Alta, Dois
Irméos, Esténcia Velha, Esteio, General
Cémara, Gramado, Guaiba, Harmonia,
Herval, ljui, Mariluz, Montenegro, Novo
Hamburgo, Pelotas, Portdo, Porto Alegre,
Quarai, Santa Maria, Sao Leopoldo,
Sapiranga, Sapucaia do Sul, Taquara,
Tramandai, Viamao, Sao Leopoldo

Barra do Ribeiro,

15 municipios do estado do RS

Gramado, Nova Petrépolis, Porto Alegre,
Santa Cruz do Sul, Sdo Leopoldo, Viamao

Varios locais ao longo do litoral

Camaqua

Camaqua, Estrela

Camaqua

Camaqua, Estrela, Porto Alegre

EX, PI

EX, PI

EX, PI

EX, PI

N?

N?

EX

N?

Michaelsen (1927); Knapper
(1972a, 1972b); Knépper; Porto
(1979); Knépper (registro
pessoal)

Righi; Knépper (1965, 1966);
Knépper (1972a, 1972b)

Knépper  (1976);
(registro pessoal)

Knéapper

Righi (1968)

Lima; Rodriguez (2007)

Righi; Ayres (1975);
Rodriguez (2007)

Lima;

Lima; Rodriguez (2007)

Righi; Ayres (1975);
Rodriguez (2007)

Lima;

? Observagodes pessoais de Samuel Wooster James e George Gardner Brown.
Fonte: Extraida e modificada de Brown et al. (2006) e James e Brown (2006).
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2.3 Categorias ecoldgicas

De acordo com a atividade e a estratégia alimentar, as minhocas podem ser
classificadas em diferentes categorias ecoldgicas, as quais caracterizam o
comportamento destes organismos nos ecossistemas. As minhocas s&o onivoras e
se alimentam de residuos vegetais em diferentes graus de decomposicao,
juntamente com organismos decompositores acompanhantes, tais como fungos,
bactérias, protozoarios e nematdides. Também podem ingerir seus prdprios
excrementos, bem como fezes de outros organismos. As minhocas sao capazes de
selecionar seu alimento ingerindo, preferencialmente, as partes macias das folhas,
bem como residuos contendo teores elevados de nitrogénio e célcio (RIGHI, 1999).

Em relacdo a categoria nutricional ou estratégia alimentar, as minhocas sao
divididas em dois grandes grupos: detritivoras e gedfagas. As detritivoras séo
aquelas que se alimentam préximo a superficie do solo ingerindo, principalmente
serrapilheira®, raizes de plantas mortas e outros residuos vegetais. As minhocas
geodfagas alimentam-se no subsolo, ingerindo restos organicos sem estrutura celular
reconhecivel, dispersos entre as particulas minerais do solo (LEE, 1985; RIGHI,
1999).

Tanto as espécies detritivoras como as gedéfagas alimentam-se de material
organico e mineral. No entanto, as detritivoras consomem, preferencialmente,
residuos orgéanicos, havendo predominancia de matéria organica no seu trato
digestivo, enquanto que no trato digestivo das geo6fagas, a maior proporcdo dos
materiais ingeridos corresponde a particulas minerais (LEE, 1985).

As diferentes espécies de minhocas foram classificadas em trés grupos
funcionais ou categorias ecolégicas, relativas a estratificacdo vertical: epigéicas,
endogéicas e anécicas (BOUCHE, 1977; LEE, 1985; JAMES, 2000) (Tabela 2.3).

As espécies epigéicas ou epigeas vivem na superficie dos solos, podendo
habitar tanto a serrapilheira, quanto os solos suspensos sobre galhos, axilas de
folhas de palmeiras e bromélias (BROWN; JAMES, 2007; DOMINGUEZ et al., 2009).

8 Serrapilheira ou serapilheira é a camada de residuos organicos em diferentes estagios de
decomposicédo, que se acumula na superficie do solo. Nos ecossistemas, sua composicdo varia de
acordo com o tipo de vegetacdo. A serrapilheira pode ser composta por residuos vegetais, como
folhas, caules, ramos, frutos, flores e sementes, bem como por residuos animais, tais como
excrementos e restos de animais mortos (LAVELLE et al., 1997).



42

Normalmente, sdo pigmentadas, apresentam comprimento menor do que as
espécies endogeéicas e anécicas, possuem altas taxas de reproducao e expectativa
de vida curta (JAMES, 2000). Alimentam-se de matéria organica em etapas
primarias ou intermediarias de decomposicdo, o que torna seus coprélitos*

essencialmente organicos (BROWN; JAMES, 2007).

Tabela 2.3 — Categorias ecolbgicas, habitat, alimentagdo e caracteristicas
morfologicas das minhocas.

. . . . Tamanho e
Categoria  Subcategoria Habitat Alimento Pigmentacéo
Epiaéica liteira serrapilheira, < 10 cm, altamente
. Pig microbios pigmentada
EPIGEICA
Epi-anécica/ serrapilheira, 10-15 cm, parcialmente

superficie do solo

Epi-endogéica microrganismos pigmentada

> 15 cm, pigmentacao

ANECICA Anécica galerias (> 40 cm) liteira e solo anterodorsal

solo com alto

teor de matéria < 15 cm, filiforme,

oo superficie do solo
Polihiimica P

e rizosfera organica despigmentada
_ camada de solo 10-20 cm,
’ Mesohumica 0-20 cm do solo de 0—10 cm despigmentada
ENDOGEICA

0-50 em do solo, . 12 da de solo

Endo-anécica algumas fazem de 0—10 cm > 20 cm, despigmentada
galerias

Oligohtmica 15-80 cm do solo camada de solo > 20 cm, despigmentada

de 20—40 cm

Fonte: Extraida e modificada de Hendrix e Bohlen (2002).

As espécies endogéicas habitam os horizontes minerais do solo, onde
constréem galerias semipermanentes e permanentes. Em comparacao as espécies
epigéicas, as endogéicas sdo maiores, menos pigmentadas, possuem maior
expectativa de vida e taxa reprodutiva menor. Em funcédo do tipo de alimentacao,
formam coprdlitos minerais, frequentemente enriquecidos com matéria organica e
particulas de argila (JAMES, 2000). A maior parte das espécies de minhocas
pertence a esta categoria ecolégica (BROWN; JAMES, 2007), sendo consideradas

4 Coprélitos sdo os excrementos das minhocas, ou seja, corresponde ao produto final da
transformacéao de residuos organicos e matéria mineral que passou pelo trato digestivo das minhocas
e foi eliminado apos ter sofrido agao fisica (minhoca), quimica (enzimas e hormdnios) e biolégica
(microrganismos existentes nos 6rgaos do aparelho digestivo das minhocas) (LAVELLE et al., 1997).
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0S agentes responsaveis pela agregacao e estabilizacdo da matéria organica do solo
(LAVELLE; SPAIN, 2001).

As espécies anécicas sao, geralmente, grandes e vivem em galerias
essencialmente verticais e permanentes que podem ultrapassar 40 cm de
profundidade. Durante a noite, alimentam-se de material organico em estagios
intermediarios de decomposicdo na superficie do solo, o qual frequentemente é
enterrado para acelerar a decomposicao e aumentar a palatabilidade (JAMES, 2000;
BROWN; JAMES, 2007; DOMINGUEZ et al., 2009).

Reunindo as duas classificacoes, pode-se afirmar que as minhocas epigéicas
e anécicas agrupam as espécies detritivoras e que as endogéicas incluem as
espécies gedfagas. De acordo com a preferéncia alimentar, Lavelle (1983) prop6s a
divisdo das espécies de minhocas da categoria endogéica em oligohumicas,
mesohumicas e polihumicas, as quais dependem, respectivamente, de quantidades
pequenas, moderadas e altas de matéria organica humificada (humus) vinculada ao
solo mineral ingerido (Tabela 2.3).

As minhocas podem ainda ser divididas entre engenheiras do ecossistema e
decompositoras ou transformadoras da serrapilheira. As engenheiras do
ecossistema sado aquelas minhocas que vivem dentro do solo (endogéicas e
anécicas), que constréem galerias e produzem estruturas organominerais altamente
resistentes, que persistem no solo (meses a anos) afetando o ambiente e os
organismos menores que vivem nele. Estas minhocas interagem com a microbiota
edafica, desenvolvendo relacdo mutualistica com o0s organismos que vivem em seu
trato digestivo (intestino) e nas estruturas que constréem. As transformadoras da
serrapilheira ou decompositoras sdo as minhocas epigéicas que vivem e se
alimentam da serrapilheira, produzindo estruturas puramente organicas que sao
menos persistentes no ambiente (GILLER et al., 1997; LAVELLE, 1997).

Cabe ressaltar ainda que, em funcdo do menor valor energético do material
mineral em relacdo ao organico, as minhocas endogéicas necessitam ingerir maior
quantidade de alimento, quando comparadas as minhocas epigéicas e anécicas,
para poder atender suas exigéncias energéticas. Assim, as minhocas endogéicas
produzem maior quantidade de excrementos, 0s quais séo liberados na superficie e,
mais frequentemente, no interior do solo (LEE, 1985; JAMES, 2000).
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Os padrées ecolégicos de vida dos diferentes tipos de minhocas presentes no
solo, refletem em distintos papéis funcionais e efeitos ambientais das espécies sobre
o ecossistema (JAMES, 2000). Assim, o conhecimento da diversidade de minhocas
em um determinado ambiente possibilita a compreensao dos efeitos e alteragdes
que a atividade destes organismos provoca no solo.

2.4 Importancia das minhocas para o solo

As minhocas sao importantes para o funcionamento do solo e a manutencao
da sustentabilidade dos ecossistemas. Esses organismos contribuem para a
melhoria da estrutura e qualidade fisica do solo, através da movimentacdo de
particulas dentro e entre os horizontes, da formagédo de agregados e consequente
aumento da resisténcia do solo a erosao, além do aumento da porosidade, aeracao,
infiltracao e retencado de agua no solo (BLANCHART et al., 1999; LAVELLE et al.,
2006). Através da formacao de bioporos (Figura 2.2 A), facilitam a aeracao,
infiltracdo de agua e a formacao de macroagregados estaveis no solo. Participam da
decomposicdo de matéria organica, da mineralizacdo e disponibilizacdo de
nutrientes para as plantas (LAVELLE et al., 2006), sendo por isso, sua presencga
considerada indicativo de solo fértil e saudavel pelos agricultores (SCHIEDECK et
al., 2009a; LIMA; BRUSSAARD, 2010). Dominguez et al. (2010) relatam ainda efeito
benéfico das minhocas sobre a germinacao e distribuicdo de sementes no solo.

A atividade das minhocas no solo, mais especificamente a movimentacéao e
ingestao de particulas minerais e organicas, forma uma ampla rede de galerias,
tanto na direcéo vertical como na horizontal, que contribui para os processos fisicos
e para a manutencao da vida no solo. A abertura de galerias no perfil do solo, além
de contribuir para a infiltracado de agua e troca de gases, quando nao mais utilizadas
pelas minhocas, servem de abrigo a outros organismos (BROWN et al., 2004;
BROWN; JAMES, 2007).
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Figura 2.2 — Bioporo formado pela espécie Amynthas gracilis em solo arenoso (A) e
coprolitos de uma espécie endogéica depositados na superficie de um
campo nativo (B).

A atividade constante das minhocas no perfil do solo resulta na formacgao de
um ambiente caracteristico, denominado de drilosfera. De acordo com Beare et al.
(1995), a drilosfera corresponde a zona do solo influenciada pela agédo das
minhocas, que se estende da serrapilheira ao volume de solo ao redor das suas
galerias e camaras. Normalmente, o ambiente edafico influenciado por minhocas é
caracterizado nao apenas pela presenga de amplas redes de galerias, mas também
pela deposicdo de excrementos (Figura 2.2 B), também denominados de coprolitos
ou estruturas biogénicas® (ROSSI et al., 2006), os quais tém papel importante no
funcionamento do ecossistema. Barois et al. (1999) ressaltam que, quando secas,
além de concentrarem carbono organico e nutrientes, estas estruturas conferem ao
solo maior resisténcia ao processo erosivo devido a sua elevada estabilidade.
Segundo Lafont et al. (2007) a construcao de galerias e a produgédo de coprolitos,
resultado da ingestao de residuos organicos e minerais, estdo entre as atividades
das minhocas que causam alteragcbes significativas nas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas do solo.

Em agrossistemas sob diferentes usos da terra, as minhocas representam um
dos principais grupos de macroinvertebrados edéficos presentes. Conforme Fragoso
et al. (1999), as minhocas correspondem entre 40% a 90% da biomassa da
macrofauna na maioria dos ecossistemas tropicais, onde contribuem para a
manutencéo da fertilidade do solo por meio de trés acdes principais: (1) constréem e

° Estruturas biogénicas sdo aquelas produzidas pela atividade bioldégica de algum organismo
(LAVELLE, 1996). No caso das minhocas, estas estruturas sao tuneis, galerias e coprdlitos.
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mantém a estrutura do solo, baseada em macroagregados resistentes; (2) liberam
os nutrientes contidos na matéria organica do solo; e (3) protegem fisicamente a
matéria orgénica no interior de coproélitos compactos (LAVELLE et al., 1997;
LAVELLE et al., 2006). Também promovem a fragmentacdo e redistribuicdo da
matéria organica no solo, contribuindo com a ciclagem e liberacao de nutrientes
contidos nesse material (KENNETTE et al.,, 2002). As minhocas promovem uma
redistribuicdo da serrapilheira tanto vertical quanto horizontalmente no solo, criando
sitios (patches) de matéria organica que sdo, ao mesmo tempo, substrato e refugio
para microrganismos e demais organismos da fauna edafica (JAMES, 2000;
LAVELLE et al., 2006).

Considerando a densidade populacional, a biomassa e as fungdes que
desempenham no solo, as minhocas sa&o consideradas organismos chave na
conservacao da estrutura do ambiente e no controle da dindmica dos nutrientes no
solo (EDWARDS; BOHLEN, 1996).

A presengca de minhocas no ecossistema provoca alteragdes nas
propriedades quimicas do solo, tais como valor de pH e disponibilidade de nutrientes
como calcio, magnésio, fésforo, potassio e nitrogénio; nas propriedades fisicas, tais
como aumento da capacidade de retencéo e infiltracdo de agua, aeracao e formacao
da estrutura do solo; além de alteragbes na atividade e populacdo de
microrganismos existentes no ambiente, devido a elevada diversidade de
microrganismos que habitam o trato digestivo das minhocas (LEE, 1985; BROWN;
JAMES, 2007). Segundo Brito-Veja e Espinosa-Victoria (2009), dentre os
microrganismos que habitam o trato digestivo das minhocas, destacam-se os
fixadores de nitrogénio, produtores de horménios de crescimento vegetal e
solubilizadores de fosfato, os quais estdo envolvidos em importantes processos no
solo.

Além de representarem um meio de incubacdo de microrganismos benéficos
para a sustentabilidade dos ecossistemas, as minhocas atuam na dispersdo destes
microrganismos através da constante deposicdo de coprolitos (BRITO-VEGA;
ESPINOSA-VICTORIA, 2009). Os excrementos frescos das minhocas apresentam
maior concentragdo e atividade de microrganismos do que o solo circundante onde
vivem (DELL" AGNOLA; NARDI, 1987; FIUZA et al.,, 2011), o que favorece a
biodisponibilizacdo de nutrientes para as plantas devido ao processo de
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mineralizagdo. Além disso, apresentam elevada disponibilidade de nutrientes,
tamponamento da acidez do solo, alta capacidade de troca catibnica e de retencao
de umidade, sendo capazes de contribuir com o crescimento e desenvolvimento das
plantas (BROWN; JAMES, 2007).

Fiuza et al. (2011) compararam a disponibilidade de nutrientes, o teor de
carbono organico e a atividade microbiana dos coproélitos de Chibui bar® com o solo
adjacente em éareas de floresta secundéria, cultivo de seringal e pastagem. Os
autores observaram que os coprélitos apresentaram melhor condigdo quimica e
bioldgica do que o solo adjacente nas trés areas avaliadas, pois apresentaram
maiores concentracdes de calcio, magnésio, potassio, fésforo e carbono organico
total, maiores valores de pH e CTC, reducdo nos teores de aluminio trocavel (AI**),
além de maior respiragao microbiana.

Aliada a concentracédo e biodisponibilizacao de nutrientes, existe a liberacédo
de compostos organicos capazes de estimular o crescimento vegetal e de controlar
determinados fitopatégenos. Segundo Brown et al. (2004), os coprolitos podem
influenciar direta e indiretamente o crescimento de plantas, devido a presenca de
quantidades significativas de &cidos humicos e horménios reguladores do
crescimento vegetal. Acredita-se também que os compostos organicos estaveis
presentes nos coproélitos possam causar supressividade sobre alguns fitopatégenos
fungicos e bacterianos, contribuindo para o controle de determinados
microrganismos fitopatogénicos.

Como efeitos negativos da introducdo de P. corethrurus em ecossistemas,
além da dominancia sobre espécies de minhocas nativas, quando presente em
densidades elevadas, a alta producédo de coproélitos na superficie do solo pode
compactar a camada superficial, dificultando a infiltracdo de agua no perfil, a
atividade de outros organismos e o crescimento de raizes. Em periodos chuvosos, a
dificuldade de infiltracdo de agua no solo pode saturar as camadas superficiais,
gerando um ambiente com condicdes anaerdbicas. Em periodos de seca, a abertura
de fendas na superficie do solo pode facilitar a perda de umidade, prejudicar o
crescimento radicular e a absorcdo de agua pelas raizes, o que pode provocar

® Chibui bari (Righi e Guerra, 1985) é uma espécie de minhocugu pertencente a familia
Glossoscolecidae, nativa da regido amazonica, de héabito gedfago e endogéico, que apresenta
distribuicdo em todo o Estado do Acre (FIUZA et al., 2011).
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declinio ou até mesmo a morte da vegetacado existente (CHAUVEL et al., 1999;
BARROS et al., 2001).

Além de todos os beneficios descritos em relacdo a melhoria de propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do solo, por apresentarem sensibilidade aos diferentes
tipos de uso e manejo adotados em areas agricolas, as minhocas tem sido utilizadas
como indicadores biol6gicos da qualidade do solo por muitos pesquisadores
(RESSETTI, 2006; NUNES et al., 2007; VELAZQUEZ et al., 2007; SUTHAR, 2009;
LIMA; BRUSSAARD, 2010).

As minhocas sdo consideradas excelentes indicadores da qualidade de
agroecossistemas por responderem a diferentes tipos de uso e manejo dos solos
(PAOLETTI, 1999; LAVELLE et al.,, 2006), estando relacionadas as condicoes
ambientais como a fertilidade do solo e sendo susceptiveis a perturbacdo e
contaminagéo do habitat (BROWN; DOMINGUEZ, 2010).

Praticas de manejo que provocam revolvimento do solo tendem a reduzir as
populagdes de minhocas e, consequentemente, a atividade e os beneficios destes
organismos no meio edafico (CLAPPERTON et al., 1997; BROWN; DOMINGUEZ,
2010). A redugédo do numero de minhocas em d&reas agricolas pode ser ocasionada
diretamente pela morte dos organismos, devido a lesdées provocadas pelos
equipamentos utilizados no revolvimento do solo, ou ainda indiretamente, pela
destruicdo das galerias (drilosfera), reducdo das fontes de alimento, alteracdo da
temperatura, umidade e aeracao do solo (CURRY et al., 2002).

De acordo com Brown e Dominguez (2010), a comunidade de minhocas
presente em um determinado local é uma funcao das condicées edaficas (tipo de
solo, mineralogia, teor de matéria organica, textura, estrutura, temperatura, umidade
e valor de pH), da vegetacao (espécie e cobertura), da topografia (posicdo
fisiogréfica, inclinacao), do clima (precipitacdo, temperatura, umidade relativa do ar,
vento), das interagdes com outros organismos edéficos, além das condi¢cdes
histéricas que originaram o solo e o local (histéria humana e geolégica).

Dados referentes a comunidade de minhocas presente em um determinado
local podem indicar a integridade do ecossistema e sua capacidade de resistir a
perturbacoes, sendo Uteis na determinacado de areas prioritarias para atividades de
conservacao (BROWN; JAMES, 2007). Assim, o levantamento e a identificagdo das

espécies nativas e exéticas presentes no solo sao relevantes para o conhecimento
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da diversidade e para a compreensdao das inter-relagdes existentes nos
ecossistemas.

Cinquenta e uma espécies exoticas e até sete espécies peregrinas de
minhocas nativas sdo conhecidas do Brasil, geralmente de agroecossistemas ou
outros locais perturbados proximos a habitagcdes humanas. Oito espécies sao
consideradas invasoras e outras 16 sao potencialmente invasoras. No entanto,
pouco se conhece a respeito dos efeitos que promovem sobre espécies de plantas,
propriedades e processos do solo, bem como sobre espécies de minhocas nativas
(BROWN et al., 2006) potencialmente importantes para identificar ambientes que
tiveram pouca ou nenhuma interferéncia antrépica.

Espécies de Lumbricidae e algumas espécies de Acanthodrilidae séao
encontradas principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil, onde o clima
subtropical é mais adequado as suas atividades. Outras Acanthodrilidae
(principalmente Dichogaster spp.), espécies da familia Megascolecidae (Amynthas
spp.) e P. corethrurus estao disseminadas por todo o Brasil e, as vezes, migram para
ecossistemas nativos servindo como indicadores de perturbacdo do solo. No
entanto, poucas espécies de minhocas foram estudadas com elevado grau de
detalhamento, como as conhecidas Amynthas spp. € P. corethrurus. Resultados
disponiveis na literatura indicam que a atividade destas espécies de minhocas pode
ter efeitos tanto positivos como negativos sobre os solos, as plantas e a biota nativa,
e que isto pode depender de caracteristicas do local (solo, clima e tipo de
vegetacdo) (BROWN et al., 2006).

Em suma, ndo ha duvidas de que a presenca, a abundancia e a diversidade
de minhocas possam indicar o impacto causado por atividades antrépicas em
ecossistemas agricolas e naturais. No entanto, o uso das minhocas como
indicadores ambientais continua restrito na América Latina, principalmente devido as
limitac6es no conhecimento da biologia basica, da ecologia e taxonomia da maioria
das espécies presentes em agroecossistemas latino-americanos (BROWN;
DOMINGUEZ, 2010).
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2.5 Meétodos de extracao de minhocas do solo

A metodologia para extragdo de minhocas do solo deve estar relacionada ao
objetivo do trabalho. Segundo Brown e James (2007) o método de extracdo deve
facilitar o trabalho de avaliagdo a ser realizado, no entanto, sem comprometer a
representatividade dos resultados a serem obtidos.

Diferentes métodos de coleta podem ser empregados para a avaliacao da
densidade populacional e da biomassa de minhocas em ecossistemas, 0s quais séo
agrupados em fisicos, comportamentais e indiretos. Os métodos fisicos envolvem a
remocdo direta das minhocas do solo, o que pode ser feito através de triagem
manual, lavagem e peneiramento de amostras de solo. Os métodos
comportamentais incluem o uso de armadilhas instaladas na superficie do solo, de
equipamentos que produzem pulsos elétricos ou de solugdes irritantes. Os métodos
indiretos envolvem a contagem de estruturas fisicas criadas pelas minhocas na
superficie do solo, tais como excrementos e galerias (BROWN; JAMES, 2007).

As particularidades de cada método resultam em vantagens e desvantagens
quanto a sua aplicacdo. Os métodos frequentemente utilizados sdo a coleta manual,
por ser 0 mais preciso e possibilitar tanto a coleta de casulos, quanto de individuos
latentes, e o uso de solucdes irritantes, por ser mais rapido e pratico (RESSETTI,
2004).

O método de coleta manual, recomendado pelo Programa "Tropical Soll
Biology and Fertility" (TSBF), corresponde a retirada de mondlitos de solo de 25 x 25
cm de lado e 30 cm de profundidade (ANDERSON; INGRAM, 1993). No caso de
avaliacoes qualitativas de minhocas em locais onde ha suspeita da presenca de
espécies endogéicas, as dimensdes do mondlito de solo podem variar. Segundo
Baretta et al. (2007), o uso de mondlitos de grandes dimensdes (40 x 40 cm) é mais
eficiente para a coleta de espécies dessa categoria de minhocas, como as do
género Glossoscolex.

A extracdo de minhocas por solugbes quimicas envolve a adicdo de uma
solucao irritante em uma area pré-definida, com posterior coleta das minhocas que
emergem a superficie em um determinado periodo de tempo (ZABORSKI, 2003).

Dentre os extratores quimicos irritantes que podem ser utilizados estao solucdes a
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base de formaldeido, alil isotiocianato, detergente, permanganato de potassio,
vinagre e p6 de mostarda (BROWN; JAMES, 2007).

Para a realizagdo de estudos sobre diversidade de minhocas, a amostragem
com base na instalacdo de armadilhas do tipo “pitfall” (BIGNELL et al., 2010) € um
método pouco preciso, pois possibilita apenas a captura de espécies ativas que
vivem na superficie do solo (BROWN; JAMES, 2007). O uso de equipamentos que
produzem campo elétrico a partir da introdugdo de eletrodos no solo é uma
alternativa vélida para capturar minhocas. No entanto, sua eficiéncia € dependente
das condigdes de umidade do solo, além do equipamento ter elevado valor
monetario, exigir manutencdo e cuidados por parte do operador para evitar
acidentes (ROMBKE, 2007).

Devido a baixa eficiéncia, o uso de métodos indiretos para avaliar a
populacdo de minhocas € pouco recomendado, embora sejam validos para estudos
sobre os efeitos da atividade de minhocas nas propriedades e processos edaficos
(BROWN; JAMES, 2007). As principais vantagens e desvantagens das metodologias
baseadas na coleta manual, no uso de solugdes irritantes e de campo elétrico estao
descritas na figura 2.3.

Um dos extratores quimicos de minhocas mais utilizado € a solugédo de
formaldeido (0,5%), considerada padrdo (ISO 23611-1, 2002). No entanto, por ser
fitotdxico e carcinogénico, representando riscos ao ambiente e ao pesquisador, a
legislacdo podera impedir o uso do formaldeido como extrator (SCHMIDT et al.,
2001). Neste sentido, devido as inumeras vantagens do método quimico de extracdo
de minhocas, é fundamental que novas solugoes irritantes atéxicas sejam testadas,
visando facilitar a avaliacdo da diversidade destes organismos nos ecossistemas,
sem oferecer riscos ao ambiente e a saude dos pesquisadores.

Para realizacdo de amostragem precisa e segura das espécies de minhocas
que habitam determinado ambiente, recomenda-se a combinacao de dois métodos
de amostragem. Primeiramente, pode ser realizada a coleta de um mondélito de solo
(25 x 25 x 25 cm) com posterior triagem manual das espécies presentes. Em
seguida, pode ser aplicada uma solucéo irritante a base de formaldeido sobre a area
escavada, possibilitando a coleta de espécies anécicas, que habitam profundidades
superiores a 25 cm (ROMBKE, 2007).
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|| METODOS DE EXTRACAO DE MINHOCAS ||

VANTAGENS

e Método de amostragem mais
preciso;

e Obtém maior nimero e biomassa de
minhocas na camada amostrada em COLETA MANUAL
relagéo a extragcao quimica;

e Permite a amostragem de individuos
em estado latente e a coleta de
casulos.

e Método rapido e simples;

e Eficiente para a amostragem de -
espécies anécicas; USO DE SOLUCAO

e Ndo promove alteracdes fisicas a QUIMICA
estrutura do solo.

e Preserva a integridade do solo; .
e Método rapido e de simples ( CAMPO ELETRICO
execucgao.

DESVANTAGENS

e Dificilmente permite a coleta de

minhocas que habitam profundidades
superiores a 25 cm, bem como de
espécies ativas, capazes de fugir por
galerias permanentes;

Método trabalhoso que exige maior
periodo de tempo para sua execugao;
Promove alteragbes fisicas a estrutura
da area amostrada;

Nao pode ser utilizado para amostrar
areas proximas ao sistema radicular de
plantas.

Nao apresenta a mesma eficiéncia de
extragdo para todas as espécies de
minhocas presentes no solo;

¢ A eficiéncia é influenciada pelo tipo de

extrator quimico, pela concentracéo na
solugéo, temperatura (relacionada com
a atividade das minhocas) e umidade
do solo (solos Umidos dificultam a
infiltracdo da solucao no perfil);

Nao possibilita a amostragem de
individuos em estado latente e a coleta
de casulos;

O extrator quimico usualmente
utilizado (formaldeido) €& toxico e
carcinogénico, podendo provocar a
contaminacdo do ambiente e afetar a
saude do aplicador;

O uso de solugdes muito concentradas
pode provocar a morte dos organismos
no interior do solo, antes de atingirem
a superficie, resultando em erros de
amostragem.

Equipamento de custo elevado;
Dificuldade de transporte do
equipamento aos locais amostrados;

A eficiéncia depende das condigdes de
umidade do solo;

Manejado inadequadamente, 0
equipamento pode oferecer riscos ao
operador.

Figura 2.3 — Vantagens e desvantagens de alguns métodos de extracdo de

minhocas do solo.
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Cabe ressaltar ainda que, independentemente do método utilizado para
avaliacao da comunidade de minhocas, é importante considerar alguns parametros,
tais como: tamanho e numero de amostras, caracteristicas do local, tempo de
amostragem e condicbes ambientais. O niumero e o tamanho das amostras devem
ser suficientemente grande para garantir a avaliacdo segura e precisa da populacéao
de minhocas do local avaliado. A distancia entre as amostras deve ser respeitada
para evitar interferéncias. A distribuicdo das amostras na area deve considerar as
caracteristicas fisicas e biolégicas do ambiente, tais como tamanho da parcela,
diferengas de vegetagédo e tipo de solo (BROWN; JAMES, 2007). Além disso, €
fundamental considerar o tempo disponivel para a realizacdo da amostragem, bem
como o0s materiais necessarios, a disponibilidade de recursos e de mao-de-obra
(BROWN; JAMES, 2007).

Ao comparar o uso de métodos comportamentais (formol 0,5% e eletricidade)
e da coleta manual para extragdo de minhocas em diferentes ecossistemas
(fragmento de mata secundaria, margem de um pantano, area agricola de cultivo
anual e pastagem), Azevedo et al. (2010) observaram que alguns fatores ambientais
e comportamentais das espécies presentes influenciaram a eficiéncia dos diferentes
métodos utilizados: a) composicdo especifica da comunidade de minhocas; b)
diferencas na reacado de individuos adultos e juvenis; c) tipo de cobertura vegetal
estabelecida no local; d) condicées edaficas, especialmente o teor de umidade; €)
habito/categoria ecolégica das espécies de minhocas presentes no local. Neste
sentido, para que a avaliacdo da comunidade de minhocas presente em uma
determinada area seja realizada corretamente, Azevedo et al. (2010) sugerem que a
escolha dos métodos de coleta deve ser realizada com base nas condi¢cdes de cada

local a ser amostrado.

2.7 Caracterizacao e identificacao de espécies

A caracterizagao e identificacdo das espécies de minhocas usualmente é
realizada com base nos caracteres externos e internos dos exemplares coletados, a

qual é denominada caracterizacao morfoldgica. Os estudos anatomo-taxonémicos
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sdo realizados em exemplares previamente fixados em formol (4 a 10%) ou em
etanol (100%), os quais sdo mergulhados em agua, em cubas para dissecacao,
onde sao presos com alfinetes entomoldgicos (RIGHI, 1990).

As observagbes gerais sao realizadas com auxilio de microscépio
estereoscépio (lupa) e as mais detalhadas necessitam de um microscopio éptico
comum. Os trabalhos taxonémicos exigem o conhecimento dos caracteres externos
(cor, forma, comprimento, diametro, segmentos, forma do prostdmio e do clitelo,
sulcos intersegmentares, forma e localizagdo das cerdas, tipos de poros, marcas
genitais, traves pubertais, sulcos seminais, papilas e zona caudal) e internos
(septos, moela, eséfago, glandulas calciferas, intestino, cecos intestinais, tiflosole,
nefridios, sistema circulatorio, testiculos, funis seminais, sacos testiculares,
vesiculas seminais, canais deferentes, préstatas, camaras copulatérias, ovarios,
ovisacos, funis ovulares, espermatecas e glandulas das marcas pubertais) (RIGHI,
1990).

Pode-se perceber que a taxonomia de minhocas é trabalhosa e baseia-se em
toda sua anatomia, sendo que a descricdo de uma espécie constitui-se em pequena
monografia anatbmica, como assinalou Pickford (1947) citado por Righi (1990).
Devido a dificuldade e a grande demanda de tempo para identificar os exemplares,
aliada ao reduzido numero de pesquisadores e taxonomistas de oligoquetas ativos
no mundo inteiro, novas ferramentas surgiram com o intuito de facilitar a
identificagéo das espécies de minhocas, como é o caso das técnicas moleculares.

As avaliagdes moleculares surgiram como ferramenta auxiliar nos estudos de
taxonomia de oligoquetas, facilitando e acelerando o processo de identificagdo das
espécies. A filogenética molecular € uma das mais ativas areas de pesquisa em
biologia evolutiva e tem grande ligagdo com a genética da conservagdo. E uma
ciéncia aplicada que possibilita a descricdo da composicao genética e gendmica de
populacées (SIQUEIRA et al.,, 2010). A maioria dos estudos moleculares
desenvolvidos em minhocas € de filogenia e se baseia no sequenciamento de genes
de regides conservadas e variaveis do DNA, tais como: 5.8S, 18S, 28S, 12S, 16S
rRNA (BEAUCHAMP et al., 2001; JAMIESON et al., 2002; POP et al., 2007; CHANG
et al., 2008; KLARICA et al., 2012), subunidades | e Il da citocromo c oxidase (COl)
(POP et al., 2003; KLARICA et al., 2012), citocromo B (BLEIDORN et al., 2006),
subunidade | de NADH desidrogenase (CHANG et al.,, 2008), genes do
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desenvolvimento (Hox e ParaHox) (FROBIUS; SEAVER, 2006) e fator de
alongamento | alfa (KOJIMA, 1998).

Neste sentido, tem sido intensificado o uso de ferramentas moleculares em
estudos sobre diversidade de minhocas, visando aproximar a caracterizacao
morfologica da caracterizagdo molecular e, assim, produzir conhecimentos sélidos e
consistentes sobre a populacdo de minhocas presente nos mais diversos

agroecossistemas do planeta Terra.



56

2.8 Referéncias bibliograficas

ADDISON, J. A. Distribution and impacts of invasive earthworms in Canadian forest
ecosystems. Biological Invasions, Knoxville, v. 11, n. 1, p. 59-79, Jan. 2009.

ANDERSON, J. M.; INGRAM, J. S. |. Tropical Soil Biology and Fertility: a
handbook of methods, 2" ed. Wallingford: CAB International. 1993. 221p.

ARAUJO, M. A. R. Unidades de Conservacao no Brasil: da republica a gestao de
classe mundial. Belo Horizonte: SEGRAC, 2007. 272p.

AZEVEDO, P. T. M. et al. Populagbes de minhocas amostradas por diferentes
métodos de coleta (elétrico, quimico e manual) em ecossistemas da regido de
Londrina, Parana, Brasil. Acta Zooloégica Mexicana (n.s.), Xalapa, v. 26, Numero
Especial 2, p. 79-93, Oct. 2010.

BARETTA, D. et al. Earthworm populations sampled using collection methods in
atlantic forests with Araucaria angustifolia. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 64, n. 4,
p. 384-392, July/Aug. 2007.

BAROIS, I. et al. Ecology of species with large environmental tolerance and/or
extended distributions. In: LAVELLE, P.; BRUSSAARD, L.; HENDRIX, P. F. (Ed.).
Earthworm management in tropical agroecosystems. Wallingford: CAB
International, 1999. p. 57-85.

BARROS, M. E. et al. The role of macrofauna in the transformation and reversibility
of soil structure of an oxisol in the process of forest to pasture conversion.
Geoderma, Tucson, v. 100, n. 1-2, p. 193-213, Mar. 2001.

BARTZ, M. L. C. Ocorréncia e taxonomia de minhocas em agroecossistemas no
Parana, Brasil. 2011. 175f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

BEARE, M. H. et al. A hierarchical approach to evaluating the significance of soil
biodiversity to biogeochemical cycling. Plant and Soil, Hague, v. 170, n. 1, p. 5-22,
Mar. 1995.

BEAUCHAMP, K. A. et al. Molecular phylogeny of the tubificid oligochaetes with
special emphasis on Tubifex tubifex (Tubificidae). Molecular Phylogenetics and
Evolution, Detroit, v. 19, n. 2, p. 216-224, May 2001.



57

BIGNELL, D. E. et al. Macrofauna. In: MOREIRA, F. M. S.; HUISING, E. J;
BIGNELL, D. E. (Ed.). Manual de biologia dos solos tropicais: Amostragem e
caracterizagao da biodiversidade. Lavras: UFLA, 2010. 368p.

BLANCHART, E. et al. Effects of earthworms on soil structure and physical
properties. In: LAVELLE, P.; BRUSSAARD, L.; HENDRIX, P. (Ed.). Earthworm
management in tropical agroecosystems. New York: CAB International, 1999. p.
149-172.

BLEIDORN, C.; PODSIADLOWSKY, L.; BARTOLOMAEUS, T. The complete
mitochondrial genome of the orbiniid polychate Orbinia latreillii (Annelida: Orbiniidae)
— A novel gene order for Annelida and implications for annelid phylogeny. Gene,
Worcester, v. 370, p. 96-103, Mar. 2006.

BOUCHE, M. B. Strategies lombriciennes. In: LOHM, U.; PERSSON, T. (Eds.). Soil
organisms as components of ecosystems. Ecological Bulletins, Stockholm, v. 25,
p. 122-123, 1977.

BOUCHE, M. B. The establishment of earthworm communities. In: SATCHELL, J. E.
(Ed.). Earthworm ecology: from Darwin to vermiculture. London: Chapman and
Hall, 1983. p. 431-448.

BRITO-VEGA, H.; ESPINOSA-VICTORIA, D. Bacterial diversity in the digestive tract
of earthworms (Oligochaeta). Journal of Biological Sciences, Turkey, v. 9, n. 3, p.
192-199, 2009.

BROWN, G. G.; EDWARDS, C. A.; BRUSSAARD, L. How earthworms affect plant
growtt: burrowing into the mechanisms. In: EDWARDS, C. A. (Ed.). Earthworm
ecology. Boca Raton: CRC Press, 2004. p. 13-49.

BROWN, G. G. et al. Exotic, peregrine, and invasive earthworms in Brazil: diversity,
distribution, and effects on soils and plants. Caribbean Journal of Science, Puerto
Rico, v. 42, n. 3, p. 339-358, Dec. 2006.

BROWN, G. G.; DOMINGUEZ, J. Uso das minhocas como bioindicadoras
ambientais: principios e praticas — o 3° Encontro Latino Americano de Ecologia e
Taxonomia de Oligoquetas (ELAETAOS3). Acta Zooldgica Mexicana (n.s.), Xalapa,
v. 26, Niomero Especial 2, p. 1-18, Oct. 2010.

BROWN, G. G.; JAMES, S. W. Ecologia, biodiversidade e biogeografia das
minhocas no Brasil. In: BROWN, G. G.; FRAGOSO, C. (Eds.). Minhocas na



58

América Latina: Biodiversidade e ecologia. Londrina: Embrapa Soja, 2007. p. 297-
381.

CALLAHAM, M. A. et al. Policy and management responses to earthworm invasions
in North America. Biological Invasions Belowground: Earthworms as Invasive
Species, Georgia, v. 8, n. 6, p. 117-129, Sept. 2006.

CAMERON, E. K.; BAYNE, E. M.; COLTMAN, D. W. Genetic structure of invasive
earthworms Dendrobaena octaedra in the boreal forest of Alberta: insights into
introduction mechanisms. Molecular Ecology, Vancouver, v. 17, n. 5, p. 1189-1197,
Mar. 2008.

CHANG, C.-H.; LIN, S.-M.; CHEN, J.-H. Molecular systematics and phylogeography
of the gigantic earthworms of the Metaphire formosae species group (Clitellata,
Megascolecidae). Molecular Phylogenetics and Evolution, Detroit, v. 49, n. 3, p.
958-968, Dec. 2008.

CHAUVEL, A. et al. Pasture degradation by an Amazonian earthworm. Nature,
London, v. 389, p. 32-33, 1999.

CLAPPERTON, M. J. et al. Earthworm populations as affected by long-term tillage
practices in southern Alberta, Canada. Soil Biology and Biochemistry, v. 29, n. 3-
4, p. 631-633, Mar.-Apr. 1997.

CURRY, J. P.; BYRNE, D.; SCHMIDT, O. Intensive cultivation can drastically reduce
earthworm populations in arable land. European Journal of Soil Biology,
Brawnscheweig, v. 38, n. 2, p. 127-130, Apr.-June 2002.

DAVIDSON, D. A.; GRIEVE, I. C. Relationships between biodiversity and soil
structure and function: evidence from laboratory and field experiments. Applied Soil
Ecology, Amsterdan, v. 33, n. 2, p. 176-185, Sept. 2006.

DELL’ AGNOLA, G.; NARDI, S. On overview of earthworm activity in the soil. In:
BONVICINI-PAGLIAI, A. M.; OMODEOQO, P. (Eds.). On earthworms. Modena: Mucchi
Ed., 1987, p. 103-112.

DIDHAM, R. K. et al. Interactive effects of habitat modification and species invasion
on native species decline. Trends in Ecology & Evolution, Vancouver, v. 22, n. 9,
p. 489-496, Sept. 2007.



59

DOMINGUEZ, A.; BEDANO, J. C.; BECKER, A. R. Cambios en la comunidad de
lombrices de tierra (Annelida: Lumbricina) como consecuencia del uso de la técnica
de siembra directa en el centro-sur de Coérdoba, Argentina. Ciencia del Suelo,
Buenos Aires, v. 27, n.1, p. 11-19, enero/jun. 2009.

DOMINGUEZ, J. Influencia del vermicompost en el crecimiento de las plantas.
Aportes para la elaboracion de un concepto objetivo. Acta Zoolégica Mexicana
(n.s.), Xalapa, v. 26, Numero Especial 2, p. 359-371, Oct. 2010.

EDWARDS, C. A.; BOHLEN, P. J. Biology and ecology of earthworms. 3rd Ed.
Chapman & Hall, London, 1996. 426p.

FIUZA, S. da S.; KUSDRA, J. F.; FURTADO, D. T. Caracterizacdo quimica e
atividade microbiana de coprolitos de Chibui bari (Oligochaeta) e do solo adjacente.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, Vicosa, v. 35, n. 3, p. 723-728, maio/jun.
2011.

FRAGOSO, C. et al. A survey of tropical earthworms: taxonomy, biogeography and
environmental plasticity. In: LAVELLE, P.; BRUSSAARD, L.; HENDRIX, P. (Coord.)
Earthworm Management in Tropical Agroecosystems. Oxon: CAB International,
1999. p. 01-25.

FRAGOSO, C.; BROWN, G. G.; FEIJOO, A. The influence of Gilberto Righi on
tropical earthworm taxonomy: the value of a full-time taxonomist. Pedobiologia,
Goettingen, v. 47, n. 5-6, p. 400-404, 2003.

FROBIUS, A. C.; SEAVER, E. C. ParaHox gene expression in the polychaete annelid
Capitella sp. |. Development Genes and Evolution, Los Angeles, v. 216, n. 2, p. 81-
88, Jan. 2006.

GILLER, K. E. et al. Agricultural intensification, soil biodiversity and agroecosystem
function. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 6, n. 1, p. 3-16, Aug. 1997.

GONZALEZ, G. et al. Earthworm invasions in the tropics. Biological Invasions
Belowground: Earthworms as Invasive Species, Georgia, v. 8, n. 6, p. 1247-12586,
Sept. 2006.

GUNDALE, M. J.; JOLLY, W. M.; DELUCA, T. H. Susceptibility of a Northern
Hardwood Forest to exotic earthworm invasion. Conservation Biology, Davis, v. 19,
n. 4, p. 1075-1083, Aug. 2005.



60

HENDRIX, P. F.; BOHLEN, P. J. Exotic earthworm invasions in North America:
ecological and policy implications. Biological Sciences, California, v. 52, n. 9, p.
801-811, Sept. 2002.

HENDRIX, P. F. Biological invasions belowground: earthworms as invasive species.
Biological Invasions Belowground: Earthworms as Invasive Species, Georgia,
v. 8, n. 6, p. 1201-1204, Sept. 2006.

HENDRIX, P. F. et al. Invasion of exotic earthworms into ecosystems inhabited by
native earthworms. Biological Invasions, Georgia, v. 8, n. 6, p. 1287-1300, Sept.
2006.

ISO/WD (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION) 23611-1.
Soil Quality — sampling of soil invertebrates. Part 1: hand-sorting and formalin
extraction of earthworms. Version 12. December, 2002. 18p.

JAMES, S. Earthworms (Annelida: Oligochaeta) of the Columbia River basin
assessment area. General Technical Report PNW-GTR-491. Portland, Oregon,
2000. 13p.

JAMES, S. W.; BROWN, G. G. Earthworm ecology and diversity in Brasil. In:
MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O.; BRUSSAARD, L. (Eds.). Soil Biodiversity in
Amazonian and Other Brazilian Ecosystems. CABI Publishing: Wallingford, 2006.
p. 56-116.

JAMIESON, B. G. M. et al. Phylogeny of the Megascolecidae and Crassiclitellata
(Annelida: Oligochaeta): combined versus partitioned analysis using nuclear (28S)
and mitochondrial (12S, 16S) rDNA. Zoosystema, Paris, v. 24, n. 4, p. 707-734, Dec.
2002.

JOUQUET, P. et al. Soil invertebrates as ecosystem engineers: Intended and
accidental effects on soil and feedback loops. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v.
32,n. 2, p. 153-164, Jun. 2006.

KENNETTE, D. et al. Uptake of trace metals by the earthworm Lumbricus terrestris L.
in urban contaminated soils. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 19, p. 191-198,
Feb. 2002.

KLARICA, J. et al. Comparing four mitochondrial genes in earthworms — Implications
for identification, phylogenetics, and discovery of cryptic species. Soil Biology and
Biochemistry, Brisbane, v. 45, p. 23-30, Feb. 2012.



61

KNAPPER, C. F. U. Dominanzverhaltnisse der verschiedenen arten der gattung
Pheretima in kulturbdden von Rio Grande do Sul. Pedobiologia, Berlin, v. 12, p. 23-
25, 1972a.

KNAPPER, C. F. U. Oligoquetas terrestres - uma moderna avaliagdo. Publicacio do
Instituto André Voisin, Porto Alegre, n. 1, p.11-19, 1972b.

KNAPPER, C. F. U. Preliminar considerations on the occurrence of Oligochaetes in
the Estuary of the Guaiba RS. Estudos Leopoldenses, Sao Leopoldo, v. 38, p. 39-
41, 1976.

KNAPPER, C. F. U. Ecological niches of P. diffringens (Baird, 1869) and E. lucens
(Waga, 1857) at Sao Francisco de Paula. Estudos Leopoldenses, Sao Leopoldo, v.
42, p.194-196, 1977.

KNAPPER, C. F. U. Velhos habitats de P. corethrurus (Fr. Miiller, 1857). Estudos
Leopoldenses, Sdo Leopoldo, v.16, p. 39-50, 1979.

KNAPPER, C. F. U.; HAUSER, J. Eine anomalie bei “Allolobophora caliginosa’
(Savigny, 1826) (Oligochaeta). Revista Brasileira de Biologia, Rio de Janeiro, v.
29, v. 411-412, 1969.

KNAPPER, C. F. U.; PORTO, R. P. Ocorréncia de Oligoquetas nos solos do Rio
Grande do Sul. Acta Biologica Leopoldensia, S&o Leopoldo, v.1, p.137-166, 1979.

KOJIMA, S. Paraphyletic status of Polychaeta suggested by phylogenetic analysis
based on the amino acid sequences of elongation factor-1 alpha. Molecular
Phylogenetics and Evolution, Detroit, v. 9, n. 2, p. 255-261, Apr. 1998.

KRABBE, E. L. et al. Avaliacdo populacional de oligoquetas e caracteristicas fisicas
do solo em diferentes sistemas de cultivo. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 23, n. 1, p.
21-26, jan./abr., 1993.

LAFONT, A. et al. Effects of the earthworm Pontoscolex corethrurus on banana
plants infected or not with the plant-parasitic nematode Radopholus similis.
Pedobiologia, Berlin, v. 51, n. 4, p. 311-318, Oct. 2007.

LANDGRAF, M. D.; MESSIAS, R. A.; REZENDE, M. O. O. A importancia ambiental
da vermicompostagem: vantagens e aplicacoes. Sdo Carlos: RiMa, 2005. 106p.



62

LAVELLE, P. The structure of earthworm communities. In: SATCHELL, J. E. (Ed.).
Earthworm ecology: from Darwin to vermiculture. London: Chapman and Hall,
1983. p. 449-467.

LAVELLE, P. Earthworm activities and the soil system. Biology and Fertility of
Soils, Berlin, v. 6, n.3, p. 237-251, May 1988.

LAVELLE, P. Diversity of soil fauna and ecosystem function. Biology International,
Paris, v. 33, p. 3-16, July 1996.

LAVELLE, P. Faunal activities and soil processes: adaptative strategies that
determine ecosystem function. Advanced in Ecological Research, New York, v. 27,
p. 93-132, 1997.

LAVELLE, P. et al. Soil function in a changing world: the role of invertebrate
ecosystem engineers. European Journal of Soil Biology, Paris, v. 33, n. 4, p. 159-
193, 1997.

LAVELLE, P.; BRUSSAARD, L.; HENDRIX, P. Earthworms management in
tropical agroecosystems. CABI International, Wallingford, UK, 1999, 320p.

LAVELLE, P.; SPAIN, A. V. Soil ecology. Dordrecht: Kluwer Academic, 2001.

LAVELLE, P. et al. Soil invertebrates and ecosystem services. European Journal of
Soil Biology, Braunschweig, v. 42, n. 1, p. 3-15, Nov. 2006.

LEE, K. E. Earthworms: Their Ecology and Relationships with Soils and Land Use.
Sydnei: Academic Press, 1985, 411p.

LEON, Y. S. de; JOHNSON-MAYNARD, J. Dominance of an invasive earthworm in
native and non-native grassland ecosystems. Biological Invasions, Knoxville, v. 11,
n. 6, p. 1393-1401, June 2009.

LIMA, A. C. R. de; BRUSSAARD, L. Earthworms as soil quality indicators: local and
scientific knowledge in rice management systems. Acta Zoolégica Mexicana (n.s.),
Xalapa, v. 26, Numero Especial 2, p. 109-116, Oct. 2010.



63

LIMA, A. C. R. de; RODRIGUEZ, C. Earthworm diversity from Rio Grande do Sul,
Brazil, with a new native Criodrilid genus and species (Oligochaeta: Criodrilidae).
Megadrilogica, Canada, v. 11, n. 2, p. 9- 18, 2007.

LUEDERWALDT, H. A colecao de minhocas (Oligochaeta) no Museu Paulista.
Revista do Museu Paulista, Sdo Paulo, v. 15, p. 545- 556, 1927.

MARTIIS, L. C. de. Gli Oligocheti della Regione Neotropicale, |. Mem. Real. Acad.
Sci., Torino, v. 2, p. 1-72, 1905.

MADIGAN, M. T. et al. Microbiologia de Brock. 12. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.
1160p.

McNEELY, J. A. et al. A global strategy on invasive alien species. Gland,
Switzerland and Cambridge, UK, World Conservation Union (IUCN), 2001.

MERLIM, A. de O. et al. Soil macrofauna in cover crops of figs grown under organic
manegement. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 62, n. 1, p. 57-61, Jan. 2005.

MICHAELSEN, J. W. Terricolen der Berliner Zoologischen Sammlung, Il. Archiv fur
Naturgeschiechte, Berlin, v. 58, p. 209- 261, 1892.

MICHAELSEN, J. W. Die Oligochatenfauna Brasiliens. Sonderabdruck Aus den
Abhandlungen der Senckenbergischen Gesellschaft, v. 40, p. 367-375, 1927.

MIGGE-KLEIAN, S.; McLEAN, M. A.; HENEGHAN, L. The influence of invasive
earthworms on indigenous fauna in ecosystems previously uninhabited by
earthworms. Biological Invasions, Knoxville, v. 8, n. 6, p. 1275-1285, Sept. 2006.

MOREIRA, C. Vermes oligochetos do Brasil. Arch. Mus. Nac. Rio de Janeiro, v. 12,
p. 125-136, 1903.

MULLER, F. Il-Description of a new species of earthworm (Lumbricus corethrurus).
Annals and Magazine of Natural History, v. 20, p. 13-15, 1857.

NUNES, D. H. et al. Minhocas como bioindicadoras da qualidade ambiental. Um
estudo de caso na regido de Jaguapita, PR, Brasil. In: BROWN, G. G.; FRAGOSO,
C. (Eds.). Minhocas na América Latina: Biodiversidade e ecologia. Londrina:
Embrapa Soja, 2007. p. 467-480.



64

ODUM, E. P. Fundamentos de Ecologia. 7 ed. Lisboa: Fundagdo Calouste
Gulbenkian, 2004. 928p.

PACHECO, S. M. et al. Contribuicdo ao conhecimento da fauna de Oligochaeta das
areas de alagamento das unisas hidrelétricas de Ita-Machadinho (RS, SC) e
Campos Novos (SC). Com. Mus. Ciénc. PUCRS, Sér. Zool., Porto Alegre, v. 5, p. 23-
28, 1992.

PAOLETTI, M. G. The role of earthworms for assessment of sustainability and as
bioindicators. Agriculture, Ecosystems and Environment, Amsterdam, v. 74, n. 1-
3, p. 137-155, June 1999.

POP, A. A.; WINK, M.; POP, V. V. Use of 18S, 16S rDNA and cytochrome ¢ oxidase
sequences in earthworm taxonomy (Oligochaeta, Lumbricidae). Pedobiologia,
Berlin, v. 47, n. 5-6, p. 428-433, 2003.

POP, A. A. et al. Application of 16S, 18S rDNA and COI sequences in the molecular
systematics of the earthworm family Lumbricidae (Annelida, Oligochaeta). European
Journal of Soil Biology, Braunschweig, v. 43, s. 1, p. 43-52, Nov. 2007.

RESSETTI, R. R. Determinacao da dose de Alil isotiocianato em substituicao a
solucao de formol na extracao de oligochaeta edaficos. 2004. 57f. Dissertagao
(Mestrado em Agronomia — Area de concentragdo Ciéncia do Solo) — Universidade
Federal do Parana, Curitiba.

RESSETTI, R. R. Densidade populacional, biomassa e espécies de minhocas em
ecossistemas de areas urbanas. Scientia Agraria, Curitiba, v. 7, n. 1-2, p. 61-66,
2006.

REYNOLDS, J. W.; WETZEL, M. J. Nomeclatura Oligochaetologica,
suplementum quartum. Champaign: lllinois Natural History Survey Special
Publication, 2007 (no prelo). http://www.inhs.uiuc.edu/~mjwetzel/Nomen.Oligo.html|

RIGHI, G. Sobre algumas Lumbricidae (Oligochaeta) do Estado do Rio Grande do
Sul. Ciéncia & Cultura, Sao Paulo, v. 19, 342 p., 1967.

RIGHI, G. Sobre alguns Oligochaeta do Brasil. Revista Brasileira de Zoologia,
Curitiba, v. 28, p. 369-382, 1968.



65

RIGHI, G. Sobre a familia Glossoscolecidae (Oligochaeta) no Brasil. Arquivos de
Zoologia, Sao Paulo, v. 20, p. 1-96, 1971.

RIGHI, G. Notas sobre as Oligochaeta Glossoscolecidae do Brasil. Revista
Brasileira de Biologia, Rio de Janeiro, v. 34, p. 551-564, 1974.

RIGHI, G. Alguns Oligochaeta, Ocnerodrilidae e Glossoscolecidae do Brasil. Papéis
Avulsos de Zoologia, Sao Paulo, v. 33, p. 239-246, 1980.

RIGHI, G. On a collection of Neotropical Megadrili Oligochaeta. I. Ocnerodrilidae,
Acanthodrilidae, Octochaetidae, Megascolecidae. Studies on Neotropical Fauna
and Environment, Berlin, v. 19, n.1, p. 9-31, 1984a.

RIGHI, G. Oligochaeta Megadrili da Chapada do Guimaraes, Mato Grosso. Bol.
Zool., Sdo Paulo, v. 8, n. 17-23, 1984b.

RIGHI, G. Minhocas de Mato Grosso e de Rondonia. Brasilia: SCT/PR-CNPq,
1990. Programa do Trépico Umido, Programa Polonoroeste, Relatério de Pesquisa
n°12. 157p.

RIGHI, G. Oligochaeta (Annelida) Diversidade e Agro-Ecologia. In: BRANDAO, C. R.
F.; CANCELLO, E. M. (Ed.). Biodiversidade do Estado de Sao Paulo, Brasil:
sintese do conhecimento ao final do século XX. 5. Invertebrados Terrestres. Sao
Paulo: FAPESP, 1999. p. 13-21.

RIGHI, G.; AYRES, I|. Alguns Oligochaeta sul brasileiros. Revista Brasileira de
Biologia, Rio de Janeiro, v. 35, p. 309-316, 1975.

RIGHI, G.; KNAPPER, C. U. F. O género Pheretima Kinberg, no Estado de Rio
Grande do Sul. Revista Brasileira de Zoologia, Curitiba, v. 25, p. 419-427, 1965.

RIGHI, G.; KNAPPER, C. U. F. Ciclo anual de Pheretima indica (Horst, 1883)
(Oligochaeta, Megascolecidae). Revista Brasileira de Biologia, Rio de Janeiro, v.
26, p. 341-343, 1966.

ROMBKE, J. Searching for a standardization of quantitative terrestrial oligochaete
sampling methods: The ISO methodology. In: BROWN, G. G.; FRAGOSO, C. (Ed.).
Minhocas na América Latina: Biodiversidade e ecologia. Londrina: Embrapa Soja,
2007. p. 497-505.



66

ROSSI, J. P. et al. Soil properties inside earthworm patches and gaps in a tropical
grassland (la Mancha, Veracruz, Mexico). European Journal of Soil Biology,
Braunschweig, v. 42, n. 1, p. 284-288, Nov. 2006.

RUPPERT, E. E.; FOX, R. S.; BARNES, R. D. Zoologia dos Invertebrados: uma
abordagem funcional-evolutiva. 72 ed. Sdo Paulo: Roca, 2005. 1145p.

SCHIAVON, G. de A. et al. Biodiversidade de Minhocas do Solo na Estacao
Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado. Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 2009. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento).

SCHIEDECK, G. et al. Percepcao de agricultores sobre o papel das minhocas nos
agroecossistemas. Revista Brasileira de Agroecologia, Porto Alegre, v. 4, n. 2, p.
856-859, 2009a.

SCHIEDECK, G.; SCHIAVON, G. de A. ; SCHWENGBER, J. E. Sanguessugas em
minhocarios. Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2009b. (Comunicado técnico).

SCHIEDECK, G. et al. Aspectos culturais associados as minhocas no Brasil. Acta
Zoologica Mexicana (n.s.), Xalapa, v. 26, Namero Especial 2, p. 19-33, Oct. 2010.

SCHMIDT, O. et al. Earthworm communities in conventional wheat monocropping
and low-input wheat-clover intercropping systems. Annals of Applied Biology,
Harpenden, v. 138, n. 3, p. 377-388, June 2001.

SIQUEIRA, F. de F. et al. Andlise filogenética do minhocugu Rhinodrilus alatus, Righi
1971 (Glossoscolecidae: Annelida) baseada em sequéncias dos genes de RDNA
5.8S, do espago interno transcrito (ITS1) e da subunidade | da Citocromo C Oxidase
mitocondrial. Acta Zoolégica Mexicana (n.s.), Xalapa, v. 26, Numero Especial 2, p.
59-77, Oct. 2010.

STEFFEN, G. P. K. et al. Casca de arroz e esterco bovino como substratos para a
multiplicagdo de minhocas e producdo de mudas de tomate e alface. Acta
Zoologica Mexicana (n.s.), Xalapa, v. 26, Numero Especial 2, p. 333-343, Oct.
2010.

STORK, N. E.; EGGLETON, P. Invertebrates as determinants and indicators of soil
quality. American Journal of Alternative Agriculture, Greenbelt, v. 7, Special Issue
1-2, p. 38-47, June 1992.



67

SUTHAR, S. Earthworm communities a bioindicator of arable land management
practices: A case study in semiarid region of India. Ecological Indicators,
Olshausenstrasse, v. 9, n. 3, p. 588-594, May 2009.

SWIFT, M. J.; HEAL, O. W.; ANDERSON, J. M. Decomposition in terrestrial
ecosystems. Berkeley. University of California Press, 1979. p. 66-117.

VELAZQUEZ, E.; LAVELLE, P.; ANDRADE, M. GISQ, a multifunctional indicator of
soil quality. Soil Biology & Biochemistry, Brisbane, v. 39, n. 12, p. 3066-3080, Dec.
2007.

ZABORSKI, E. R. Allyl isothiocyanate: na alternative chemical expellant for sampling
earthworms. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 22, n.1, p. 87-95, Jan. 2003.

ZICSI, A. A revision der gattung Glossodrilus Cognetti, 1905 auf grund der arten aus
dem andengebiet (Oligochaeta: Glossoscolecidae). Regenwirmer aus Sidamerika,
25. Opuscula Zoologica, Budapest, v. 27-28, p. 79-116, 1995.

ZICSI, A.; ROMBKE, J.; GARCIA, M. V. Regenwiirmer (Oligochaeta) aus der
Umgebung von Manaus (Amazonien). Regenwirmer aus Sldamerika 32. Revue
Suisse de Zoologie, Genéve, v. 108, p. 153-164, 2001.



68

3 CAPITULO | - LEVANTAMENTO DA DIVERSIDADE DE MINHOCAS EM TRES
REGIOES DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

3.1 Resumo

O conhecimento da diversidade de minhocas no Estado do Rio Grande do Sul
(RS) é limitado. O objetivo deste estudo foi determinar a diversidade de minhocas
em diferentes ecossistemas do RS, priorizando regides do Estado que ainda nao
haviam sido avaliadas. Foram amostrados 15 tipos de ecossistemas em 29
municipios do RS, totalizando 77 locais de amostragem. As avaliacbes foram
qualitativas, através da retirada de mondlitos de solo e triagem manual. A
identificagdo das espécies foi realizada com base em paradmetros morfolégicos e,
para alguns exemplares, através de andlises moleculares. Para cada ecossistema
avaliado foram calculados a riqueza de espécies e o indice de Mclntosh (U). Foram
observadas diferencas na rigueza de espécies dos ecossistemas avaliados, sendo
que as areas com menor grau de perturbacao (fragmento de mata nativa e campo
nativo) apresentaram maior riqueza. Vinte e uma espécies de minhocas foram
identificadas, pertencentes as familias Glossoscolecidae (10), Ocnerodrilidae (4),
Megascolecidae (4), Acanthodrilidae (1), Lumbricidae (1) e Criodrilidae (1). Destas,
dez corresponderam a novos registros, sendo seis do género Glossoscolex, uma do
género Fimoscolex, uma do género Kerriona, uma do género Eukerria e uma nova
espécie da familia Criodrilidae, de habito aquatico, com possibilidade de se tornar
um novo género de oligoquetas. Observou-se que a maioria das espécies nativas
(Urobenus brasiliensis Benham (1887), Fimoscolex n. sp. 1 e Glossoscolex sp.)
predomina em ecossistemas pouco alterados pelo homem, enquanto que as
espécies exdticas (Amynthas gracilis Kinberg (1867), Amynthas rodericensis Grube
(1879), Metaphire californica Kinberg (1867), Aporrectodea trapezoides Dugeés
(1828)) e peregrina (Pontoscolex corethrurus Miller (1857)) predominam em areas

com maior antropizagao.

Palavras-chave: Oligoquetas; diversidade; taxonomia.
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3.2 Introducao

As minhocas estao presentes em quase todos os ecossistemas terrestres e
representam um dos mais importantes componentes da macrofauna invertebrada do
solo. No mundo, cerca de 8.300 espécies de oligoquetas ja foram descritas em 38
familias e 811 géneros (REYNOLDS; WETZEL, 2009), embora seja estimada a
existéncia de um nimero ainda maior de espécies (FRAGOSO et al., 2003). Estima-
se que mais de 3.000 espécies podem ocorrer na regidao neotropical (BROWN;
JAMES, 2007). Entretanto, apenas 960 sdao conhecidas atualmente (FRAGOSO;
BROWN, 2007).

Até o ano de 2010, havia registro de 305 espécies/subespécies de minhocas
(Megadrili) no Brasil, agrupadas em 65 géneros (BROWN; JAMES, 2007), das quais
259 sdo nativas (85%) e 46 sao exoticas (15%). Em 2011, nove novas espécies
brasileiras foram descritas, as quais foram coletadas em diferentes sistemas de uso
do solo no Estado do Parana (BARTZ, 2011). No entanto, supde-se que ainda exista
grande numero de espécies de minhocas a serem descobertas no Brasil, porque
somente em poucas regioes foi avaliada a diversidade de oligoquetas, além do pais
possuir grande territério e diversidade de climas e solos favoraveis ao
estabelecimento destes organismos. Se as estimativas referentes a biodiversidade
de minhocas estiverem corretas, a maioria das espécies presentes no Brasil ainda
nao foi encontrada e descrita (BROWN; JAMES, 2007), representando um grande
desafio para os pesquisadores de oligoquetas.

As familias mais diversificadas no Brasil sdo a Glossoscolecidae (Michaelsen,
1900), com 201 espécies/subespécies (todas nativas) agrupadas em 24 géneros, a
Ocnerodrilidae (Beddard, 1891), com 46 espécies (39 nativas) agrupadas em 15
géneros e a Acanthodrilidae (Claus, 1880), com 24 espécies (12 nativas) agrupadas
em sete géneros. As demais familias menos expressivas sao Lumbricidae (13
espécies), Megascolecidae (11 espécies), Almidae e Criodrilidae (7 espécies),
Eudrilidae (2 espécies) e Sparganophilidae (1 espécie). Dentro da familia
Glossoscolecidae, os géneros que apresentam maior diversidade de espécies sao
Glossoscolex (54 espécies/subespécies), Rhinodrilus (31 espécies/subespécies) e
Righiodrilus (21 espécies/subespécies) (BROWN; JAMES, 2007).
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O Rio Grande do Sul (RS) é um Estado que apresenta condi¢des para abrigar
uma diversa comunidade de minhocas. Possui area de 281.748,5 km? e clima
subtropical. O relevo é caracterizado por planaltos a oeste e nordeste, depressao na
area central e planicie litoranea com restinga e areia. A vegetacao é composta por
campo (campanha gaucha) a sul e oeste, floresta tropical a leste, matas de
araucarias a norte e por mangues no litoral (PORTAL BRASIL, 2012).

Poucos pesquisadores realizaram levantamentos no Estado do RS, o que
resultou em reduzido conhecimento sobre a real diversidade de minhocas em
ecossistemas gauchos. Aliado a isso, as pesquisas realizadas no RS priorizaram a
amostragem em localidades proximas a Porto Alegre, em areas perturbadas
(BROWN; JAMES, 2007). De acordo com Brown et al. (2006) e James e Brown
(2006), ha o registro da ocorréncia de 44 espécies de minhocas no RS, as quais
estdo distribuidas nas Familias Glossoscolecidae (11), Lumbricidae (12),
Megascolecidae (8), Acanthodrilidae (7), Ocnerodrilidae (4) e Criodrilidae (2) (Tabela
2.2, Revisao bibliografica).

Considerando a estimativa de grande diversidade de minhocas no Brasil e a
reduzida disponibilidade de informacdes em determinadas regides, € necessario e
justificavel a realizagao de outros estudos para avaliar adequadamente a diversidade
e distribuicdo de minhocas nativas e exoéticas no Brasil. Além disso, esses estudos
podem ser Uteis para prever o potencial de impactos ambientais, positivos ou
negativos, que a colonizagcdo de espécies exo6ticas podem acarretar em novos
ambientes (BROWN et al., 2006). A hipétese do trabalho foi que o Estado do Rio
Grande do Sul apresenta diversidade de espécies de minhocas superior a conhecida
atualmente. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a diversidade de
minhocas em diferentes ecossistemas do Estado do Rio Grande do Sul.
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3.3 Material e métodos

3.3.1 Locais amostrados

Minhocas foram coletadas em diferentes ecossistemas das regiées noroeste,
central e sudoeste do Estado do Rio Grande do Sul (RS), através de levantamento
qualitativo. Foram amostrados 15 ecossistemas: fragmento de mata nativa’ (17),
campo nativo (13), cultivos anuais (8) mata ciliar (7), pastagem cultivada (6),
monocultivos de eucalipto (12), pinus (3) e acacia negra (2), varzea em pousio (2),
beira de corrego (2), banhado (1), pomar de citros (1), gramado residencial (1),
locais para deposicao de residuos domeésticos (1) e dejetos animais (1), totalizando
77 locais amostrados distribuidos em 29 municipios do Estado do RS (Figura 3.1).

__ Santa Catarina Legenda:
24 1 - Alegrete 16 — Roque Gonzales
ARGENTINA < 16 19 i 2 — Bagé 17 — Rosario do Sul
) ., 3 —Barrado Quarai 18 — Santa Maria
S0 B 2 " 12 1 4-Cagcapava do Sul 19 — Santa Rosa
2 M g7 </ 5—Cacequi 20 — Santana do Livramento
Y d 35 G260 ~18 /6 - Dilermando de Aguiar 21 — Santiago
(,; N 17,29125'7 o o / 7 — Formigueiro 22 — S30 Borja
\ N .20 (B 4 8 — Hulha Negra 23 — S&o0 Francisco de Assis
0N 2 P gl 9 - Itaara 24 — Santo Cristo
°8 £ 10 — Itaqui 25 — S&o Gabriel
URUGUAI i > 11 — Jaguari 26 — Sao Vicente do Sul
7 12 — Julio de Castilhos 27 — Tupancireta
13 — Magambara 28 — Uruguaiana
14 — Mata 29 — Vila Nova do Sul

_escan 15 — Nova Esperanga do Sul

Figura 3.1 — Localizagdo dos municipios gauchos onde foram realizadas
amostragens qualitativas da ocorréncia de minhocas em diferentes
ecossistemas.

" Entende-se por fragmento florestal toda area de vegetacdo natural, interrompida por barreiras
antropicas (estradas, pastagens, culturas agricolas, moradias, etc.) ou naturais (rios, montanhas,
etc.), capazes de reduzir, significativamente, o fluxo de animais, polen ou sementes (VIANA, 1990).
Séao considerados fragmentos florestais pequenos aqueles menores do que 10 ha e grandes, aqueles
com dimensdes superiores a 40 ha (VIANA; PINHEIRO, 1998).
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As regides amostradas neste estudo (bioma Campos Sulinos e Pampas)
representam locais de coleta considerados prioritarios por Brown e James (2007)
para a ampliacdo do conhecimento sobre diversidade de espécies nativas dentro
dos principais biomas do Brasil.

3.3.2 Coleta dos individuos

Para conhecer a diversidade de minhocas existente em cada uma das areas
avaliadas, realizou-se amostragem qualitativa através da abertura de buracos
aleatérios (minimo de dez por ecossistema). A profundidade da amostragem variou
entre 30 a 50 cm, dependendo da categoria ecoldgica das espécies de minhocas
presentes. A triagem do solo foi realizada no campo e as minhocas coletadas foram
imediatamente armazenadas em etanol 70%.

As coletas foram realizadas no periodo de setembro de 2009 a outubro de
2012. No laboratério, as minhocas armazenadas em etanol 70% foram transferidas
para frascos contendo solucédo de formaldeido a 4% (TALAVERA, 1987), sendo que
um exemplar de cada ponto amostrado foi fixado em etanol 100% para possibilitar a
realizacdo de avaliagdes moleculares. A identificacdo morfolégica das espécies® foi
realizada através do uso de chaves de identificacao e descricao de familias, géneros
e espécies de acordo com Righi (1990, 1995) e Blakemore (2002).

Foram consideradas as designacées nativa, exética, invasora e nativa
peregrina (BROWN et al., 2006) para classificar as espécies de minhocas de acordo
com seu local de origem. Espécies nativas sdo aquelas nativas do Brasil e exéticas
sdo aquelas nativas de outros paises. Foram consideradas invasoras as espécies
exoticas que colonizaram ambientes diferentes do seu habitat de origem e
designadas nativas peregrinas aquelas espécies nativas que possuem alto potencial
de disseminacéo, tal como a Pontoscolex corethrurus.

Alguns exemplares de minhocas coletados, cuja identificagdo taxonémica ao
nivel de espécie nao foi possivel através da anélise morfoldgica, foram submetidos a

andlises moleculares (Capitulo 3).

¥ Dividas taxonémicas foram atendidas pelos especialistas Samuel Wooster James (University of
lowa, Estados Unidos) e Marie Luise Carolina Bartz (Universidade do Estado de Santa Catarina).
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3.3.3 Analise dos dados

A riqueza de grupos foi definida pelo nimero de espécies identificadas em
cada ecossistema avaliado. O indice de Mcintosh (U), o qual expressa a dominancia
de determinado grupo taxonémico dentro de uma comunidade, foi calculado
segundo metodologia descrita por Pinto-Coelho (2000), com auxilio do software BIO-
DAP (THOMAS; CLAY, 1988).

Os valores obtidos pelo calculo do indice de Mcintosh foram comparados
quanto a significancia pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).
Utilizou-se o software SISVAR (FERREIRA, 2000).

O estudo da relacdo entre a distribuicio das espécies e os diferentes
ecossistemas foi realizado por meio de uma ordenacdo gerada pela analise de
componentes principais (DCA), utilizando-se o software CANOCO Versao 4.0 (TER
BRAAK; SMILAUER, 1998).

Ap6s analise de discriminagao canénica (DCA), optou-se por fazer analise de
componentes principais (PCA), porque o comprimento de onda do gradiente foi
menor do que 3.
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3.4 Resultados e discussao

Foram encontradas vinte e uma espécies de oligoquetas, as quais foram
agrupadas em 11 géneros conhecidos e um género desconhecido (familia
Criodrilidae), e em seis familias: Acanthodrilidae, Criodrilidae, Glossoscolecidae,
Lumbricidae, Megascolecidae e Ocnerodrilidae. Dentre os exemplares coletados,
foram encontradas dez espécies novas pertencentes aos géneros: Glossoscolex (6),
Fimoscolex (1), Kerriona (1), Eukerria (1) e uma espécie de habito aquatico ainda
nao identificada, pertencente a familia Criodrilidae, que possivelmente corresponda
a um novo género (Tabela 3.1).

Novas espécies de minhocas foram encontradas em sistemas de cultivo do
solo que visam a diminuicdo da perturbagdo mecéanica (varzea em pousio, areas de
banhado, campo nativo) e a manutencdo dos residuos vegetais sobre o solo
(monocultivos florestais) (Tabela 3.1), fatores que contribuem significativamente para
a sobrevivéncia dos organismos edaficos.

As novas espécies do género Glossoscolex coletadas neste trabalho estédo
descritas no capitulo 4. As descricdes foram realizadas pelos taxonomistas Marie
Luise Carolina Bartz e Samuel Wooster James.

Glossoscolecidae é a familia de oligoquetas mais diversificada do Brasil e da
América Latina, cuja ocorréncia é verificada na América Central e América do Sul,
desde a Guatemala até o norte da Argentina (RIGHI, 1990; BROWN; JAMES, 2007).
Na América do Sul, ha o registro da presenca de 429 espécies de minhocas desta
familia (CHRISTOFFERSEN, 2010).

Dentre os pontos amostrados no presente trabalho, o maior nimero de
espécies encontradas (10) pertence a familia Glossoscolecidae, sendo que a maioria
delas (7 espécies) corresponde ao género Glossoscolex (7). As minhocas do género
nativo Glossoscolex foram encontradas em areas com baixo nivel de perturbagéao,
como fragmento de mata nativa, campo nativo, mata ciliar e pastagem cultivada.
Seis novas espécies deste género foram encontradas, sendo que trés estavam

presentes em dreas de campo nativo (Tabela 3.1).
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(continua)
Tabela 3.1 - Diversidade de minhocas exéticas (EX), invasoras (IN), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) em ecossistemas de
diferentes municipios do Rio Grande do Sul.

Identificacao Classificacdo Ecossistema Municipio

Familia Acanthodrilidae

) ) Mata nativa Barra do Quarai (Parque Estadual do Espinilho®)
Microscolex dubius (Fletcher, 1887) EX . . .
Monocultivo de eucalipto ltaqui
Familia Criodrilidae
Nova espécie N Banhado Santo Cristo
Familia Glossoscolecidae
Fimoscolex n. sp. 1 N Fragmento de mata nativa Magambara
Campo nativo Santa Maria
Fragmento de mata nativa Cacapava do Sul, ltaara, Rosario do Sul
Glossoscolex sp. (Leuckart, 1835) N Lavoura de aveia Tupancireta
Monocultivo de pinus Cacapava do Sul
Pastagem cultivada ltaara
Fragmento de mata nativa Rosario do Sul
Glossoscolex n. sp. 1 N Monocultivo de acacia negra Rosario do Sul
Monocultivo de eucalipto Sao Vicente do Sul
Campo nativo Uruguaiana
Glossoscolex n. sp. 2 N Gramado residencial Santa Maria
Pastagem cultivada Itaara, Santa Maria

Glossoscolex n. sp. 3 N Campo nativo Cagapava do Sul
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(continuagao)

Tabela 3.1 — Diversidade de minhocas exdticas (EX), invasoras (IN), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) em ecossistemas de
diferentes municipios do Rio Grande do Sul.

Identificacao Classificacdo Ecossistema Municipio
Glossoscolex n. sp. 4 N Pastagem cultivada Santa Maria
Glossoscolex n. sp. 5 N Fragmento de mata nativa Santa Maria
Glossoscolex n. sp. 6 N Campo nativo Santana do Livramento
Glossoscolex uruguayensis uruguayensis . .
(Cordero, 1943) N Mata ciliar Jaguari
Beira de cérrego Santo Cristo
Campo nativo Alegrete, Santo Cristo, S&o Francisco de Assis
Fragmento de mata nativa Santa Maria
Lavoura de aveia Tupancireta
Pontoscolex corethrurus (Muller, 1857) NP, IN Lavoura de milho Jaguari
Lavoura de soja Julio de Castilhos
Mata ciliar Cacapava do Sul
Monocultivo de eucalipto Cacequi, Jaguari
Monocultivo de pinus Jaguari
Campo nativo Cagapava do Sul
o Fragmento de mata nativa ltaara, Santo Cristo
Urobenus brasiliensis (Benham, 1887) N

Mata nativa
Monocultivo de eucalipto

Barra do Quarai (Parque Estadual do Espinilho?)
Dilermando de Aguiar, Cagapava do Sul
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(continuagao)

Tabela 3.1 — Diversidade de minhocas exdticas (EX), invasoras (IN), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) em ecossistemas de
diferentes municipios do Rio Grande do Sul.

Identificacao

Classificacao Ecossistema

Municipio

Juvenis de Glossoscolecidae

Familia Megascolecidae

Amynthas gracilis (Kinberg, 1867)
= Amynthas hawayanus (Rosa, 1891)

= Pheretima hawayana (Rosa, 1891)

Amynthas rodericensis (Grube, 1879)

EX

EX

Campo nativo

Fragmento de mata nativa
Monocultivo de acéacia negra
Monocultivo de eucalipto

Campo nativo

Esterqueira®

Beira de cérrego

Fragmento de mata nativa

Lavoura de aveia

Lavoura de milho

Lavoura de soja

Local deposigao de residuos domésticos

Mata ciliar
Monocultivo de eucalipto

Monocultivo de pinus
Pastagem cultivada

Pomar de citros

Monocultivo de pinus

Nova Esperanca do Sul

Cacapava do Sul, Jaguari, Macambara
Rosario do Sul

Dilermando de Aguiar, Vila Nova do Sul

Santa Maria, Santiago, Roque Gonzales
Santo Cristo

Santo cristo

Santa Maria, Santiago

Tupancireta

Santo Cristo

Julio de Castilhos, Santa Rosa

Roque Gonzales

Sao Vicente do Sul

Alegrete, Bagé, Cacapava do Sul, Hulha Negra,
Sao Sepé, Sao Vicente do Sul

Jaguari
Santo Cristo

Santa Maria

Cacapava do Sul
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(conclusao)

Tabela 3.1 — Diversidade de minhocas exdticas (EX), invasoras (IN), nativas peregrinas (NP) ou nativas (N) em ecossistemas de
diferentes municipios do Rio Grande do Sul.

Identificacao

Classificacao Ecossistema

Municipio

Amynthas corticis (Kinberg, 1867)
= Amynthas diffringens (Baird, 1869)
= Pheretima diffringens (Baird, 1869)

Metaphire californica (Kinberg, 1867)
= Pheretima californica (Michaelsen, 1900)

Familia Lumbricidae
Aporrectodea trapezoides (Dugés, 1828)

Familia Ocnerodrilidae

Eukerria saltensis (Beddard, 1895)

Eukerrian. sp. 1

Kerrionan. sp. 1

Ocnerodrilus sp. (Eisen, 1878)

EX

EX

EX

EX

N

N

Campo nativo

Mata ciliar

Fragmento de mata nativa
Pastagem cultivada

Fragmento de mata nativa
Mata ciliar

Monocultivo de pinus

Lavoura de trigo (Sistema Plantio Direto)
Mata nativa (mata de restinga)
Mata nativa

Banhado
Pastagem cultivada
Varzea em pousio

Varzea em pousio

Pastagem cultivada

Roque Gonzales
Jaguari

Santo Cristo
Formigueiro, Santiago

Santa Maria
Jaguari

Sao Gabriel

Sao Gabriel
Rosario do Sul
Barra do Quarai (Parque Estadual do Espinilho?)

Santo Cristo
Santa Maria
Santo Cristo

Mata

Santa Maria

? Localizado no extremo sudoeste do RS, o Parque Estadual do Espinilno ocupa uma area de 1.617,14 hectares e abriga uma formagéo vegetal singular: a
savana estépica, além de formacdes de matas ciliares. Este ecossistema nao possui outra ocorréncia em outra area no Brasil.
® Area de armazenamento de esterco sélido de bovinos a céu aberto.
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As espécies do género Glossoscolex sao todas endémicas do continente sul-
americano (CHRISTOFFERSEN, 2007). Uma espécie é considerada endémica
quando sua distribuicdo é restrita a uma pequena area ou a pequenas manchas
localizadas em um mesmo tipo de habitat dentro de uma regido mais ampla. Uma
caracteristica que tem sido observada no género Glossoscolex é a diversificacdo
das espécies em um mesmo tipo de habitat, porém em &reas separadas por
barreiras geograficas (BROWN; JAMES, 2007). O fato de terem sido encontradas
seis novas espécies deste género neste trabalho, pode estar relacionado a esta
caracteristica do género Glossoscolex e/ou ao reduzido nimero de amostragens
realizadas anteriormente a este levantamento no RS.

Em relacdo a distribuicdo das minhocas em ambientes naturais e
perturbados®, os dados indicaram maior quantidade de espécies em ambientes
naturais (16) do que em perturbados (14). Foi observada a presenca de numero
maior de espécies nativas em ecossistemas naturais, sendo encontradas 11
espécies em ambientes naturais e oito espécies em ambientes perturbados. No caso
das exéticas, foram encontradas cinco espécies vivendo em ambientes naturais e
seis espécies em locais que tenham recebido algum tipo de interferéncia do homem
(Tabela 3.1).

Seis espécies nativas (nova espécie de Criodrilidae, Fimoscolex n. sp. 1,
Glossoscolex uruguayensis uruguayensis, Glossoscolex n. sp. 3, Glossoscolex n. sp.
5 e Glossoscolex n. sp. 6) foram encontradas exclusivamente em ambientes néo
perturbados e apenas uma espécie exotica (Metaphire californica). Quatro espécies
nativas (Glossoscolex n. sp. 1, Glossoscolex n. sp. 2, Urobenus brasiliensis e
Eukerria n. sp. 1) e uma peregrina (Pontoscolex corethrurus) foram encontradas
tanto em ambientes naturais quanto nos perturbados vs quatro exoticas (Amynthas
corticis, A. gracilis, Eukerria saltensis e Microscolex dubius). Apenas trés espécies
nativas (Glossoscolex n. sp. 4, Kerriona n. sp. 1 e Ocnerodrilus sp.) foram
encontradas unicamente em ambientes perturbados e duas espécies exoéticas
(Aporrectodea trapezoides e Amynthas rodericensis) (Tabela 3.1).

A presenca de cobertura vegetal sobre o solo proporciona um ambiente
favoravel tanto no tempo como no espago para a manutencédo e proliferacdo dos

organismos epiedaficos, os quais ingerem e redistribuem o material orgénico,

° Entende-se por perturbado qualquer ambiente que tenha recebido algum tipo de interferéncia
antrépica.
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influenciando na sua dinamica populacional. O modelo multivariado utilizado para

avaliar a diversidade de minhocas nos diferentes ecossistemas demonstrou esta

variabilidade biologica presente nas areas estudadas, apresentando relacdo dos

géneros e/ou espécies com as modificagdes no solo, decorrentes dos diferentes

usos dos ambientes (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Representacado grafica da analise de componentes principais (PCA)

relacionando as dimensdes 1 e 2 referentes a amostragem de
minhocas em diferentes ecossistemas do RS. (Glos) Glossoscolex sp.,
(Glos n. 1) Glossoscolex n. sp. 1, (Glos n. 2) Glossoscolex n. sp. 2,
(Glos n. 3) Glossoscolex n. sp. 3, (Glos n. 4) Glossoscolex n. sp. 4,
(Glos n. 5) Glossoscolex n. sp. 5, (Glos n. 6) Glossoscolex n. sp. 6, (G.
uru) Glossoscolex uruguayensis uruguayensis, (Pontos) Pontoscolex
corethrurus, (Urob) Urobenus brasiliensis, (j Glo) Juvenis de
Glossoscolecidae, (Apor) Aporrectodea trapezoides, (A. gra) Amynthas
gracilis, (A. cor) Amynthas corticis, (A. Rod) Amynthas rodericensis,
(Met cal) Metaphire californica, (E. salt) Eukerria saltensis, (Euk n. 1)
Eukerria n. sp. 1, (Ker n. 1) Kerriona n. sp. 1, (Ocn) Ocnerodrilus sp,
(Mic dub) Microscolex dubius, (Fim n. 1) Fimoscolex n. sp. 1, (Crio)
Nova espécie de Criodrilidae.
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Observou-se que os exemplares de Glossoscolex sp., Glossoscolex n. sp. 1,
Glossoscolex n. sp. 5, Glossoscolex uruguayensis uruguayensis, Fimoscolex n. sp.
1, Urobenus brasiliensis, Metaphire californica, Aporrectodea trapezoides, Amynthas
rodericensis, Microscolex dubius e juvenis da familia Glossoscolecidae estiveram
presentes, principalmente, em ecossistemas com grande deposi¢do de residuos na
superficie, devido ao tipo de vegetacao existente. Os exemplares de Glossoscolex n.
sp. 3 e Glossoscolex n. sp. 6 foram encontrados, exclusivamente, em &reas de
campo nativo, com menor deposi¢cdao de material organico em superficie (Figura 3.2).
Minhocas do género Glossoscolex sao endogéicas, habitam o interior do solo,
vivendo em galerias proximas a 40 cm de profundidade. A alimentag&o consiste na
ingestao de solo mineral (LEE, 1985; BARETTA et al., 2007).

Possivelmente, a variagdo da diversidade de minhocas nos ecossistemas seja
decorrente da variabilidade das caracteristicas de cada habitat. JIMENEZ et al.
(2006) descrevem que a densidade e a diversidade de minhocas em um
ecossistema apresentam relacao espécie-habitat, no qual a estrutura do solo e o
aporte de material organico possuem grande influéncia.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, observou-se que a
distribuicao das espécies de minhocas apresentou relagdo com o uso e manejo do
solo e com a cobertura vegetal existente, corroborando com os dados descritos na
literatura, os quais demonstram a influéncia da bioperturbacdo do solo nas
comunidades e cadeias alimentares de organismos edaficos (BARETTA et al., 2003;
BARETTA et al., 2005; MOGCO et al., 2005).

Além de minhocas do género Glossoscolex, outra espécie nativa da familia
Glossoscolecidae foi frequentemente encontrada, a U. brasiliensis (Figura 3.3). Esta
espécie possui ampla distribuicdo nas regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil
(BROWN; JAMES, 2007). Neste trabalho, foi encontrada em areas de campo nativo,
monocultivo de eucalipto, mata ciliar, mata nativa e fragmento de mata nativa
(Tabela 3.1), porém com maior frequéncia neste Ultimo ecossistema (dado nao

apresentado).
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Foto: Gerusa Pauli Kist Steffen

Figura 3.3 — Exemplar de Urobenus brasiliensis coletado em Santo Cristo, RS.

Os dados da analise de componentes principais (PCA) demonstraram que a
ocorréncia de U. brasiliensis esteve associada a fragmentos de mata nativa e a
monocultivos de eucalipto (Figura 3.2), o que pode ser explicado por esta espécie
ser epigéica e estar associada a presenca de liteira na superficie do solo em
florestas ou fragmentos de florestas primarias e secundarias (SAUTTER et al.,
2006).

A presenca de minhocas do género Urobenus é considerada indicador de
ecossistemas bem preservados (matas nativas) e/ou com densa camada de matéria
organica superficial, sendo frequentemente encontradas em florestas nas regiées sul
e sudeste do Brasil (BARTZ et al., 2011). Neste trabalho, individuos da espécie U.
brasiliensis foram encontrados em diversos locais correspondentes a ecossistemas
pouco perturbados, ndo sendo observados em agrossistemas. Segundo Sautter et
al. (2007), a auséncia de individuos desta espécie em sistemas cultivados,
possivelmente esteja atribuida a movimentacao do solo, bem como a auséncia de
serrapilheira abundante e diversificada. Brown e James (2007) relatam que embora
a espécie U. brasiliensis possua ampla distribuicao no Brasil, as demais espécies do
género (cinco) possuem distribuicdo bastante restrita, habitando principalmente a
regiao Amazénica.

Uma nova espécie do género Fimoscolex foi encontrada em fragmento de
mata nativa no municipio de Magcambara (Tabela 3.1). Este género pertencente a
familia Glossoscolecidae possui 11 espécies descritas e, no Brasil, apresenta
distribuicao restrita as regides sul e sudeste. As espécies deste género apresentam
grande variacdo no comprimento, existindo exemplares adultos de 6 cm, como a F.
sporadochaetus Michaelsen (1918), até individuos medindo mais de um metro, como
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a F. saci Righi (1971) (BROWN; JAMES, 2007). A espécie nativa F. sporadochaetus
foi considerada extinta do territério brasileiro em 2003 pelo Ministério do Meio
Ambiente do Brasil. No entanto, em 2006, foi redescoberta em uma reserva do
Bosque Atlantico (Parque Estatal de Itacolomi) no municipio de Ouro Preto, Minas
Gerais (JAMES; BROWN, 2010).

De acordo com a distribuicdo geografica conhecida das espécies de minhocas
do género Fimoscolex no Brasil, publicada por Brown e James (2007), ndo havia
registros da ocorréncia deste género no RS, mas apenas nos Estados de Santa
Catarina, Paran4, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo, Estado este com maior
nuamero de locais amostrados. A coleta da nova espécie do género Fimoscolex no
RS, além de representar o registro da ocorréncia deste género no Estado,
demonstra a importdncia e a necessidade da realizacdo de avaliacbes da
diversidade de minhocas em solos gauchos.

A espécie Pontoscolex corethrurus, também da familia Glossoscolecidae, foi
encontrada em diversos ecossistemas amostrados (areas de lavoura, monocultivos
florestais, campo nativo, mata ciliar, fragmento de mata nativa e beira de corrego)
em oito municipios do Estado (Tabela 3.1). Esta espécie, comumente conhecida
como minhoca mansa, € a espécie mais comum e abundante no Brasil (BROWN;
JAMES, 2007) e no mundo (GONZALEZ et al., 2006).

Embora tenha sido encontrada em ecossistemas preservados, a ocorréncia
da espécie P. corethrurus esteve mais associada a ambientes alterados (Tabela
3.1). Levantamentos para avaliar a diversidade de minhocas em diferentes
ecossistemas tém demonstrado que em ambientes desmatados, ou que passaram
por algum tipo de transformagé&o antropica, ocorre invasdao de P. corethrurus, e
muitas vezes, esta espécie acaba se tornando dominante (BARROS et al., 2004),
afugentando ou até mesmo interferindo na permanéncia de espécies nativas no local
(LAPIED; LAVELLE, 2003). Segundo Lavelle et al. (1987; 1999), este
comportamento pode estar relacionado ao fato desta espécie apresentar reproducao
partenogenética, bem como a sua tolerancia e adaptabilidade a diferentes tipos de
solo e habitats.

Kalisz e Wood (1995) sugerem quatro estagios no estabelecimento de
populacbes de minhocas exéticas em solos habitados por espécies nativas: (1)

perturbacdo do habitat, (2) extincdo ou reducdo das populacdes nativas, (3)
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introducdo de espécies exoticas e colonizacdo, (4) colonizacdo dos espacgos e
nichos vagos por espécies exoticas.

Em algumas areas amostradas, observou-se a co-existéncia das espécies P.
corethrurus e Amynthas gracilis (exética da familia Megascolecidae) (Tabela 3.1),
que também apresenta alta adaptabilidade a sistemas perturbados e comportamento
dominante em relacdo a espécies nativas. Segundo Sautter et al. (2006), as
espécies P. corethrurus, Amynthas gracilis e A. corticis, apesar de sua ampla
distribuicao geografica, estdo associadas a presenca do homem colonizando areas
perturbadas.

As espécies P. corethrurus, A. gracilis e A. corticis estiveram presentes em
diversos ecossistemas avaliados (Tabela 3.1). Por este motivo, a figura 3.2 nao
representou, satisfatoriamente, a ocorréncia destas espécies nos ambientes.

Registrou-se a ocorréncia de quatro espécies da familia Megascolecidae:
Metaphire californica, A. gracilis, A. corticis e A. rodericensis. A coleta de um
exemplar desta ultima espécie representa um novo registro para o Brasil, ja que nao
existem trabalhos, até 0 momento, que relatem sua ocorréncia. A espécie A. gracilis,
originaria do sudeste asiatico, € uma das espécies exéticas mais amplamente
distribuidas no Brasil e no mundo. As espécies do género Amynthas sao
popularmente conhecidas como minhoca louca, saltadora, brava ou puladora, devido
ao comportamento vivaz que exibem quando manipuladas ou perturbadas (BROWN;
JAMES, 2007). Acredita-se que estas espécies, assim como demais espécies
exéticas da familia Megascolecidae, tenham chegado ao Brasil no século XIX, com o
inicio da troca de material vegetal, juntamente com solo entre a Asia e o Novo
Mundo, realizada por navios mercantes (CHANG, 1997). Para Hendrix e Bohlen
(2002), a expansao do comércio global pode ter contribuido para o aumento das
invasdes de espécies exoticas, o que pode causar implicagdes negativas sobre os
processos do solo, outros organismos e comunidade de plantas, além da importagao
de certos patdgenos.

As espécies do género Amynthas foram encontradas, principalmente, em
areas influenciadas pela agcdo humana, como lavouras, monocultivos florestais,
pastagem cultivada, pomar, area de deposicao de esterco bovino e de residuos
domiciliares (Tabela 3.1). A presenga de Amynthas sp. nestas areas esta associada

ao fato destas minhocas habitarem a camada superficial do solo e serem
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dependentes de elevados teores de matéria organica. Estes resultados vao ao
encontro das informacdes apresentadas por Brown et al. (2006), os quais citam que
as espécies do género Amynthas colonizaram amplamente jardins, pomares, hortas
e plantagdes, sendo abundantes em lavouras manejadas sob sistema de plantio
direto na regidao dos campos gerais no Parana (PEIXOTO; MAROCHI, 1996).

No entanto, o fato de terem sido encontradas minhocas do género Amynthas
em areas com acao antrépica reduzida, tais como campo nativo, fragmento de mata
nativa e mata ciliar, possivelmente pode sugerir que, em algum momento, estas
areas tenham recebido influéncia humana, além de afirmar o alto potencial de
disseminacgao destas espécies exédticas. Tondoh (2006) descreve que a presenca de
espécies comumente encontradas em locais antropizados depende do grau e do tipo
de perturbacao, do teor de matéria organica, das caracteristicas do solo, do regime
hidrico e da vegetacao presente.

Apenas uma espécie da familia Acanthodrilidae foi encontrada neste trabalho,
a Microscolex dubius. Exemplares desta espécie exética foram coletados em mata
nativa e monocultivo de eucalipto, respectivamente nos municipios de Barra do
Quarai e ltaqui, ambos localizados na regido da fronteira oeste do RS (Tabela 3.1).
Segundo James e Brown (2006), minhocas das familias Acanthodrilidae
(principalmente Microscolex spp.) e Lumbricidae (com excec¢ao de Eisenia Andrei e
Eisenia fetida, utilizadas para vermicompostagem) possuem distribuicao restrita ao
sul do Brasil, particularmente no Estado do RS, onde o clima subtropical € mais frio
e parecido com o clima da regido de origem destas minhocas, no hemisfério norte.

Encontrou-se exemplares de minhocas habitando solos Uumidos de vérzea e
de banhado'™, pertencentes aos géneros Eukerria e Kerriona (familia
Ocnerodrilidae), além de uma espécie rara ainda nao identificada, de corpo com
secgdo quadrangular, pertencente a familia Criodrilidae (Figura 3.4). Esta espécie
esta em processo de descricdo e, possivelmente, correspondera a um novo género

de minhocas. Embora o ecossistema banhado represente uma formacdo comum no

10 Existem diferencas entre solos de varzea e solos de banhado. De acordo com Ringuelet (1962), os
banhados sao definidos como corpos d’agua permanentes ou temporarios, sem uma bacia bem
definida, de contorno ou perimetro indefinido e sem sedimentos préprios, apresentando vegetacao
emergente abundante e poucos espacgos livres. Os solos de varzea sdo sazonalmente alagados,
principalmente para o cultivo do arroz, apresentando alternncia nas condicbes de oxidagcédo e
redugdo, a qual determina modificages intensas na fase solida mineral do solo e na dinamica de
elementos quimicos.
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Rio Grande do Sul (INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2005), os estudos quanto a
biologia destes ambientes sdo restritos a vertebrados, sabendo-se muito pouco
sobre a meso e macrofauna presente nestes locais (CARVALHO; OZORIO, 2007).

Algumas espécies de minhocas habitam solos encharcados, estacionalmente
submersos ou até ambientes aquaticos. No entanto, a maioria das espécies de
minhocas existentes no Brasil ndo consegue sobreviver por longos periodos em
solos permanentemente alagados, tais como pantanos, brejos, varzeas cultivadas
com arroz irrigado, florestas inundaveis, areas de nascentes e acumulo de agua.
Apenas algumas espécies de minhocas pertencentes as familias Almidae,
Criodrilidae e Ocnerodrilidae habitam estes ambientes alagados permanentemente,
por possuirem adaptagdes especiais para suportar a falta de oxigénio ou alternativas
para escapar a longos periodos de inundacdo (BROWN; JAMES, 2007). Segundo
Carter e Beadle (1931) e Beadle (1957) citados por Brown e James (2007),
minhocas da familia Almidae, por exemplo, possuem estruturas especiais nas
caudas, que sao levemente achatadas, e uma ampla rede de vasos sanguineos
usada para auxiliar na respiracdo. Em solos alagados, estas minhocas se
posicionam com a parte anterior para baixo e com a cauda préxima a superficie do
solo, possibilitando a respiracdo (BROWN; JAMES, 2007).

Segundo Carvalho e Ozo6rio (2007), as caracteristicas comuns que reunem
ambientes tao diversos em “areas umidas” sdo: a presenca de agua rasa ou solo
saturado, o acumulo de material organico proveniente de vegetais em decomposicao
e a presenca de plantas e animais adaptados a vida aquatica. Possivelmente, as
espécies de minhocas encontradas em solos Umidos ou alagados (Eukerria n. sp. 1,
Kerriona n. sp. 1 e nova espécie de Criodrilidae), pertencentes as familias
Ocnerodrilidae e Criodrilidae, apresentem algum tipo de adaptacdo que permita a
sobrevivéncia em solo saturado.

Os géneros de minhocas aquaticas e semi-aquaticas encontrados no Brasil
sao Criodrilus, Drilocrius, Guarani e Glyphydrilocrius, pertencentes as familias
Almidae e Criodrilidae, e o género Eukerria pertencente a familia Ocnerodrilidae
(BROWN; JAMES, 2007).

O género Eukerria distribui-se na América do Sul, nos paises Brasil, Paraguai,
Uruguai, Argentina e Chile (RIGHI, 1990). No Estado do RS, ha o registro de apenas
quatro espécies do género Eukerria: E. eiseniana (Rosa, 1895) e E. saltensis (LIMA;
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RODRIGUEZ, 2007), E. stagnalis (Kinberg, 1867) (RIGHI; AYRES, 1975; LIMA;
RODRIGUEZ, 2007) e E. garmani argentinae (Jamieson, 1970) (RIGHI; AYRES,
1975) (Tabela 2.2, Revisao bibliografica).

Figura 3.4 — Nova espécie da familia Criodrilidae coletada no municipio de Santo
Cristo, RS (A); detalhe da parte ventral da minhoca na regiao clitelar
(B); exemplar apdés armazenamento em etanol 70% (C) e em formol
6% (D); locais alagados onde foram coletados exemplares desta
espécie de minhoca aquatica (E e F).
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Neste trabalho, além da espécie E. saltensis, uma nova espécie deste género
foi registrada em trés diferentes ecossistemas (pastagem cultivada, varzea em
pousio e banhado) nos municipios de Santa Maria e Santo Cristo (Tabela 3.1).

Além da nova espécie do género Eukerria, duas outras espécies da familia
Ocnerodrilidae foram encontradas, representando novos registros para o RS: uma
nova espécie do género Kerriona coletada em area de varzea em pousio no
municipio de Mata e exemplares do género Ocnerodrilus foram registrados em
pastagem cultivada no municipio de Santa Maria (Tabela 3.1, Figura 3.5).

Figura 3.5 — Nova espécie de Eukerria sp. coletada em trés diferentes ecossistemas
do RS (A) e exemplar do género Ocnerodrilus coletado em pastagem
cultivada no municipio de Santa Maria, RS (B).

O género Ocnerodrilus € encontrado na América Central e América do Sul
(RIGHI, 1990), porém ainda nao havia registro da sua presenga no RS, bem como
da presenca do género Kerriona. No Brasil, as espécies K. limae Righi (1980) e K.
luederwaldti Michaelsen (1926), comumente encontradas em ambientes aquéaticos,
ja foram coletadas em pogas de 4gua acumuladas no interior de folhas de bromélias
(BROWN; JAMES, 2007). Segundo os mesmos autores, considerando a distribui¢cao
e a biodiversidade no Brasil, a familia Ocnerodrilidae deve receber atengéo especial
para estudos moleculares, visando esclarecer sua complexa origem filogenética e a
relacdo com demais familias de minhocas.

Observou-se que os ecossistemas fragmento de mata nativa e campo nativo
apresentaram a maior riqueza de espécies de minhocas (Tabela 3.2).
Provavelmente, esta diversidade esteja relacionada ao menor grau de perturbacéo e
ao maior nivel de preservacdo destes ecossistemas, quando comparados aos
demais ambientes avaliados. Nesse sentido, diversos fatores podem ter favorecido a
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diversidade e permanéncia desses organismos no ambiente, tais como: deposicao
de serrapilheira sobre o solo, aumento do teor de matéria organica, diversidade e
abundancia de alimento, auséncia de revolvimento, formacdo de microhabitats e

microclimas favoraveis nas areas nativas.

Tabela 3.2 - Riqueza de espécies (S) e indice de MclIntosh (U) para os diferentes
ecossistemas amostrados no Rio Grande do Sul.

Ecossistema Riqueza (S) indice de Mcintosh (U)
Fragmento de mata nativa 12 16,37 a
Campo nativo 9 8,26 C
Pastagem cultivada 7 9,16 c
Monocultivo de eucalipto 6 13,71 b
Mata ciliar 5 7,48 d
Monocultivo de pinus 5 7,48 d
Areas de lavoura 4 12,00 b
Varzea em pousio 2 2,82e
Monocultivo de acacia negra 2 2,82¢
Beira de corrego 2 2,82¢e
Banhado 2 2,82¢
Pomar de citros 1 2,00 e

* Médias seguidas da mesma letra nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

Estes resultados concordam com os apresentados por Sinha et al. (2003) e
Suthar (2009), os quais demonstram maior diversidade e densidade de minhocas em
solos de matas nativas. Segundo Chan (2001), o aporte de alimento aliado a
auséncia de perturbacao do solo resulta em um ambiente propicio para multiplicacao
e manutencdo de populacdes de minhocas, por conferir estabilidade ao sistema.
Além disso, quanto mais diversa for a cobertura vegetal, maior serd a
heterogeneidade da serrapilheira, possibilitando maior diversidade de organismos.

Os ecossistemas pomar de citros, areas de lavoura, monocultivo de acécia
negra, varzea em pousio, beira de cérrego e banhado apresentaram menor riqueza
de espécies (Tabela 3.2). Segundo Moco et al. (2005) a maior ou menor associacao
de um determinado grupo da fauna edafica, em cada agroecossistema, deve-se ao
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tipo de preparo do solo e, principalmente, aos efeitos benéficos dos residuos
vegetais mantidos na superficie do mesmo, os quais proporcionam ambiente mais
favoravel para a sobrevivéncia de determinados grupos. Possivelmente, os
ecossistemas que apresentaram menor diversidade de espécies de minhocas
apresentavam um ou mais fatores associados que, de alguma forma, nao
propiciaram a co-existéncia de outras espécies de minhocas, seja por restricdes de
oferta de alimento (monocultivo de acacia negra, lavouras, pomar de citros), regime
de umidade do solo (area de varzea, banhado) ou condicoes edafoclimaticas
desfavoraveis (beira de cérrego). Segundo Jiménez et al. (2006), existe uma relacao
espécie-habitat que determina a diversidade de minhocas nos ecossistemas.

O indice de Mclintosh (U), que demonstra a dominancia de determinadas
espécies nos ambientes, foi maior para fragmento de mata nativa, seguido pelos
agrossistemas areas de lavoura e monocultivo de eucalipto (Tabela 3.2). Estes
resultados devem-se ao predominio da espécie U. brasiliensis nos fragmentos de
mata nativa, de P. corethrurus em areas de lavoura e de A. gracilis em monocultivos
de eucalipto.

Em solos sob vegetacdo natural, os recursos bioldgicos resultam de
processos de adaptacdo as condicbes ambientais, refletindo os mecanismos de
evolucao do ecossistema como um todo (CORREIA; ANDRADE, 1999). Com as
modificagdes impostas pelo uso do solo e, em particular pela agricultura, a fauna e
0s microrganismos, em diferentes graus de intensidade, sdo afetados pelos
impactos provocados pelas praticas agricolas (ANDREN et al., 1988; ALVAREZ et
al., 2001), tanto devido as modificacées nas propriedades do solo, como pela acao
direta dessas praticas sobre os organismos. Isso explica, em parte, o porqué da
dominéncia de cada uma das espécies nos diferentes ecossistemas avaliados.

As espécies mais sensiveis a alteracoes ambientais e dependentes da
presenca de serrapilheira e de altos teores de matéria organica, como é o caso de
U. brasiliensis, foi mais abundante em fragmentos de mata nativa. Ja as espécies
mais adaptadas a ambientes alterados e que toleram condi¢cdes edafoclimaticas
menos favoraveis, como as espécies exéticas P. corethrurus e a A. gracilis, foram
frequentemente encontradas em sistemas agricolas e florestais.

Segundo Leon et al. (2003) areas anteriormente perturbadas e em processo

de revegetagao sao primeiramente colonizadas por espécies exéticas de minhocas,
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as quais passam a exercer dominio sobre as demais espécies. Os autores citam,
como exemplo, a espécie P. corethrurus como colonizadora destes ambientes. No
caso das areas de lavoura amostradas neste trabalho, conduzidas no sistema de
plantio direto, com auséncia de revolvimento do solo e continua deposi¢cao de
material organico em superficie, pode-se considerar que essas areas sofreram
processo de perturbacao quando passaram de campo nativo ou fragmento de mata
para lavoura. Apdés a perturbacdo, € provavel que a espécie P. corethrurus foi
encontrada com maior frequéncia nessas areas agricolas, devido a sua capacidade
de colonizacéo e estabelecimento em novas areas.

Embora alguns autores citem que o0s monocultivos florestais sao
desfavoraveis a diversidade de organismos devido a baixa diversidade vegetal
(BATTIROLA et al., 2007), este trabalho demonstrou que existe atividade e riqueza
de minhocas nestes tipos de agrossistemas. Foram encontradas duas espécies de
minhocas em monocultivo de acacia negra e seis espécies nos monocultivos de
eucalipto e de pinus, sendo que uma nova espécie do género Glossoscolex
(Glossoscolex n. sp. 1) foi descoberta habitando plantacdes de eucalipto e acacia
negra (Tabela 3.1). Possivelmente, estes resultados estejam relacionados ao grande
aporte de residuos vegetais e a amenizacao dos fatores climaticos observados em
monocultivos florestais, o que favorece o estabelecimento de organismos edaficos.

O monocultivo de pinus foi 0 Unico ecossistema onde foram encontrados
individuos de Amynthas rodericensis e Aporrectodea trapezoides, Unica espécie da
familia Lumbricidae coletada neste trabalho. Esta espécie exética vive na superficie
do solo e ja havia registros de sua presenca no RS, no municipio de Porto Alegre
(KNAPPER, 1976). Segundo Silva (2007) a baixa diversidade de espécies de
minhocas em areas de monocultura de pinus pode estar associada ao tipo de
residuo vegetal depositado sobre o solo, o qual apresenta alta saturacao de aluminio
e elevados teores de matéria organica, caracterizando-se pelo baixo grau de
humificacdo. De acordo com Copatti e Daudt (2009) a implantagdo de monocultivos
de pinus resulta em empobrecimento do solo no que diz respeito ao complexo de
troca e ao teor de micronutrientes.

Segundo Lavelle et al. (1992) e Lavelle (1996), a diversidade da fauna edafica
esta relacionada com a grande variedade de recursos e microhabitats que o sistema

solo-serrapilheira  oferece, como uma mistura de fases altamente
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compartimentalizadas, gerando um mosaico de condi¢des microclimaticas. Assim, a
avaliacdo da comunidade de organismos presentes em um determinado
ecossistema deve levar em conta todos os fatores possiveis que estao interferindo
no sistema, visando compreender as relacoes existentes entre as espécies e seus
habitats.

O conhecimento da diversidade dos organismos que vivem no solo, 0s quais
mantém a sua funcionalidade, € essencial para a protecao das espécies. Portanto,
estudos como este devem ter continuidade em outros locais e ambientes do RS,
objetivando a descoberta de novas espécies, o monitoramento e a distribuicao das
espécies ja conhecidas, bem como a avaliagdo ecolégica das novas espécies

encontradas.



93

3.5 Conclusoes

O numero de espécies registradas no Estado do Rio Grande do Sul foi
ampliado de 44 (15 nativas e 29 exoéticas) para 56 espécies (26 nativas e 30
exoticas), distribuidas em seis familias: Glossoscolecidae (18), Lumbricidae (12),
Megascolecidae (9), Ocnerodrilidae (7), Acanthodrilidae (7) e Criodrilidae (3).

As espécies de minhocas identificadas neste trabalho, em ecossistemas
naturais e agroflorestais do Rio Grande do Sul sdo: Amynthas corticis, A. gracilis, A.
rodericensis, Aporrectodea trapezoides, Eukerria saltensis, Glossoscolex
uruguayensis uruguayensis, Metaphire californica, Microscolex dubius, Ocnerodrilus
sp., Pontoscolex corethrurus, Urobenus brasiliensis, além de seis novas espécies de
Glossoscolex sp., trés novas espécies pertencentes aos géneros Eukerria,
Fimoscolex e Kerriona, e uma nova espécie da familia Criodrilidae.

A ocorréncia das espécies de minhocas apresenta relacdo com o tipo de
ecossistema avaliado, sendo observada maior riqueza de espécies em areas de

fragmento de mata nativa e campo nativo.
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4 CAPITULO Il - COMUNIDADE DE MINHOCAS EM ECOSSISTEMAS NO RIO
GRANDE DO SUL: CARACTERIZACAO ECOLOGICA E
EDAFICA DOS AMBIENTES

4.1 Resumo

As minhocas desempenham importantes funcées no ecossistema solo, sendo
a ocorréncia das espécies relacionada com fatores edafo-climaticos e vegetacdo. O
objetivo do trabalho foi determinar a influéncia de fatores edéficos, uso e manejo do
solo na ocorréncia de minhocas em ecossistemas naturais e alterados do Rio
Grande do Sul (RS). Avaliagdo qualitativa da diversidade de minhocas foi realizada
em 15 diferentes de ecossistemas, em 29 municipios do RS, totalizando 77 locais de
amostragem. Em cada local avaliado foram retirados, no minimo, dez mondlitos de
solo. A identificacdo das espécies foi realizada com base em parametros
morfologicos. Foram encontradas diversas espécies de minhocas no Estado do RS,
vivendo em solos de ecossistemas naturais e agricolas, com variagdes quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas. A maioria das espécies encontradas foi nativa,
pertencente a familia Glossoscolecidae e ao género Glossoscolex. A caracterizagao
do solo e do uso dos ambientes onde foram coletadas as diferentes espécies de
minhocas possibilitou o levantamento de informagdes associadas ao ecossistema
com ocorréncia de minhocas. A ocorréncia das espécies esteve mais relacionada ao
grau de perturbacdo do ambiente e ao tipo de uso do solo, do que as caracteristicas
fisicas e quimicas. As espécies de minhocas encontradas neste trabalho, em
ecossistemas naturais e agroflorestais do Estado do Rio Grande do Sul s&o:
Amynthas corticis, A. gracilis, A. rodericensis, Aporrectodea trapezoides, Eukerria
saltensis, Glossoscolex uruguayensis uruguayensis, Metaphire californica,
Microscolex dubius, Ocnerodrilus sp., Pontoscolex corethrurus, Urobenus
brasiliensis, além de seis novas espécies de Glossoscolex sp. € uma nova espécie
de cada um dos géneros Eukerria, Fimoscolex e Kerriona e da familia Criodrilidae. O
grau de perturbacdo dos ecossistemas e o uso do solo interferem na presenca de
minhocas, seguido pelas caracteristicas fisicas e quimicas do solo.

Palavras-chave: Oligoquetas; disturbio ambiental; solo.
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4.2 Introducao

As minhocas participam de diversos processos no solo, sendo importantes
para a manutencdo da qualidade dos ecossistemas. Participam da trituragdo e
incorporacdo da serrapilheira, construcdo e manutencao da porosidade e agregacao
do solo através da formacao de galerias, do controle de comunidades microbianas,
da protecao de plantas contra algumas pragas e doencas e do crescimento vegetal
(JOUQUET et al., 2006; LAVELLE et al., 2006; ANDERSON, 2009).

Embora a dindmica da atuacdo das minhocas sobre a decomposicao da
matéria organica do solo seja constantemente estudada (AIRA; DOMINGUEZ, 2004;
EDWARDS; ARANCON, 2004; PULLEMAN et al., 2005; BHADAURIA; SAXENA,
2010), existe caréncia de pesquisas quanto a ocorréncia de minhocas em diferentes
ecossistemas e sobre a relacdo entre espécies nativas e exéticas presentes em um
determinado local (BROWN et al., 2000; NUNES et al. 2007). Os efeitos que a
invasdo de minhocas exéticas provocam no solo e na comunidade de minhocas
nativas em agroecossistemas ainda nao estao claros (HENDRIX et al., 2006).

A diversidade e abundancia das populagdes de minhocas que habitam um
local especifico sdo determinadas e controladas por fatores hierarquicos, que
operam em diferentes escalas de tempo e de espaco (LAVELLE, 1996; BROWN et
al., 2006). Dentre os fatores determinantes da fauna do solo, o clima encontra-se no
nivel hierarquico mais elevado, caracterizando os regimes hidricos e de temperatura,
que interferem no tipo de solo e de vegetacdo. Estes dois ultimos fatores, por sua
vez, definem a natureza e a abundéancia dos constituintes minerais e organicos do
solo e, consequentemente, o nivel de fertilidade do solo, influenciado também pelo
tipo de material de origem. O homem também representa um fator determinante da
abundancia e riqueza de espécies de minhocas, pois define o tipo de uso do solo e
as praticas de manejo associadas a producdo agricola (BROWN; DOMINGUEZ,
2010).

De modo geral, as minhocas sdo consideradas benéficas e importantes para
a manutencéo da fertilidade e sustentabilidade do solo, independentemente de sua
origem nativa, exética ou peregrina (LIMA; BRUSSAARD, 2010). Estes efeitos
positivos sdo associados ao comportamento e a mobilidade das minhocas,
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principalmente pela construgdo de galerias e liberacdo de excrementos na superficie
do solo. Segundo Peixoto e Marochi (1996), normalmente, o aumento populacional e
indicios da atividade de minhocas sdo associados a melhoria na fertilidade e
qualidade do solo, bem como na produtividade agricola, embora poucos dados de
pesquisa tenham comprovado isto no campo (BROWN; DOMINGUEZ, 2010).

Do ponto de vista bioldgico, as praticas agricolas provocam mudancas em
grandes extensdes territoriais, por meio da retirada da vegetacdo natural presente
para implantacdo de monocultivos, interferindo nos complexos nichos ecoldgicos e
na cadeia alimentar de diversos organismos edaficos (DE-POLLI; PIMENTEL, 2005).
Os sistemas de uso, manejo e preparo do solo afetam a estrutura dos grupos
taxondmicos dominantes da macrofauna edafica (MARCHAO et al., 2009; LIMA et
al., 2010), sendo que a abundancia e a biomassa de minhocas tendem a diminuir,
independentemente das técnicas de manejo empregadas (PEIGNE et al., 2009).
Determinadas praticas agricolas, além de promoverem a reducao da densidade de
minhocas, podem proporcionar condigcdes edaficas para a substituicdo de espécies
nativas por espécies exoéticas, melhor adaptadas a condicbes edaficas menos
favoraveis (GONZALEZ et al., 2006; FERNANDES et al., 2010).

Em ecossistemas naturais e agricolas, a ciclagem de nutrientes esta
diretamente relacionada com a atividade de organismos e microrganismos presentes
no solo, sendo determinante para a manutencao da sustentabilidade dos ambientes.
A abundancia e diversidade dos organismos que compdem a cadeia alimentar
decompositora de um ecossistema determinam a velocidade e a magnitude dos
processos de mineralizacdo e imobilizacao de nutrientes, favorecendo a assimilacao
de elementos pelas plantas (COLEMAN; WHITMAN, 2005; CORREIA; OLIVEIRA,
2005; LAVELLE et al., 2006; ANDERSON, 2009). Dentre esses organismos, 0S
pertencentes a macrofauna edafica (diametro > 2,0 mm), como as minhocas, sao
capazes de realizar grandes deslocamentos de residuos organicos e particulas
minerais pelo perfil do solo, sendo influenciados pela qualidade e quantidade dos
residuos vegetais superficiais (WARREN; ZOU, 2002; LIMA et al., 2010). Portanto,
assim como a atividade de minhocas é capaz de modificar o ambiente edéfico, é
possivel que as caracteristicas do ambiente favoregam a ocorréncia e a diversidade

da comunidade de minhocas nos ecossistemas.
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A hipétese deste trabalho foi que a ocorréncia de espécies de minhocas
nativas, exoticas e peregrinas em ecossistemas € influenciada pelo uso, manejo e
pelas caracteristicas fisicas e quimicas do solo. Neste sentido, o objetivo do trabalho
foi determinar a influéncia de fatores edéficos, uso e manejo do solo na ocorréncia

de minhocas em ecossistemas naturais e alterados do Rio Grande do Sul.
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4.3 Material e métodos

4.3.1 Locais amostrados

As minhocas foram coletadas em diversos ecossistemas do Estado do Rio
Grande do Sul (RS), através de levantamento qualitativo. Foram amostrados 15
ecossistemas: fragmento de mata nativa (17), campo nativo (13), cultivos anuais (8)
mata ciliar (7), pastagem cultivada (6), monocultivos de eucalipto (12), pinus (3) e
acacia negra (2), varzea em pousio (2), beira de corrego (2), pomar de citros (1),
gramado residencial (1), encosta de acude (1), locais para deposicdo de residuos
domésticos (1) e animais (1). Estas amostragens foram realizadas em 29 municipios
do Estado do RS, totalizando 77 locais amostrados.

Os ecossistemas amostrados localizam-se nos municipios das regides:
Centro-oeste (Cacequi, Dilermando de Aguiar, Formigueiro, ltaara, Jaguari, Julio de
Castilhos, Mata, Nova Esperanca do Sul, Santa Maria, Santiago, Sdo Francisco de
Assis, Sao Vicente do Sul, Tupanciretd), Fronteira Sudoeste (Bagé, Cacapava do
Sul, Hulha Negra), Fronteira Oeste (Alegrete, Barra do Quarai, Itaqui, Magcambara,
Rosario do Sul, Santana do Livramento, Sao Borja, Sdo Gabriel, Uruguaiana, Vila
Nova do Sul), Fronteira Noroeste (Santa Rosa, Santo Cristo) e Missdes (Roque
Gonzales).

4.3.2 Coleta dos individuos

Para conhecer a diversidade de minhocas existente em cada uma das areas
avaliadas, realizou-se amostragem qualitativa através da abertura de buracos
aleatérios (minimo de dez por ecossistema). A profundidade da amostragem variou
entre 30 a 50 cm, dependendo da categoria ecoldgica das espécies de minhocas
presentes. A triagem do solo foi realizada no campo e as minhocas coletadas foram

imediatamente armazenadas em etanol 70%.
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As coletas foram realizadas no periodo de setembro de 2009 a fevereiro de
2012, preferencialmente nos meses chuvosos. No laboratério, as minhocas foram
transferidas para frascos contendo solucdo de formaldeido a 4% (TALAVERA,
1987). A identificacdo morfoldgica das espécies foi realizada por meio do uso de
chaves de identificacao e descricao de familias, géneros e espécies de acordo com
Righi (1990, 1995) e Blakemore (2002).

A frequéncia de ocorréncia das espécies de minhocas em solos com
diferencas em relacdo aos parametros de fertilidade avaliados, foi determinada pelo

numero de vezes que cada espécie foi encontrada em cada ambiente.

4.3.3 Caracterizacao dos solos e da vegetacao das regides amostradas

Amostras de solo da camada 0 a 20cm foram coletadas em cada ponto
amostrado com o auxilio de pa de corte. O material foi enviado ao laboratério para
determinacao de caracteristicas e propriedades fisicas e quimicas. As amostras
deformadas de solo foram secas ao ar, destorroadas manualmente, tamisadas em
peneiras com abertura de 2,0 mm e armazenadas em potes plasticos com tampa.

Foram determinados o valor de pH, a textura, o teor de nutrientes (calcio,
magnésio, fésforo, potassio), o conteido de matéria organica, a soma de bases e a
capacidade de troca de cations (CTCefetiva € CTCpH7,0)-

O valor de pH foi determinado em &gua, na propor¢cdo 1:1, conforme
metodologia proposta por Tedesco et al. (1995). Foram considerados valores de pH
em agua muito baixo (< 5,0), baixo (5,1 — 5,4), médio (5,5 — 6,0) e alto (> 6,0).

A textura do solo foi determinada pelo método da pipeta (EMBRAPA, 1997),
visando quantificar as fragdes granulométricas dos constituintes do solo. As classes
texturais, baseadas no teor de argila do solo, foram classificadas em: 1 (> 60%), 2
(41 -60%), 3 (21 - 40%) e 4 (= 20%).

Os teores de calcio e magnésio extraidos por KCI 1 mol L' foram
determinados por espectrofotometria de absorcdo atémica e o teor de aluminio
trocavel extraido por KCI 1 mol L, determinado através de titulagdo com NaOH,
conforme Tedesco et al. (1995). Os teores de célcio (cmol, dm™) foram classificados
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como baixo (< 2,0), médio (2,1 — 4,0) e alto (> 4,0), assim como os teores de
magnésio (cmols dm™): baixo (< 0,5), médio (0,6 — 1,0) e alto (> 1,0).

Os teores de fosforo e potassio extraidos por Mehlich—1 foram determinados
por colorimetria e fotometria de chama, respectivamente. As andlises realizadas
seguiram metodologias descritas em Tedesco et al. (1995). Os teores de fésforo (mg
dm™) foram classificados em cinco faixas: muito baixo (< 5,0), baixo (5,1 — 10,0),
médio (10,1 — 20,0), alto (20,1 — 40,0) e muito alto (> 40,0). Os teores de potassio
(cmol, dm™) foram classificados em faixas de acordo com o valor de CTCph70-
Quando CTCpH7,0 > 15: muito baixo (< 30), baixo (31 — 60), médio (61 — 90), alto (91
— 180) e muito alto (> 180); quando CTCyH7,0 entre 5,1 e 15,0: muito baixo (< 20),
baixo (21 — 40), médio (41 — 60), alto (61 — 120) e muito alto (> 120); quando
CTCpH7,0 < 5,0: muito baixo (< 15), baixo (16 — 30), médio (31 — 45), alto (46 — 90) e
muito alto (> 90).

O teor de matéria organica do solo (MO) foi analisado por oxidagdo Umida,
utilizando dicromato de potassio em meio sulfurico (0,4 N). A determinacéo foi
realizada por titulacdo com sulfato ferroso amoniacal (0,1 N), segundo Embrapa
(1997). Os niveis de matéria organica foram classificados como baixo (< 2,5 %),
médio (2,6 — 5,0 %) e alto (> 5,0 %).

A capacidade de troca de cations efetiva (CTCetetiva) fOi Obtida pela soma das
bases Ca?*, Mg®* e K* mais Al** (CQFS-RS/SC, 2004). Os valores de CTCoefsiiva (%)
foram classificados em: muito baixo (< 1,0), baixo (1,0 — 10,0), médio (10,1 — 20,0) e
alto (> 20,0). A capacidade de troca de cations em pH 7 (CTCp7,) foi estimada pela
soma de bases mais H + Al. Foram considerados trés niveis de valores de CTCpH7,0
(cmol, dm™®): baixo (< 5,0), médio (5,1 — 15) e alto (> 15,0).

Girardi-Deiro e Gomes (2003) descreveram a vegetacdao dos ecossistemas
das regides Sudoeste e Sudeste do RS. Os municipios de Uruguaiana, Quarai,
areas pertencentes a Alegrete, Santana do Livramento e ltaqui situam-se na zona
conhecida como campos duros e pedregosos com solo de pouca profundidade.
Estes campos sao limpos, com elevado nimero de espécies vegetais de porte baixo,
de valor forrageiro, que proporcionam boa cobertura do solo. Os municipios de Bagé
e Hulha Negra fazem parte da regido conhecida como campos finos de solos férteis
de maior profundidade. Os campos sao produtivos e apresentam areas com partes
limpas e outras invadidas, principalmente, por espécies dos géneros Eupatorium,
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Baccharis e Eryngium. Em geral, os solos sdo medianamente profundos e
apresentam boa fertilidade, sendo aptos para a agricultura. (GIRARDI-DEIRO;
GOMES, 2003).

Sao Gabriel, Rosario do Sul, areas de Santana do Livramento e Alegrete
estdo localizados em uma zona tipica de transicao entre os campos grossos da
Depressdo Central e os campos finos da Campanha gaucha, conhecida como
campos meédios e grossos sobre solos profundos. Os campos sao relativamente
sujos e estdo localizados sobre arenito, sendo suscetiveis a degradacao por
arenizacao (GIRARDI-DEIRO; GOMES, 2003).

A regido conhecida como campos duros sobre solos com afloramentos
rochosos, associados com mata arbustiva compreende os municipios da serra do
sudeste, onde predominam solos litélicos entremeados com varzeas aluvionais. Os
campos estao associados a uma mata arbustiva-arbdérea com espécies como o chal-
chal (Allophylus eduli Radlk), a pitangueira (Eugenia uniflora L.), aroeiras (Schinus
spp.), vassouras (Baccharis spp.), entre outras. Nas partes elevadas, o campo €
pouco denso e a cobertura de gramineas é rala. Nos vales e ao longo dos cursos
d’agua, o solo € mais profundo e ha densa vegetacdo campestre (GIRARDI-DEIRO;
GOMES, 2003).

Nos municipios localizados na regido Noroeste do Estado (Santa Rosa, Santo
Cristo e Roque Gonzales), predominam solos antigos e profundos, de excelente
aptidao agricola (STRECK et al., 2002).

4.3.4 Caracterizacao das condicoes climaticas das regides amostradas

O Estado do RS apresenta as estacbes do ano bem definidas: inverno,
primavera, verdao e outono. De acordo com a classificagdo de Wladimir Kéeppen, o
clima do RS se enquadra na zona fundamental C, apresentando dois tipos
climaticos: Cfa (verées quentes) e Cfb (verdes amenos). A letra C indica que o
territério gaucho situa-se na faixa de climas subtropicais ou temperados, com
temperatura do més mais frio proxima a 3 °C. O clima Cf significa temperado umido,
com precipitagbes pluviais médias razoavelmente bem distribuidas durante todos os
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meses do ano, de forma que ndo ha estacdo seca nem estacdo chuvosa bem
caracterizada (MORENO, 1961; BERLATO; FONTANA, 2003).

A variedade Cfa caracteriza-se por apresentar temperatura do més mais
quente superior a 22 °C e temperatura do més mais frio entre 3 e 18 °C. A variedade
Cfb é caracterizada por apresentar temperatura do més mais quente inferior a 22°C
e a do més mais frio superior a 3 °C. O clima Cfa & dominante no Estado, enquanto
que o Cfb aparece nas regides de maiores altitudes como a Serra do Nordeste, os
Campos de Cima da Serra e o Escudo Riograndense (Serra do Sudeste)
(BERLATO; FONTANA, 2003).

A temperatura média para o Estado é de 18 °C, sendo o clima variavel nas
regibes de acordo com a altitude e a proximidade da costa maritima. Janeiro e
fevereiro sdo 0os meses mais quentes, quando se registram temperaturas em torno
dos 40 °C. O inverno é rigoroso, sendo julho o més mais frio, com temperaturas
negativas atingindo -3,0°C (PEZZA; AMBRIZZI, 1999).

O regime pluviométrico do Estado do RS é regular e as chuvas sdo bem
distribuidas durante todo o ano. No entanto, existe a probabilidade de ocorrer
estiagens nos meses do verdo (dezembro a fevereiro), prejudicando as culturas
agricolas (AGUIAR, 2005). A média pluviométrica anual do Estado do RS é de
1.700mm, embora haja regiées mais ou menos chuvosas (MALUF, 2000).

No Estado do RS, o valor de umidade relativa do ar € muito elevado. No verao
e na primavera, os valores oscilam entre 68% e 85%. No outono e no inverno, os
valores variam entre 76% e 90%, sendo relativamente estaveis durante as quatro
estacdes do ano. As partes mais elevadas do Estado localizam-se na regido
Nordeste, com altitudes superiores a 600m, podendo atingir 1.300m (BERLATO;
FONTANA, 2003).
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4.4 Resultados e discussao

Vinte e uma espécies de minhocas foram encontradas no Estado do RS, as
quais foram agrupadas em doze géneros e seis familias (Tabela 4.1).

Dez novas espécies de minhocas foram encontradas, pertencentes aos
géneros: Glossoscolex (6), Fimoscolex (1), Kerriona (1) e Eukerria (1), e uma
espécie de habito aquatico pertencente a familia Criodrilidae, com possibilidade de
corresponder a um novo género. Além das espécies novas, a coleta de exemplares
dos géneros Ocnerodrilus e Kerriona representou novos registros de espécies para o
RS (Tabela 4.1).

No solo, as minhocas podem apresentar distribuicdo espacial agrupada,
representada por manchas que podem variar de um a 50 metros de diametro, com
possivel diferenca marcante na distribuicao de espécies (POIER; RICHTER, 1992).
No entanto, como as manchas ndo sao estaticas, nem sempre sao observadas
correlacdes entre a ocorréncia de espécies com as caracteristicas quimicas e fisicas
do solo (ROSSI et al., 1997; JIMENEZ et al., 2001). Anderson (2009) sugere que,
raramente € possivel identificar o papel dos invertebrados edaficos como
determinantes de processos edaficos em escala de parcela e ecossistema
(hectares) e em maiores escalas, porque seus efeitos acabam sendo superados por
outros controles biofisicos.

Neste trabalho, foram observadas diferengas nas caracteristicas edaficas e no
tipo de vegetacao dos ambientes onde foram coletadas as diferentes espécies de
minhocas. A maioria das espécies foi coletada em solos com teores de argila de até
40% (classes texturais 3 e 4). As espécies do género Eukerria, por terem sido
coletadas em ambiente de planicie, encontravam-se em solos de classes texturais 2
e 3, com teores de argila em torno de 20 a 60%. A espécie exobtica A. gracilis foi
encontrada em solos das quatro classes texturais (Figura 4.1). Isso se deve a essa
espécie apresentar facilidade para colonizar novas areas e adaptabilidade a
diferentes tipos de solos e ambientes (BROWN et al., 2006; FERNANDES et al.,
2010).



111

Tabela 4.1 - Ocorréncia de minhocas em ecossistemas do Rio Grande do Sul.

Ecossistemas

Genero/Especie CN FMN MN* ME MA MP MC BC B GR PC PO L VP RD RA

Ampynthas corticis X X X X

Amynthas gracilis X X X X X X X X X X X
Amynthas rodericensis X

Aporrectodea trapezoides X

Eukerrian. sp. 1 X X X
Eukerria saltensis X X
Fimoscolex n. sp. 1 X

Glossoscolex n. sp. 1 X X X

Glossoscolex n. sp. 2 X X X

Glossoscolex n. sp. 3 X

Glossoscolex n. sp. 4 X

Glossoscolex n. sp. 5 X

Glossoscolex n. sp. 6 X

Glossoscolex sp. X X X X X
Glossoscolex uruguayensis** X

Juvenis de Glossoscolecidae X X X X

Kerriona n. sp. 1 X
Metaphire californica X X

Microscolex dubius X X

Nova espécie de Criodrilidae X

Ocnerodrilus sp. X

Pontoscolex corethrurus X X X X X X X
Urobenus brasiliensis X X X X

Numero total de espécies 9 10 3 6 2 5 5 2 2 1 7 1 4 2 1 1

Ecossistemas: CN = campo nativo, FMN = fragmento de mata nativa, MN = mata nativa, ME = monocultivo de eucalipto, MA = monocultivo de acacia negra,
MP = monocultivo de pinus, MC = mata ciliar, BC = beira de cérrego, B = banhado, GR = gramado residencial, PC = pastagem cultivada, PO = pomar de
citros, L = lavoura, VP = varzea em pousio, RD = local de deposicao de residuos domésticos, RA = local de deposicéo de dejetos animais.

*Parque Estadual do Espinilho, Barra do Quarai, RS.

**Glossoscolex uruguayensis uruguayensis
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Figura 4.1 — Diversidade de minhocas de acordo com a classe textural do solo onde
foram coletadas. Classe textural baseada no teor de argila do solo: 1 (>
60%), 2 (41 - 60%), 3 (21 - 40%) e 4 (= 20%). *Glossoscolex
uruguayensis uruguayensis.

Minhocas juvenis da familia Glossoscolecidae foram encontradas em solos
com teores de argila inferiores a 60% (classes texturais 2, 3 e 4). Exemplares do
género Fimoscolex foram coletados em solo contendo 43% de argila (Figura 4.1). De
acordo com Fragoso et al. (1999), solos com elevados teores de argila (= 70%)
podem nado ser apropriados para P. corethrurus. Os dados encontrados neste
trabalho estdo de acordo com esta afirmagao, pois esta espécie foi encontrada em
solos de classe textural 3 e 4, contendo até 40% de argila (Figura 4.1).

Existem 429 espécies de Glossoscolecidae na América do Sul, sendo o
género Glossoscolex o mais diversificado (CHRISTOFFERSEN, 2010). As espécies



113

do género Glossoscolex sao todas endémicas do continente sul-americano
(CHRISTOFFERSEN, 2007). Neste trabalho, a maioria dos exemplares coletados e
das novas espécies encontradas pertence ao género Glossoscolex (Tabela 4.1).

Christoffersen (2007) compilou as informagdes disponiveis sobre a
diversidade e a distribuicdo de minhocas do género Glossoscolex na América do
Sul. Segundo o autor, as minhocas correspondem a um negligenciado grupo
zoolégico em um megadiverso continente amostrado apenas superficialmente.

A espécie nativa Glossoscolex uruguayensis uruguayensis foi encontrada em
solos com valores médios de CTCyH7,0 € elevados teores de calcio e potassio. O pH
dos solos variaram entre baixo e alto, os teores de fésforo entre muito baixo e
médio, o teor de magnésio entre médio e alto, e o conteldo de matéria orgénica e a
CTCetetiva €ntre baixo e médio (Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 € 4.5).

G. uruguayensis uruguayensis Cordero (1943), sinbnimo de G. uruguayensis
Cordero (1943), possui distribuicdo na Argentina, no Uruguai e no Brasil, cuja
ocorréncia ja havia sido registrada no municipio de S&o Leopoldo (RS)
(CHRISTOFFERSEN, 2007). Segundo Ljungstrém (1972), a espécie G.
uruguayensis Cordero (1943) é sinbnimo de G. corderoi Righi (1968).

As demais espécies do género Glossoscolex podem nao apresentar
seletividade a solos em relacdo a acidez, aos teores de fosforo, potassio, calcio,
magnésio, matéria organica e CTC. Os juvenis da familia Glossoscolecidae
apresentaram este mesmo comportamento, com excecao do teor de fésforo e do
conteudo de matéria organica, sendo encontrados em solos contendo baixos teores
de fosforo e conteudo de matéria organica variando entre baixo e médio (Tabelas
42,43,44¢e4)5).

Maior numero de espécies de minhocas foi observado em solos com valores
de pH muito baixos, teores de matéria orgénica de até 5% (Tabela 4.2), teores de
fésforo muito baixos e altos niveis de potassio (Tabela 4.3), célcio e magnésio
(Tabela 4.4).

A ocorréncia da espécie nativa Urobenus brasiliensis esteve associada a
ambientes pouco alterados pelo homem, sendo encontrada, principalmente, em
fragmentos de mata nativa. Por ser epigéica e se alimentar de serrapilheira,
necessita de matéria organica para sobreviver. No entanto, neste trabalho, U.
brasiliensis foi encontrada em solos contendo teores baixos, médios e altos de
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matéria organica (Tabela 4.2). O pH dos solos variaram entre muito baixo, médio e

alto, os teores de calcio e a CTCph7 entre médio e alto. Esta espécie pode néo

apresentar seletividade a solos em relacdo aos teores de fésforo, potassio e

magnésio. Os valores de CTCetetiva dOS solos variaram entre baixo, médio e alto
(Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).

Tabela 4.2 — Frequéncia de ocorréncia das espécies de minhocas em solos com
diferentes valores de pH e conteudos de matéria organica.

Género/espécie

pH

Matéria organica
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Tabela 4.3 — Frequéncia de ocorréncia das espécies de minhocas em solos com
diferentes teores de fosforo e potassio.

Género/espécie

Fosforo

MA

MB

Potassio

M A MA

Amynthas corticis 2
Amynthas gracilis 7
Aporrectodea trapezoides -
Eukerrian. sp. 1
Eukerria saltensis
Fimoscolex n. sp. 1
Glossoscolex n. sp. 1
Glossoscolex n. sp. 2
Glossoscolex n. sp. 3
Glossoscolex n. sp. 4 -
Glossoscolex n. sp. 5 1
Glossoscolex n. sp. 6 1
Glossoscolex sp. -
Glossoscolex uruguayensis* 1

(6]

Juvenis de Glossoscolecidae
Kerrionan. sp. 1 -
Metaphire californica
Microscolex dubius
Nova espécie de Criodrilidae -
Ocnerodrilus sp.

Pontoscolex corethrurus 3
Urobenus brasiliensis 4

[\C N \V]

o =10

4
2

1

1

2

4
2

10
1
1

4
1

12

4

Total de espécies 16

11

5

N D W

7

5

7

11

14

8

*Glossoscolex uruguayensis uruguayensis. Teores de fésforo (mg dm™®): MB = muito baixo (< 5,0), B =
baixo (5,1 — 10,0), M = médio (10,1 — 20,0), A = alto (20,1 — 40,0) e MA = muito alto (> 40,0). Teores
de potassio (cmol, dm?®) se CTCph7,0> 15: MB = muito baixo (< 30), B = baixo (31 — 60), M = médio
(61 — 90), A = alto (91 — 180) e MA = muito alto (> 180); se CTC,u7 entre 5,1 e 15,0: MB = muito
baixo (< 20), B = baixo (21 — 40), M = médio (41 — 60), A = alto (61 — 120) e MA = muito alto (> 120);
se CTCpuro < 5,0: MB = muito baixo (< 15), B = baixo (16 — 30), M = médio (31 — 45), A = alto (46 —

90) e MA = muito alto (> 90).

A nova espécie do género Kerriona foi encontrada em solo de varzea com

valor de pH muito baixo, baixo teor de fosforo e altos teores de potassio, célcio,

magnésio e matéria organica (Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4).
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Tabela 4.4 — Frequéncia de ocorréncia das espécies de minhocas em solos com
diferentes teores de calcio e magnésio.

Género/espécie Calcio Magnésio

B M A B M A
Ampynthas corticis 1 - 4 1 - 4
Amynthas gracilis 4 5 17 6 4 16
Aporrectodea trapezoides - 1 - - 1 -
Eukerrian. sp. 1 - - 3 - - 3
Eukerria saltensis - - 3 - - 3
Fimoscolex n. sp. 1 1 - - 1 - -
Glossoscolex n. sp. 1 1 1 2 1 1 2
Glossoscolex n. sp. 2 - - 2 - - 2
Glossoscolex n. sp. 3 - 1 - 1 - -
Glossoscolex n. sp. 4 - - 1 - - 1
Glossoscolex n. sp. 5 - 1 - - 1 -
Glossoscolex n. sp. 6 1 - - 1 - -
Glossoscolex sp. 2 4 - 2 3 1
Glossoscolex uruguayensis uruguayensis - - 2 - 1 1
Juvenis de Glossoscolecidae 3 1 2 2 1 3
Kerrionan. sp. 1 - - 1 - - 1
Metaphire californica 2 - 1 2 - 1
Microscolex dubius - 1 1 - 1 1
Nova espécie de Criodrilidae - - 1 - - 1
Ocnerodrilus sp. - - 1 - - 1
Pontoscolex corethrurus 3 5 4 3 6 3
Urobenus brasiliensis - 2 6 2 - 6
Total de espécies 9 10 16 11 9 17

Teores de calcio (cmol, dm's): B = baixo

(£ 2,0), M = médio (2,1 —4,0) e A = alto (> 4,0). Teores de
magnésio (cmol, dm™®): B = baixo (< 0,5), M =

médio (0,6 — 1,0) e A = alto (> 1,0).

Exemplares do género Ocnerodrilus foram coletados em solo &cido (pH muito
baixo), com baixos valores de fosforo € CTCeetiva, teores médios de potassio,
matéria organica e CTCyH7o, porém com elevados teores de calcio e magnésio
(Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).

Ocnerodrilus occidentalis (Eisen, 1878), espécie epigéica de habito aquatico,
foi encontrada em um canal de agua localizado em uma floresta de pinus em Gran
Canaria (llhas Canarias) (TALAVERA, 2007). Os fatores edaficos indicam que os
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solos onde vivem exemplares de O. occidentalis sdo Uumidos, levemente alcalinos,

pobres em matéria organica e moderadamente oxigenados (TALAVERA, 1990).

Tabela 4.5 — Frequéncia de ocorréncia das espécies de minhocas em solos com
diferentes valores de CTCph7,0 € CTCoefetiva-

CTCpH7,O CTCefetiva
B M A MB M

Amynthas corticis - 2 4 -
Amynthas gracilis 1 12 13 -
Aporrectodea trapezoides -
Eukerrian. sp. 1 -
Eukerria saltensis -
Fimoscolex n. sp. 1 - -
Glossoscolex n. sp. 1 -
Glossoscolex n. sp. 2 -
Glossoscolex n. sp. 3 -
Glossoscolex n. sp. 4 -
Glossoscolex n. sp. 5 -
Glossoscolex n. sp. 6 1 - - -
Glossoscolex sp. 2
Glossoscolex uruguayensis* -
Juvenis de Glossoscolecidae 2
Kerriona n. sp. 1 -
Metaphire californica -
Microscolex dubius -
Nova espécie de Criodrilidae - - 1 - - - 1
Ocnerodrilus sp. - 1 - - 1 - -
Pontoscolex corethrurus 1 10 - - 10 1 -
Urobenus brasiliensis - 4 4 - 4 1 3
Total de espécies 5 19 10 0 20 9 7

Género/espécie

N e SN
—_

1 1

1

1

ST SR R SN N
| I
L I |
1
—
1

[\SIEN \V]

*Glossoscolex uruguayensis uruguayensis. Valores de CTCpn7, (cmol, dm's): B = baixo (< 5,0), M =
médio (5,1 — 15) e A = alto (> 15,0). Valores de CTCgeiiva (%): MB = muito baixo (< 1,0), B = baixo (1,0
—10,0), M = médio (10,1 — 20,0) e A = alto (> 20,0).

Os organismos presentes em uma determinada area sao reflexos das inter-
relagdes entre caracteristicas do solo, clima e vegetacdo. Em solos agricolas, além

destas variaveis, o tipo de uso e manejo adotado, bem como o0 uso de insumos € a
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introducdo de novas espécies vegetais também interferem na populagdo de
organismos edaficos, refletindo na diversidade de espécies (FRAGOSO et al., 1999).
Os dados observados neste trabalho estdo de acordo com as afirmacdes de
Fragoso et al. (1999), sendo verificada baixa diversidade de minhocas em areas de
lavoura agricola e a ocorréncia de espécies adaptadas a ambientes antropizados,
tais como P. corethrurus e A. gracilis (Tabela 4.1).

Segundo levantamento realizado por Bartz (2011) no Estado do Parana,
algumas espécies nativas de minhocas sobrevivem em areas agricolas manejadas
sob sistema plantio direto, embora em baixas densidades. Neste trabalho, apenas
espécies exoticas foram encontradas em areas de lavoura, o que pode ser um
indicativo de que o sistema agricola adotado pelos agricultores nas areas avaliadas
esta causando impactos negativos sobre a comunidade de organismos do solo.

Embora o sistema de plantio direto (SPD) seja reconhecido como um sistema
agricola de baixo impacto ambiental, Dominguez et al. (2010) acreditam que,
quando nao realizado de forma satisfatéria (producdo de palhada suficiente e
rotacdo com culturas de cobertura), esse sistema pode resultar na degradacao
fisica, quimica e biologica do solo. Comparando areas agricolas manejadas em SPD
e pastagens naturais, Dominguez et al. (2010) observaram reducdo na abundéancia
de minhocas, o que atribuiram ao intenso uso de agroquimicos, e alteracbes na
comunidade de macrofauna edafica nas areas em SPD, provavelmente por causa da
alta compactacao e ao menor conteudo de matéria organica.

Os solos habitados pelas espécies exoticas A. gracilis e A. corticis, bem como
pela espécie nativa peregrina P. corethrurus apresentaram variacées nos teores de
nutrientes, valor de pH e conteddo de matéria organica (Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4).
Provavelmente, a presenca dessas espécies esteja relacionado a sua alta
adaptabilidade a maioria dos habitats e tipos de solo, o que explica a elevada
disseminagdo que apresentam em nivel mundial. O trabalho realizado por
Fernandes et al. (2010) sugere que minhocas do género Amynthas apresentam
potencial para bioindicacdo de ambientes perturbados em areas de Floresta
Atlantica e para colonizacao de novos ambientes.

As espécies A. gracilis e Aporrectodea caliginosa apresentam ampla
tolerancia quanto ao clima e a tipos de solo. No entanto, ndo estdo definidas as
preferéncias em relacdo ao conteudo de matéria organica do solo (FALCO; MOMO,
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2010). Neste trabalho, A. gracilis foi encontrada em solos contendo teores baixos,
médios e altos de matéria orgéanica (Tabela 4.2).

Avaliando a seletividade de habitats das espécies exéticas A. gracilis e A.
caliginosa, em relacdo ao conteudo de matéria organica do solo e a presenca de
folhas de carvalho (Quercus robur), Falco e Momo (2010) observaram, em condi¢cdes
de laboratério, que as espécies respondem de forma diferenciada as alteragdes de
ambiente aos quais foram expostas. A espécie A. gracilis demonstrou preferéncia
pelo solo com cobertura de folhas de carvalho, um comportamento tipico de minhoca
epi-endogéica. No entanto, n&o foi observada interacdo significativa entre o
conteudo de matéria organica do solo e a presenca de folhas. Esta espécie néo
apresentou resposta diferenciada ao teor de matéria orgénica dos solos avaliados
(solo 1: 5,1% de M.O. e solo 2: 3,27% de M.0O.), corroborando com os dados
observados neste trabalho (Tabela 4.2).

Exemplares de Aporrectodea trapezoides (Lumbricidae) foram coletados em
monocultivo de pinus, cujo solo apresentava valores médios de pH, célcio,
magnésio, matéria organica (2,8%) e CTCph7o. Os teores de fosforo e potassio
encontravam-se muito alto e alto, respectivamente, e o valor de CTCeeiva €Stava
baixo (Tabelas 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).

A. trapezoides é uma espécie anécica dominante em florestas de pinus nas
llhas de Tenerife e Gran Canaria (llhas Canarias, Espanha), a qual tolera bem
variacbes edaficas em ambientes expostos a condi¢coes climaticas adversas e
alterados pela ocupacao humana (TALAVERA, 2007). Segundo o mesmo autor, esta
espécie foi encontrada em solos das llhas Canarias, apresentando as seguintes
caracteristicas: valores de pH entre 5,9 e 7,3; teores de matéria organica entre 1,5 e
18,5; teores de calcio variando entre 3,4 e 21,5; e teores de potassio entre 0,4 e 4,5.

Microscolex dubius foi a Unica espécie da familia Acanthodrilidae coletada
neste trabalho. Esteve presente em solos com baixos teores de argila (£ 20%),
niveis de fésforo muito baixos, com variacées no valor de pH (muito baixo e alto),
nos teores de matéria organica (baixo e médio), potassio (baixo e médio), célcio e
magnésio (médio e alto) (Figura 4.1, Tabelas 4.2, 4.3 € 4.4).

O clima é um fator que influencia a ocorréncia de espécies das familias
Acanthodrilidae e Lumbricidae. Segundo James e Brown (2006), a distribuicdo de
minhocas da familia Acanthodrilidae (principalmente Microscolex spp.), assim como
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da Lumbricidae (com excecdo das espécies utilizadas para vermicompostagem,
Eisenia fetida e E. andrei) é restrita a regiao sul do Brasil, particularmente ao Estado
do RS, onde o clima subtropical é mais frio e semelhante ao clima das regides de
origem destas minhocas no hemisfério norte.

A espécie exética Metaphire californica foi encontrada em solos com distintas
variagdes no valor de pH, demonstrando que, possivelmente, ndo seja sensivel a
este parametro de solo. A CTCeiiva ©€ 0S teores de célcio e magnésio dos solos
habitados por esta espécie variaram entre baixo e alto, e o conteldo de matéria
organica variou entre baixo e médio. O teor de potassio dos solos foi alto e os
valores de CTCph7,0 variaram entre médio e alto (Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).

Fragoso et al. (1999) estabeleceram condicdes edaficas consideradas limite
para a presenga de M. californica. Segundo os autores, esta espécie tolera solos
com limite inferior de pH igual a 5,2, contendo entre 24 e 28% de argila, valores
méaximos de 5,8 cmol, dm™ de calcio (Ca) e 3,5 cmol. dm™ de magnésio (Mg). Os
dados obtidos neste trabalho concordam em parte com os apresentados por
Fragoso et al. (1999). M. californica foi encontrada em solo com pH 4,3 e 16% de
argila, demonstrando que, possivelmente, esta espécie apresente amplitude de
tolerancia a solos mais acidos e arenosos (Tabela 4.2, Figura 4.1). Em relacao aos
teores de Ca e Mg, os dados do presente trabalho corroboraram com Fragoso et al.
(1999), sendo que o solo apresentou 1,1 e 0,4 cmol, dm® de Ca e Mg
respectivamente (Tabela 4.4).

Os exemplares da nova espécie da familia Criodrilidae foram coletados em
solo que apresentava valor de pH muito baixo, baixo conteddo de matéria orgéanica,
teor médio de fésforo e elevados teores de potassio, calcio, magnésio, CTCefetiva €
CTCpH7,0 (Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).

Os solos onde foram coletadas minhocas da espécie Eukerria saltensis
apresentaram valores de pH muito baixo, médio e alto, baixo percentual de matéria
organica e elevados teores calcio e magnésio. O teor de potassio variou entre baixo,
meédio e muito alto, o teor de fosforo entre muito baixo, alto e muito alto, a CTCefetiva
variou entre baixa e alta e a CTCyH7,0 entre média e alta (Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5).
Esta espécie foi encontrada em areas nativas (mata nativa) e antropizadas (lavoura)
(Tabela 4.1).
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Minhocas da espécie E. saltensis habitam, geralmente, solos encharcados ou
irrigados, cursos de agua, esgotos, cultivos de arroz, cana-de-agucar e pastagens,
podendo sobreviver em solos argilosos (BLAKEMORE et al., 2006). Quando
presentes em cultivos irrigados, a drenagem do solo e a implantacdo de culturas de
sequeiro resultam na reducao da populacao desta espécie (STEVENS, 2003).

A ocorréncia de E. saltensis, espécie semi-aquatica originaria da América do
Sul e disseminada mundialmente pelo homem (BLAKEMORE et al., 2006) tem sido
reportada no Japao (BLAKEMORE et al., 2006) e na Australia, em areas cultivadas
com a rotacdo arroz/pastagem (BLACKWELL; BLACKWELL, 1989). A presenca de
elevadas densidades desta espécie em areas de cultivo de arroz na Austrdlia, tem
sido associada a danos a cultura do arroz (STEVENS; WARREN, 2000).

Em Samford (Australia), exemplares de E. saltensis foram coletados em solo
argiloso muito umido, na profundidade de 5 a 10cm e em zona ativa de raizes,
estando associada a outras espécies de minhocas, inclusive Aporrectodea
trapezoides (BLAKEMORE et al., 2006). E. saltensis foi encontrada em cultivo de
arroz intensamente alterado no Uruguai, associada a zona radicular de plantas de
arroz, podendo desempenhar papel importante na fertilidade e produtividade destes
sistemas agricolas (GROSSO et al., 2006).

A nova espécie do género Eukerria foi coletada em trés diferentes
ecossistemas: banhado, pastagem cultivada e varzea em pousio (Tabela 4.1). Os
solos destes ambientes apresentavam as seguintes caracteristicas: pH muito baixo,
altos teores de célcio e magnésio, teores de fésforo entre muito baixo e médio,
teores de potassio e CTCpH7,0 entre médio e alto, conteudo de matéria organica
variando entre baixo e médio, e valores de CTCeetiva Variando entre baixo, médio e
alto (Tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5). Com excecao da pastagem cultivada, o solo das
demais areas apresentava elevado teor de umidade.

Estudos indicam que alguns fatores ambientais sdo responsaveis e
determinantes do éxito de espécies exoéticas em adaptar-se a novos habitats,
inserindo-se permanentemente neles. Dentre os fatores principais estdo a
temperatura, a umidade (SATCHELL, 1967; LAL, 1988; MOMO et al., 1993), o
conteudo de matéria organica (MOMO et al., 1993), sendo que o valor de pH, os

conteudos de fésforo e célcio, o nivel de compactacao e o grau de perturbacado do
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solo (DECAENS:; JIMENEZ, 2002), o tipo e a extensdo da cobertura vegetal (FALCO
et al., 1995) também sao fatores relevantes.

A diversidade e a extensdo da cobertura vegetal relacionam-se diretamente
com a temperatura, a umidade e o conteudo de matéria orgénica do solo. A
cobertura permanente do solo fornece alimento continuamente e protegdo contra
predadores, além de reduzir flutuagcées na temperatura do solo (LAVELLE; SPAIN,
2001; SILVA et al., 2006). Essa condicdo pode favorecer o crescimento e o
desenvolvimento das minhocas ja estabelecidas (PAOLETTI, 1999).

A atividade de minhocas, além de alterar a estrutura fisica do solo, pode
promover mudancas na fertilidade, através da concentragdo de nutrientes na
superficie do solo pela intensa deposicao de coprélitos. Segundo Fiuza et al. (2011),
a maior qualidade quimica dos coprolitos é explicada pelo efeito de concentracdo de
carbono orgénico total (COT) e pelo aumento da atividade microbiana, que acelera
0s processos de mineralizacdo, aumentando a saturacao por bases e reduzindo os
teores de aluminio trocavel (AlI*").

De acordo com Oliveira e Santos (2009), as minhocas interferem nas
caracteristicas quimicas da matéria organica, reduzindo o aluminio, aumentando a
soma de bases e a CTC, fazendo com que determinados nutrientes tornem-se mais
disponiveis para plantas e microrganismos. Segundo Kiehl (1985), a mistura da
matéria organica com excregdes intestinais e urinarias das minhocas, resulta em um
material mais avancado na decomposicao, favorecendo o processo de mineralizagao
dos nutrientes.

Neste trabalho, ndo foi avaliado o teor de nutrientes de coprélitos das
minhocas coletadas. No entanto, é possivel que a atividade das minhocas,
principalmente a ingestdo de alimentos e a eliminagdo de excrementos, tenha
promovido alteragdes na superficie do solo, onde a maioria dos coprolitos sao
eliminados. Como as amostras de solo foram coletadas na camada de 0 a 20cm, é
provavel que estes efeitos ndao tenham sido observados significativamente na
caracterizagao quimica dos solos, devido a homogeneizagao da amostra.

No Brasil, questdes relativas a conservacao de espécies nativas tendem a ser
relacionadas com o tamanho da minhoca, com a dimensdo da area e a
fragmentagdo do seu habitat original. Infelizmente, pouco se conhece sobre a
biologia das minhocas e as necessidades relativas ao ambiente onde a maioria das
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espécies estao presentes. O periodo é de descoberta e descricdo de novas espécies
no Brasil (JAMES; BROWN, 2010).

Com a constante transformacdo de habitats e destruicdo de ambientes
originais (preservados), existe a preocupacdo de assegurar a preservacao de
espécies nativas de minhocas no pais. De acordo com James e Brown (2010), a
efetiva conservagao da diversidade de minhocas depende, primeiramente, de uma
adequada caracterizacao da sensibilidade das espécies a perturbacao do ambiente,
da situacao atual e das tendéncias de preservacao da integridade destes habitats.

Viana e Pinheiro (1998) discutem a definicdo de fragmentos florestais
prioritarios para a conservacao da diversidade. Os autores sugerem que o elemento
chave para a recuperacao qualitativa de paisagens visando a conservacao da
biodiversidade é a utilizacao de fragmentos florestais como “ilhas de biodiversidade”
e a interligacao destes através de corredores de alta porosidade. Além dos grandes
fragmentos, devem ser priorizados fragmentos pequenos (<10 ha), que sejam raros
na paisagem, como aqueles localizados em topografias planas e suaves, em solos
férteis e bem drenados, préximos a vias de transporte. Em muitos casos, estes
fragmentos apresentam pequenas populacoes de espécies ameacadas de extingao.

Neste sentido, a caracterizacdo edafo-ambiental dos ecossistemas habitados
por minhocas, a semelhanca do trabalho desenvolvido neste estudo, € uma
ferramenta fundamental e aliada da preservacao da diversidade de oligoquetas.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a importancia da manutencao
da integridade de ecossistemas naturais (campo nativo, mata nativa e fragmentos) e
da qualidade dos solos de cultivos agricolas e florestais. Pois a descoberta de novas
espécies em ecossistemas do Estado do RS sugere a necessidade de preservacao
dos ambientes para garantir a ocorréncia de minhocas e evitar a sua extingdo, antes
mesmo do comportamento destes organismos no ecossistema ser conhecido pelos
pesquisadores.

Assim, novos levantamentos da diversidade de minhocas em
agroecossistemas do RS sado necessarios para avaliar o comportamento e
complementar o estudo da relagdo entre a ocorréncia de espécies e as
caracteristicas edaficas dos ambientes.
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4.5 Conclusoes

No Estado do Rio Grande do Sul, nos diferentes ecossistemas avaliados,
foram encontradas 21 espécies de minhocas.

Foi observada maior ocorréncia de espécies de minhocas em solos com
valores de pH muito baixos, teores de matéria organica de até 5%, teores de fosforo
muito baixos e altos niveis de potassio, calcio e magnésio.

O grau de perturbacdo dos ecossistemas e o uso do solo interferem na
presenca de minhocas, seguido pelas caracteristicas fisicas e quimicas do solo.
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5 CAPITULO Il - IDENTIFICAGAO DE MINHOCAS UTILIZANDO GENES DO DNA
MITOCONDRIAL (COI E 16S mtDNA) E NUCLEAR (28S rDNA)

5.1 Resumo

A identificagdo das espécies de minhocas pode ser determinada por meio da
caracterizagcao morfolégica ou molecular. O objetivo deste trabalho foi identificar
espécies de minhocas por meio do uso dos genes mitocondriais subunidade | da
citocromo ¢ oxidase (COI) e 16S, e do gene nuclear 28S. A partir da extracao do
DNA das minhocas foram realizadas reagdes de PCR com sequéncias dos genes
analisados, cujo produto amplificado foi purificado e sequenciado. As sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank — NCBI
(National Center for Biotechnology Information). O dendrograma filogenético foi
construido utilizando-se o algotitmo Neighbor-joining com o teste de bootstrap com
1000 repeticdes. Os genes COI miDNA, 16S mtDNA e 28S rDNA mostraram-se
eficientes para a identificacdo de espécies de minhocas conhecidas, cujas
sequéncias nucleotidicas encontram-se disponibilizadas no banco de dados do
GenBank. A caréncia de dados relativos as sequéncias nucleotidicas de algumas
espécies e géneros de minhocas (Glossoscolex sp., Fimoscolex sp. e Criodrilidae
spp.) impossibilitou a identificacdo de alguns exemplares de minhocas coletados
neste estudo.

Palavras-chave: Identificacdo molecular; oligoquetas; sistematica filogenética.
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5.2 Introducao

As minhocas sao organismos essencialmente edaficos e importantes para a
manutengdo da sustentabilidade de ecossistemas naturais e agricolas (LAVELLE et
al., 2006). O Brasil possui clima favoravel a ocorréncia de minhocas. No entanto,
existem muitas regides e biomas que ainda ndo foram avaliados quanto a
diversidade desses organismos (BROWN; JAMES, 2007). Avaliacbes em
ecossistemas de regides nos Estados do Parana (BARTZ, 2011; LIMA, 2011), de
Sao Paulo (BROWN; JAMES, 2006), do Mato Grosso (BARTZ et al., 2009) e do Rio
Grande do Sul (LIMA; RODRIGUEZ, 2007; este trabalho) revelaram a presenca de
novas espécies de minhocas, ressaltando a importancia de levantamentos para
avaliar a diversidade de oligoquetas.

A morfologia € uma caracteristica importante para a identificacdo de
organismos e, em muitos casos, pode proporcionar uma rapida e confiavel
caracterizagdo. No entanto, a identificacdo de minhocas com base em caracteres
morfologicos € limitada devido a complexidade e ao reduzido numero de
taxonomistas no mundo. A identificacdo de individuos por meio de analises do DNA
apresenta a vantagem de ser um processo rapido e altamente sensivel, ndo estando
sujeito a possiveis erros ocasionados por variacdes fenotipicas, estadio de
desenvolvimento do organismo e acao do ambiente (RICHARD et al., 2010). Por ser
uma investigacdo direta da constituicdo genotipica, a analise molecular oferece
ainda a vantagem de permitir a deteccao da variacdo em nivel de DNA (SIQUEIRA
et al., 2010).

Avancos tém sido observados na biologia molecular, resultando na deposicéao
de sequéncias de DNA em bancos de dados publicos. A disponibilizacdo destes
dados permite a realizacdo de estudos comparativos de genomas ou sequéncias
génicas (SIQUEIRA et al., 2010). Entretanto, existem muitas espécies de minhocas
que ainda nao foram analisadas por meio de técnicas moleculares, ou suas
sequéncias ainda nao foram depositadas em bancos de dados publicos. Como séo
sensiveis na deteccdo da diversidade genética de individuos, as ferramentas
moleculares podem complementar os métodos classicos de identificacdo de
espécies baseados na caracterizacao morfolégica (BUSO, 2005).
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Chang et al. (2009) observaram inUmeros erros em sequéncias depositadas
em bancos de dados, o que pode resultar em equivocos na identificacdo dos
organismos. Por este motivo, a identificacdo morfolégica nao deve ser descartada no
processo de identificacdo dos individuos coletados. E importante que o DNA das
espécies de minhocas seja caracterizado através do estudo de diferentes regides do
genoma, incluindo genes conservados e que revelem variabilidade inter e intra-
especifica, para que as sequéncias nucleotidicas sejam depositadas em banco de
dados publicos, possibilitando estudos moleculares comparativos.

Um fragmento da sequéncia nucleotidica do DNA mitocondrial da subunidade
| do gene citocromo ¢ oxidase (MtDNA COIl), com 658 pares de base, tém sido
proposto como padrao para identificacdo molecular de espécies animais (HEBERT
et al., 2003). Este método conhecido como barcode, foi proposto como um sistema
de identificacdo de espécies de minhocas e como um método para deteccado de
supostas novas espécies. Através dele € possivel discriminar uma grande variedade
de espécies, considerando-se que a variacao intra-especifica nesta sequéncia é
muito mais baixa do que a variacdo interespecifica (HEBERT et al., 20083;
TAVARES; BAKER, 2008). De acordo com Siqueira et al. (2010), o gene mtDNA COl
pode conter informacdes filogenéticas relevantes, sendo fundamental, associado a
outros genes nucleares, para estudos de filogenia e genética populacional de
minhocas.

Além do gene mtDNA COl, outras regides do genoma tém sido analisadas em
estudos de genética populacional e identificacdo de minhocas, tais como: gene 5.8S,
espaco interno transcrito (ITS) (SIQUEIRA et al., 2010), gene 18S (POP et al., 2007)
e gene 28S do DNA nuclear ribossomal (rDNA) (JAMIESON et al., 2002), além dos
genes do DNA mitocondrial 12S (JAMIESON et al., 2002; KLARICA et al., 2012),
16S (JAMIESON et al., 2002; POP et al., 2007; CHANG et al., 2008; KLARICA et al.,
2012), subunidade Il da citocromo c oxidase (COIll) (KLARICA et al., 2012) e
subunidade | de NADH desidrogenase (CHANG et al., 2008). Segundo Klarica et al.
(2012), os genes COI e COIl do mtDNA apresentam maior variagao intraespecifica
do que os genes mitocondriais 12S e 16S. As regides 18S, 5.8S e 28S do DNA
nuclear (rDNA) sdo consideradas muito conservadas.

Neste estudo, exemplares de minhocas coletados no Estado do Rio Grande
do Sul foram analisados por meio de técnicas moleculares visando sua identificagao.
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O objetivo do trabalho foi identificar espécies de minhocas através do uso dos genes
mitocondriais subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COIl) e 16S, e do gene nuclear
288S.



5.3 Material e métodos

5.3.1 Obtencéao das espécies de minhocas
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Dentre os exemplares de minhocas coletados no Estado do Rio Grande do

Sul (RS), apenas 15 foram analisados por técnicas moleculares, visando sua

identificacao

(Tabela 5.1).

Foram selecionados para andlise neste estudo,

exemplares coletados na forma juvenil, alguns correspondentes a novas espécies de

minhocas e outros para confirmacao da identificacao morfoldgica.

Tabela 5.1 - Caracterizagdo dos locais onde foram coletadas as espécies de

minhocas.

Identificacao

Ecossistema

Coordenadas geograficas

Amynthas corticis

Amynthas gracilis

Amynthas rodericensis

Criodrilidae n. sp.
Eukerrian. sp. 1
Eukerria saltensis
Fimoscolex n. sp.1
Glossoscolex n. sp.1

Glossoscolex n. sp.2

Glossoscolex n. sp.6
Metaphire californica
Microscolex dubius
Microscolex dubius
Ocnerodrilus sp.

Urobenus brasiliensis

campo nativo

lavoura de milho
monocultivo de pinus
banhado

banhado

fragmento de mata nativa
fragmento de mata nativa
monocultivo de eucalipto
campo nativo

campo nativo

mata ciliar

fragmento de mata nativa
monocultivo de eucalipto
pastagem cultivada

fragmento de mata nativa

28°09' 43,30” S
27°50’48,81” S
30°54’ 35,44” S
27°50'52,31” S
27°50’52,31” S
30°11°03,80” S
28°41’31,00” S
29°38 58,90” S
29°49’15,80” S
30°47 23,72” S
29°17° 30,80” S
30°11°03,80” S
28°55'12,20” S
29°43’ 05,32” S
27°50°49,77" S

55°00’ 25,20” O
54°38 44,93” O
53°25’ 13,46 O
54°38’ 43,08” O
54°38 43,08” O
57°29 43,60” O
55°54’ 09,30” O
54°32’ 34,70” O
57°04’ 56,70” O
55° 22" 08,77" O
54°51’23,90” O
57°29 43,60” O
56°06’ 41,00” O
53°42' 25,197 O
54°38 42,04” O
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Os exemplares de minhocas coletados no campo foram imediatamente
armazenados em etanol 70%. No laboratério, as minhocas foram limpas
externamente com etanol 100% e transferidas para frascos contendo esse reagente,
os quais foram mantidos sob refrigeracéo a 4 °C.

5.3.2 Extracdo do DNA

Fragmentos de tecido da regido caudal foram retirados de exemplares fixados
em etanol 100% e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C (SIQUEIRA et al., 2010). A
extracdo de DNA foi realizada seguindo-se o protocolo de precipitacdo salina
descrito por Miller et al. (1988), adaptado conforme descricdo a seguir. Para cada
amostra, um fragmento de tecido medindo 0,4 x 0,4 cm foi transferido para tubo tipo
Eppendorf, de 1,5 uL, ao qual foi adicionado 500 uL de tampao SE (75mM NaCl,
25mM EDTA, pH 8,0), 25 pL de SDS a 20% e 20 pL de proteinase K a 20 mg mL™.

ApGs incubar a 56 °C por periodo necessario para ocorrer a total digestdo dos
tecidos (SIQUEIRA et al., 2010), adicionou-se dois décimos do volume total de NaCl
5M e centrifugou-se durante 10 minutos na velocidade de 18.894 g. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Eppendorf, de 1,5 uL, onde foi
adicionado o dobro do volume de etanol 100% gelado.

O tubo foi colocado em freezer a -20 °C durante 20 minutos. Posteriormente,
foi centrifugado a 18.894 g, em centrifuga refrigerada e o sobrenadante foi
descartado. Lavou-se o pellet duas vezes com etanol 70% gelado a -20 °C. Uma vez
desprezado o etanol 70%, o tubo permaneceu a temperatura ambiente durante 15
minutos para possibilitar a evaporacao do etanol restante. O DNA foi ressuspendido
com 30 pL de tampao TE (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4).
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5.3.3 Amplificacdo de fragmentos por Reacédo da Cadeia de Polimerase

Foram amplificadas trés regides distintas do DNA das minhocas, duas do
DNA mitocondrial (16S rRNA e COI) e uma do DNA nuclear (28S rDNA), utilizando-
se trés pares de oligonucleotideos iniciadores (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do DNA das

minhocas.
Olig_opqcleotideos Sequéncia5’a 3’ Gene Autor
iniciadores

HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA COl Folmer et al. (1994)
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG COl Folmer et al. (1994)
16SAR CGCCTGTTTATCAAAAACAT 16S rRNAH  Palumbi (1996)
16SBR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 16SrBRNAH Palumbi (1996)

C1 ACCCGCTGAATTTAAGCAT 28S rDNA Lé et al. (1993)

D2 TCCGTGTTTCAAGACGG 28S rDNA Lé et al. (1993)

O programa de amplificacao utilizado em todas as reacoes, para os trés pares
de oligonucleotideos iniciadores, foi composto por uma desnaturacdo a 94 °C
durante 4 minutos, seguida por 25 ciclos compostos por uma desnaturacao inicial a
94 °C durante 1 minuto, anelamento a 50 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 °C
por 1 minuto e meio, seguido por uma etapa de extenséo final a 72 °C durante 5
minutos.

As reagdes de PCR tiveram como volume final 26 uL, sendo 4,88 uL de agua
ultra pura; 2,6 uL de Tampéao 10x; 0,8 pL de cloreto de Mg (1,5 mM); 2,6 uL de BSA
(2,5 mg mL™); 2,6 uL de DNTP (2,5 mM); 4 uL de cada oligonucleotideo iniciador,
0,52 uL de Taq DNA polimerase (5 unidades pL") e 4 pL da amostra de DNA. A
qualidade das amplificagdes foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,2%.

Os géis foram visualizados e fotografados através do sistema Canon Snot S2IS.
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5.3.4 Purificacao, sequenciamento e analise das sequéncias de DNA

Os produtos da PCR foram purificados com o kit “DNA Purification Kit
UltraClean PCR Clean-up” Mobio Laboratories. O sequenciamento do DNA foi
realizado em Sequenciador Automético de DNA - ABI 3500 Genetic Analyzer. As
sequéncias obtidas foram editadas com programa computacional STADEN
PACKAGE (STADEN et al., 2000) montando-se uma sequéncia consensus para
cada individuo. O alinhamento das sequéncias foi realizado com o algoritmo
CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994).

Utilizou-se o banco de dados publico GenBank - NCBI Blast (ALTSCHUL et
al., 1997) para a obtencao de sequéncias de espécies de oligoquetas para o estudo
de relacoes filogenéticas, conforme o gene analisado. A sequéncia do exemplar da
espécie Urobenus brasiliensis foi comparada com dados depositados no Global
Mirror System of DNA Barcode Data (http://www.boldmirror.net) (Tabela 5.3).

Para cada gene analisado, foi construido um dendrograma filogenético a partir
da comparacao das sequéncias nucleotidicas das minhocas do RS com sequéncias
de minhocas disponiveis nos bancos de dados. Os dendrogramas filogenéticos
foram construidos por meio do algoritmo Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987),
utilizando-se o método de distancia p e assumindo-se taxas evolutivas uniformes. A
confiabilidade do resultado dessa topologia foi testada por bootstrap'' no programa
MEGA 5.0 (KUMAR et al., 2008) com 1000 repeticoes.

O método de Neighbor-joining produz a mesma topologia das arvores
construidas com o método de Minimum Evolution, quando a variabilidade ou o
namero de nucleotideos analisados é grande (>500). Se existirem diferencas,
geralmente, estas sdo estatisticamente nao-significantes. Além disso, a distancia p
tende a produzir topologias adequadas quando a variabilidade é grande, como no
gene mtDNA COI (NEI, 1996).

" 0s valores de bootstrap sao um indice de suporte e representam as porcentagens de casos nos
quais os grupos aparecem no dendrograma resultante. Esses valores indicam se a filogenia tem ou
ndo suporte.Valores iguais ou acima de 90 sao considerados 6timos (STEARNS; HOEKSTRA, 2003).



141

Tabela 5.3 - Relacdo de espécies e sequéncias obtidas nos bancos de dados
GenBank e Global Mirror System of DNA Barcode Data para a
construcao de dendrogramas filogenéticos para os genes mtDNA COl,
mtDNA 16S e rDNA 28S, com os respectivos numeros de acesso.

Organismo Numero de acesso* Referéncia
gene mtDNA COI

Ampynthas corticis AB542463 Minamiya et al. (2010)
Ampynthas corticis EF077550 Huang et al. (2006)
Ampynthas corticis EF077548 Huang et al. (2006)
Ampynthas gracilis AB542484 Minamiya et al. (2010)
Ampynthas gracilis AB542485 Minamiya et al. (2010)
Glossoscolecidae sp. GU013890 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013898 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013914 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013944 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GUO013957 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013958 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013964 Porco (2009)
Glossoscolecidae sp. GU013967 Porco (2009)
Ocnerodrilidae sp. GU013966 Porco (2009)
Ocnerodrilidae sp. GU013971 Porco (2009)
Ocnerodrilidae sp. GU013976 Porco (2009)
Ocnerodrilidae sp. GU013977 Porco (2009)
Ocnerodrilidae sp. GU013978 Porco (2009)

Urobenus brasiliensis

ewsjc727-10/Brasil2010 -138**

Brown et al. (2010)

Hirudo verbana JN104644 Utevsky e Trontelj (2011)
Hirudo orientalis JN104646 Utevsky e Trontelj (2011)
Hirudo medicinalis HQ333518 Kvist et al. (2010)
Ctenocardia fornicata EU733113 Kirkendale (2008)
gene mtDNA 16S
Amynthas corticis AB474289 Minamiya et al. (2008)
Amynthas corticis AB474290 Minamiya et al. (2008)
Amynthas rodericensis HQ232534 Buckley et al. (2010)
Metaphire abdita EF490527 Huang et al. (2007)
Metaphire californica AB474335 Minamiya et al. (2008)
Metaphire tschiliensis EF490525 Huang et al. (2007)
Pontoscolex corethrurus FQ704774 Genoscope (2011)
Pontoscolex corethrurus FQ704778 Genoscope (2011)
Pontoscolex corethrurus FQ704780 Genoscope (2011)
Enchytraeus albidus EF442026 Tartaglia e Shain (2007)
Enchytraeus buchholzi EF442027 Tartaglia e Shain (2007)
Enchytraeus buchholzi EF443156 Tartaglia e Shain (2007)

gene rDNA 28S

Amynthas rodericensis HQ232671 Buckley et al. (2010)
Amynthas rodericensis AY101562 Jamielson et al. (2003)
Eukerria saltensis AY048496 Jamielson et al. (2001)
Glossoscolecidae sp. AY048507 Jamielson et al. (2001)
Microscolex dubius HQ232742 Buckley et al. (2010)
Ocnerodrilidae sp. HQ232640 Buckley et al. (2010)
Hirudo troctina GQ368772 Phillips e Siddall (2009)
Hirudo verbana CQ368772 Phillips e Siddall (2009)
Hirudo medicinalis EU100079 Borda et al. (2007)
Hirudo orientalis EF733022 Utevsky et al. (2007)

*Numero de acesso no GenBank - Natitonal Center of Biotechnology Information (NCBI)
(site:www.ncbi.nlm.nih.gov)

**Numero de acesso no Global Mirror System of DNA Barcode Data (GMS-DBD)
(site:http://www.boldmirror.net)
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5.4 Resultados e discussao

O método utilizado para a extracao do DNA das minhocas, adaptado de Miller
et al. (1988), resultou em quantidade de DNA suficiente para a amplificacdo das
regides do genoma estudadas. A amplificagcdo das regides dos genes 28S rDNA,
16S mtDNA e COl mtDNA das espécies de minhocas gerou fragmentos de DNA com
tamanho variavel entre 670 a 780, 640 a 670 e 680 a 720 pares de bases (pb),
respectivamente.

Dentre os genes mitocondriais, as subunidades | e Il do gene citocromo ¢
oxidase (COl e COIl) apresentam maior variacdo intraespecifica do que a
subunidade 16S (KLARICA et al., 2012), sendo portanto, Uteis para avaliacdo de
variagao genética entre individuos da mesma espécie. O estudo destes genes pode,
também, facilitar a identificacdo de espécies distintas que apresentam morfologia
semelhante em estudos de diversidade.

No dendrograma filogenético com base na comparacdao do gene COlI,
observou-se que os individuos de Amynthas corticis agruparam-se em um mesmo
ramo, assim como os de Amynthas gracilis. O exemplar do género Ocnerodrilus,
pertencente a familia Ocnerodrilidae, formou um agrupamento monofilético com as
sequéncias nucleotidicas de dois individuos da mesma familia, disponiveis no banco
de dados do GenBank (Ocnerodrilidae sp. GU013978 e Ocnerodrilidae sp.
GU013971). O alto valor de bootstrap (=100) indicou que o resultado esta bem
suportado (Figura 5.1).

A anadlise de agrupamento das novas espécies de minhocas dos géneros
Glossoscolex e Fimoscolex, pertencentes a familia Glossoscolecidae, foi dificultada
por nao ter sido encontrado registro de sequéncias de nucleotideos destes géneros
no GenBank. As espécies Glossoscolex n. sp. 2 e Fimoscolex n. sp. 1 aproximaram-
se, filogeneticamente, de sequéncias nucleotidicas de organismos da familia
Glossoscolecidae depositadas no banco de dados (Figura 5.1).
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sg- Amynthas corticis (Steffen 2012)
37k Amynthas corticis AB542463
100 f Amynthas corticis EF077548
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Figura 5.1 - Dendrograma filogenético baseado no algoritmo Neighbor-joining da
regido do gene mitocondrial subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COl)
de espécies de minhocas coletadas no Estado do Rio Grande do Sul e
de sequéncias de minhocas obtidas a partir do banco de dados
GenBank e no Global Mirror System of DNA Barcode Data. O numero
acima ou abaixo das ramificacoes representa o valor de bootstrap com
base em 1000 repeticoes. A espécie Ctenocardia fornicata e as
espécies do género Hirudo foram inseridas como outgroup.
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Dentre as minhocas nativas brasileiras, o género Glossoscolex € 0 mais
diversificado, apresentando 54 espécies/subespécies. Algumas espécies deste
género sao, morfologicamente, muito semelhantes, o que dificulta sua identificacao.
Além disso, possuem a caracteristica de se diversificarem no mesmo tipo de habitat,
porém em areas separadas por barreiras geograficas, gerando novas espécies
(BROWN; JAMES, 2007). Nestes casos, em que ha um grande numero de espécies
do mesmo género e a distincdo de espécies baseada em caracteres morfoldgicos é
dificultada, o uso de técnicas moleculares pode ser uma ferramenta Util para a
identificagdo das minhocas.

Foi observada a formacdo de um grupo monofilético entre as espécies de
Urobenus brasiliensis, as quais apresentaram similaridade de 100% (Figura 5.1).

Assim como para o género Glossoscolex, nao foi encontrado o registro de
sequéncias de organismos de géneros pertencentes a familia Criodrilidae para a
regiao do gene mtDNA COI. As espécies Glossoscolex n. sp. 1 e Glossoscolex n. sp.
6, assim como a nova espécie da familia Criodrilidae nao apresentaram identidade
com os demais organismos selecionados do banco de dados (Figura 5.1).

O dendrograma filogenético construido com base nas sequéncias do gene
16S demonstrou a formacao de diferentes agrupamentos (clusters), englobando as
espécies analisadas (Figura 5.2). Foi observada alta identidade entre os organismos
da espécie Amynthas rodericensis, suportada pelo elevado valor de bootstrap
(=100). O exemplar de Metaphire californica se aproximou do organismo da mesma
espécie depositado no banco de dados, formando um grupo monofilético. Os
organismos desta espécie permaneceram distantes, filogeneticamente, das espécies
M. abdita e M. tschiliensis (Figura 5.2).

A minhoca da espécie Amynthas corticis coletada neste trabalho agrupou-se
aos demais organismos dessa espécie, formando um agrupamento monofilético
(Figura 5.2).

Conforme observado para o gene mtCOIl, nao foi possivel realizar
comparacoes entre as sequéncias nucleotidicas dos individuos do género
Glossoscolex coletados no RS e sequéncias disponiveis no GenBank, por causa da
a caréncia de dados. A anélise de sistematica filogenética revelou proximidade entre
os organismos das espécies Glossoscolex n. sp. 1 e Glossoscolex n. sp. 6 (Figura
5.2).
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100 | Amynthas rodericensis HQ232534

48 _[ Amynthas rodericensis JX177846 (Steffen 2012)
] Metaphire californica AB474335
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Amynthas corticis AB474289

Amynthas corticis JX177845 (Steffen 2012)
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Figura 5.2 - Dendrograma filogenético baseado no algoritmo Neighbor-joining da
regido da subunidade 16S do mitDNA de espécies de minhocas
coletadas no Estado do Rio Grande do Sul e de sequéncias de
minhocas obtidas a partir do banco de dados GenBank. O numero
acima ou abaixo das ramificacdes representa o valor de bootstrap com
base em 1000 repeticdes. As espécies do género Enchytraeus foram
inseridas como outgroup.

As sequéncias nucleotidicas da subunidade 16S do DNA mitocondrial sao
consideradas padrdao na determinagao de relacdes filogenéticas (HEAD et al., 1998;
KIRK et al., 2004). Estas agrupam um conjunto de caracteristicas necessarias a um
bom marcador molecular: distribuicdo universal, estrutura e funcao conservada entre
os taxons, auséncia de transferéncia lateral e tamanho suficiente para estudos de
filogenia (cerca de 1500 nucleotideos) (AMANN; LUDWIG, 2000). Esta regido do
DNA mitocondrial, assim como o gene 28S do DNA nuclear, sdo consideradas
regidbes muito conservadas do genoma (NAVAJAS et al.,, 1999; KLARICA et al.,
2012).

No dendrograma filogenético construido com base nas sequéncias do gene
nuclear 28S, observou-se um agrupamento monofilético formado pelos organismos

da espécie Eukerria saltensis. As sequéncias nucleotidicas dos organismos de E.
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saltensis aproximaram-se do organismo da familia Ocnerodrilidae disponivel no
banco de dados do GenBank (Figura 5.3).

g7 | Eukerria saltensis JX177849 (Steffen 2012)

Eukerria saltensis AY 048496

Ocnerodrilidae sp. HQ232640

Fimoscolex n. sp. 1 JX177850 (Steffen 2012)
93 Glossoscolecidae AY048507
Amynthas rodericensis HQ232671

Amynthas rodericensis JX177851(Steffen 2012)

37! Amynthas rodericensis AY101562

36

Microscolex dubius (Steffen 2012)
65“_{ Microscolex dubius JX177848 (Steffen 2012)
71 I Microscolex dubius HQ232742
Hirudo troctina GQ368772
Hirudo medicinalis EU100079
Hirudo orientalis EF405591

‘ Hirudo verbana CQ368772

100

0.05

Figura 5.3 - Dendrograma filogenético baseado no algoritmo Neighbor-joining da
regido da subunidade 28S do rDNA de espécies de minhocas
coletadas no Estado do Rio Grande do Sul e de sequéncias de
minhocas obtidas a partir do banco de dados GenBank. O numero
acima ou abaixo das ramificacdes representa o valor de bootstrap com
base em 1000 repeticbes. As espécies do género Hirudo foram
inseridas como outgroup.

O exemplar de E. saltensis analisado foi coletado em fragmento de mata
nativa no municipio de Barra do Quarai (Tabela 5.3). Por estar em fase juvenil, a
caracterizagcao morfolégica possibilitou sua identificacdo apenas no nivel de familia
(Ocnerodrilidae). No entanto, por meio das analises moleculares, foi possivel obter a
identificacdo do exemplar no nivel de espécie (E. saltensis), a qual foi suportada
pelo valor de bootstrap (Figura 5.3).
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A identificacdo de minhocas com base em caracteres morfoldgicos €
complexa e possivel somente quando os espécimes sdo adultos e estdo bem-
preservados. Nos casos em que o material a ser identificado foi mal conservado, as
minhocas encontram-se em estagio juvenil ou mutiladas, o uso de marcadores
moleculares representa uma oportunidade de identificacdo dos exemplares
(KLARICA et al., 2012).

O organismo referente a nova espécie do género Fimoscolex coletado no RS
formou, separadamente, um agrupamento com individuo da familia
Glossoscolecidae (Glossoscolecidae sp. AY048507). Nao houve comparacao entre
organismos do mesmo género, por nado terem sido encontrados registros de
sequéncias de organismos pertencentes ao género Fimoscolex no banco de dados
do GenBank (Figura 5.3).

Outro agrupamento foi formado pelas espécies de Amynthas rodericensis. Os
exemplares de Microscolex dubius coletados no Estado do RS aproximaram-se
filogeneticamente do organismo da mesma espécie cadastrado no banco de dados
(Figura 5.3).

As sequéncias de nucleotideos obtidas neste trabalho foram submetidas ao
GenBank. Representam os primeiros registros de sequéncias de organismos
pertencentes aos géneros Glossoscolex e Fimoscolex depositadas nesse banco de
dados publico.

Sequéncias nucleotidicas da regido do gene mitocondrial COl de algumas
espécies de minhocas coletadas neste trabalho foram depositadas no banco de
dados Global Mirror System of DNA Barcode Data pelo pesquisador Samuel
Wooster James (Tabela 5.4).

A andlise do DNA mitocondrial apresenta a vantagem de ser facilmente
amplificado e a tendéncia de acumular muta¢dées mais rapidamente do que algumas
regides nucleares. No entanto, o gene codificador de proteinas COIl apresenta
tipicamente variagbes especificas (TAVARES; BAKER, 2008). Analisando a
variabilidade genética de minhocugus da espécie Rhinodrilus alatus Righi (1971),
Siqueira et al. (2010) observaram que as sequéncias produzidas para a subunidade |
do gene mtDNA da COI mostraram abundante variacao intra e interespecifica entre

0s minhocugus.
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Tabela 5.4 - Cédigo de depédsito no Global Mirror System of DNA Barcode Data
(GMS-DBD) de sequéncias obtidas da regidao do gene mitocondrial da
subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COIl) de minhocas coletadas no
Rio Grande do Sul.

Cddigo de depésito Exemplar de minhoca
ewsjc810-10|brasil2010-221* Glossoscolex sp.
ewsjc813-10|brasil2010-224 Ocnerodrilus sp.
ewsjc815-10|brasil2010-226 Eukerria sp.
ewsjc816-10|brasil2010-227 Glossoscolex sp.
ewsjc817-10|brasil2010-228 Ocnerodrilus sp.
ewsjc819-10|brasil2010-230 Glossoscolex sp.
ewsjc822-10|brasil2010-233 Urobenus brasiliensis

*Global Mirror System of DNA Barcode Data (GMS-DBD) (site: http://www.boldmirror.net)

A andlise do DNA mitocondrial apresenta a vantagem de ser facilmente
amplificado e a tendéncia de acumular mutagcdées mais rapidamente do que algumas
regides nucleares. No entanto, o gene codificador de proteinas COIl apresenta
tipicamente variagbes especificas (TAVARES; BAKER, 2008). Analisando a
variabilidade genética de minhocugus da espécie Rhinodrilus alatus Righi (1971),
Siqueira et al. (2010) observaram que as sequéncias produzidas para a subunidade |
do gene mtDNA da COI mostraram abundante variacao intra e interespecifica entre
0S minhocugus.

O uso da metodologia de cédigo de barras (DNA barcode) em analises
genéticas de organismos do solo esta crescendo rapidamente e existe um apelo por
parte da comunidade de bidlogos a adocdo deste método pelos pesquisadores
(ROUGERIE et al., 2009). Chang e James (2011) avaliaram publicacées referentes a
estudos filogenéticos de minhocas, discutindo os resultados obtidos e os métodos
utilizados. Segundo os autores, embora estudos relacionados ao DNA barcode
estejam aumentando, eles destacam a importancia do uso de trés genes adequados
para analises intergenéricas, ou seja, dentro de familias, que sdo: 28S rDNA (DNA
nuclear), 16S e 12S rRNA (DNA mitocondrial).

Considerando os valores de bootstrap, os quais conferem suporte as
informacdes representadas nos dendrogramas filogenéticos, os genes mitocondriais
COIl e 16S mostraram ser mais eficientes para a identificacdo das espécies de

minhocas.
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Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a necessidade de realizacao de
estudos complementares do DNA das novas espécies de minhocas encontradas no
Estado do RS, visando obter informagdes mais conclusivas sobre sua identificagéo.
O presente trabalho também apontou a caréncia de dados no GenBank, relativos a
caracterizacdao do genoma de alguns géneros e de algumas espécies de minhocas.

Contudo, para que as ferramentas moleculares sejam mais utilizadas no
processo de identificacdo de minhocas, é fundamental que novos estudos de
sistematica filogenética sejam realizados, com o maior niumero possivel de espécies
de minhocas, e que os resultados obtidos sejam depositados em bancos de dados.
Estando acessiveis aos pesquisadores, os dados moleculares possibilitardao a
comparacao das sequéncias nucleotidicas e a identificacdo de exemplares de

minhocas.
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5.5 Conclusoes

Os genes mitocondriais 16S e subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COl),
assim como o gene nuclear 28S, podem ser utilizados para identificacdo molecular
de minhocas. O gene mitocondrial COI foi o mais eficiente.

Através da utilizacdo do gene COI é possivel identificar as espécies Amynthas
corticis, Amynthas gracilis, Eukerria saltensis, Ocnerodrilus sp. e Urobenus
brasiliensis. O uso do gene mitocondrial 16S possibilita a identificagdo das espécies
Amynthas corticis, A. rodericensis e Metaphire californica, e o gene 28S rDNA, a
identificacdo das espécies Amynthas rodericensis, Eukerria saltensis e Microscolex
adubius.
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6 CAPITULO IV - NEW SPECIES OF GLOSSOSCOLEX (CLITELLATA:
GLOSSOSCOLECIDAE) FROM RIO GRANDE DO SUL,
BRAZIL'

6.1 Abstract

Six new species of Oligochaeta of the genus Glossoscolex from Rio Grande
do Sul State, Brazil are described in this paper: Glossoscolex (Glossoscolex)
knapperae n. sp., G. (G.) pastivus n. sp., G. (G.) pampas n. sp., G. (G.) riograndensis
n. sp., G. (G.) nativus n. sp. and G. (G.) parvus n. sp. All new species are part of the
truncatus species group of Glossoscolex (Glossoscolex) (male pores in xvii). A table
of characters is presented in order to clarify the differences among the species
described and related species. Habitat and soil associations of the new species are

given.

Keywords: Earthworms; South Brazil; Glossoscolecidae.

6.2 Resumo

Seis novas espécies de Oligochaeta do género Glossoscolex do Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil sdo descritas neste trabalho: Glossoscolex (Glossoscolex)
knapperae n. sp., G. (G.) pastivus n. sp., G. (G.) pampas n. sp., G. (G.) riograndensis
n. sp., G. (G.) nativus n. sp. and G. (G.) parvus n. sp. Todas novas espécies sao
parte do grupo de espécies truncatus de Glossoscolex (Glossoscolex) (poros
masculinos em xvii). Uma tabela com as caracteristicas das espécies descritas e das
espécies de Glossoscolex € apresentada nos comentarios, de modo que seja
possivel identificar as diferengas morfoldgicas entre elas. Também estao incluidas
informacdes das novas espécies com associacées de habitat e tipos de solo onde

foram encontradas.

Palavras-chave: Minhocas; Sul do Brasil; Glossoscolecidae.

2 As descricbes das espécies de minhocas foram realizadas pelos pesquisadores Marie Luise
Carolina Bartz e Samuel Wooster James. Este capitulo foi escrito por Marie L. C. Bartz, com
colaboragao de Samuel W. James, Gerusa Pauli Kist Steffen e George Gardner Brown.
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6.3 Introduction

In the course of collections of earthworms made throughout the State of Rio
Grande do Sul (RS), Brazil by researchers of the Federal University of Santa Maria
(UFSM), many unidentifiable earthworms of the genus Glossoscolex were
discovered.

Surveys conducted in the State of RS, from the 1920s until the year 2010,
indicated the existence of at least 44 species of earthworms have been identified, 15
native (34%) and 29 exotic (66%). The species are grouped into six families, and
most of them belong to the family Lumbricidae (12 species) and Glossoscolecidae
(11 species). So far, there were registered only five species of the genus
Glossoscolex: G. catharinensis Michaelsen 1918, G. grandis Michaelsen 1892, G.
truncatus Rosa 1895, G. uruguayensis uruguayensis Cordero 1943 and G.
wiengreeni Michaelsen 1897.

The objective of this study was to present a description of six new species of
native earthworms of the genus Glossoscolex collected in ecosystems of the State of
RS, Brazil.
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6.4 Material and methods

Specimens were obtained by digging and hand sorting in sites with natural
vegetation (swamp, native grassland, fragments of forest) and also with human
impact, such as annual crops (oats) and pastures.

Specimens were killed in 70% ethanol and fixed in 4% formaldehyde. In some
cases duplicates or tissue samples were preserved in absolute ethanol for later DNA
extraction and DNA sequencing. Long-term storage of fixed material was in 70-80%
ethanol. All anatomical observations were conducted by dorsal dissection under a
stereomicroscope, and illustrations were prepared by camera lucida (Figures 6.1 and
6.2). The collection numbers refer to the Colecido de Oligochaetas Fritz Miiller
(COFM) at Embrapa Florestas in Colombo, Parana State. Taxonomy largely follows
Righi (1971, 1978, 1995) and Zicsi and Csuzdi (1999) and the Table 6.1 summarize
main characters of the new Glossoscolex species and some similar described
species.

For some sites soil samples were also collected in the 0-20 cm upper layer
and submitted to physical (clay) and chemical: pH, cation exchange capacity (CEC),
exchangeable aluminum (Al), calcium (Ca), magnesium (Mg), potassium (K),
phosphorus (P), sulfur (S), boron (B), copper (Cu), zinc (Zn) and organic matter (OM)
analyses following standard methodologies described in Tedesco et al. (1995) (Table
6.2).



158

6.5 Descriptions

6.5.1 Glossoscolecidae (MICHAELSEN, 1900)

6.5.1.1 Genus Glossoscolex (LEUCKART, 1835) in Froriep (1835)

Diagnosis. Setae in 8 longitudinal lines. One pair of intraclitellar male pores,
rarely preclitellar, or a single intraclitellar male pore, but always paired copulatory
bulbs. One pair of calciferous glands in 11" or 12" segment with composite-tubular
structure. Sexual system metandric and metagynic; seminal vesicles in general long;
a pair of copulatory bulbs connecting sperm ducts and the external male genital
pores; spermathecae absent.

Type species. Glossoscolex giganteus Leuckart, 1836 (in Oken, 1836).

6.5.1.1.1 Subgenus Glossoscolex (LEUCKART, 1835) in Froriep (1835)

Diagnosis. One pair of intraclitellar male pores associated with a pair of
intracelomic copulatory bulbs.

Type species. Glossoscolex (Glossoscolex) giganteus Leuckart 1836 (in
Oken, 1836)

6.5.1.1.1.1 Glossoscolex (Glossoscolex) knapperae n. sp. Bartz & James (Figures
6.1a and 6.1b)

Holotype. COFM BRRS0028 one adult, amputee. Type locality: Near a creek,
next to a native grassland in Minas do Camaqua, Cacgapava do Sul, Rio Grande do
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Sul, Brazil, 292 39’ 36.9” S 54° 30’ 09.5” W, 161 masl. 05 December 2010, G.P.K.
Steffen & R.B. Steffen colls.

Etymology. The species is named in honor to the researcher Christa Knapper.

Description. Dimensions amputee by 5.5 mm at x, 6.1 mm at clitellum, 4.6 mm
at xxx. Body cylindrical and slightly flattened. Setae closely paired throughout; setal
formula aa:ab:bc:cd:dd = 8.8:0.3:1:0.2:6.8. Setae quite visible preclitellar.
Prostomium zygolobic. Rosy, clitellum slightly brownish. Ovipores not visible; male
pores 3 mm apart on xvii within slits in paired elevated porophores; clitellum annular,
xv-xxv (Figures 6.1a and 6.1b). Nephropores just above B.

Septa 6/7-10/11 equally thick and muscular, septa 13/14/15/16 highly
expanded with a circumesophageal barrier to make a sac, knobby outside and fuzzy
inside. Alimentary canal with cylindrical gizzard in vi; esophagus with high chevron-
patterned lamellae vii-xi, valvular in xiv, intestinal origin xxiii; typhlosole origin xxiii,
simple lamina xxiii-xxvi, zig-zag with ventral edge bent over to form pockets xxvii-
xxxvi, after xxxvii gradually becoming simple lamina. Calciferous glands paired xii,
composite-tubular type, heart shaped, pedunculated; blood vessels to gland include
large branch of dorsal vessel to approximate center of each gland, two coalescing
vessels from ventral gland margin to extra-esophageal vessel. Holonephric,
vesiculate; ducts to body wall near level of B.

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
latero-esophageal hearts in x-xi. Extra-esophageal vessel from pharyngeal glands,
along ventral-lateral face of gizzard, esophagus back to calciferous glands;
supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii; spermathecae absent. Male sexual system
metandric, testes and funnels in single midventral subesophageal sac in xi; seminal
vesicles absent; vasa deferentia long, looped from xi, form S on body wall in route to
ventrolateral outside of large reniform muscular copulatory bulbs; bulbs extend over
xvi-xvii. Copulatory bulbs with thin muscular outer layer, dense, delicate corrugated
glandular inner surface with small lumen leading to male pore at approximate center
of bulb connection to body wall; no transverse muscle bands crossing over bulbs.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) knapperae belongs to the
Glossoscolex (Glossoscolex) truncatus Rosa, 1895 group as defined in Cordero

(1943) and Righi (1978). The group includes species with male pores in xvii, except
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the subgenus Praedrilus (Righi 1971) with male pores in xvi, xvi/xvii and xvi and
clitellum beginning behind the male pores. The differences between G. (G.)
knapperae and G. (G.) truncatus Rosa 1895 are as follows, with the characteristics of
the latter in parentheses: clitellum annular xv-xxv (annular xvi-xxv), hearts of xi free
(hearts of xi enclosed in testes sacs), testes sacs single midventral subesophageal
(testes sacs circumesophageal), septa 12/13/14 highly expanded (no such
development in septa 12/13/14), seminal vesicle absent (present and tubular
elongated) (Table 6.1).

Glossoscolex (Glossoscolex) knapperae corresponds to Glossoscolex n. sp. 3,
as cited in chapters 1 and 2 this thesis.

6.5.1.1.1.2 Glossoscolex (Glossoscolex) pastivus n. sp. Bartz & James (Figures 6.1¢c
and 6.1d)

Holotype. COFM BRRS0029 one adult. Type locality. Cultivated pasture,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 43 05.32” S 53°42’ 25.19” W, 79 masl.
09 November 2010, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.

Paratype. COFM BRRS0030 one adult. Some locality as holotype.

Etymology. The species is named due its occurrence in pastures.

Description. Dimensions: holotype - 134 mm by 9.0 mm at x, 10.0 mm at
clitellum, 7.0 mm at xxx, 194 segments; paratype - 126 mm by 9.0 mm at x, 10.0 mm
at xvii and 7.0 mm at xxx, 209 segments. Body cylindrical and slightly flattened.
Setae ab commence on xxii, but just ab are visible, cd visible after clitellum. Setae
closely paired throughout; setal formula aa:ab:bc:cd = 8.7:0.2:1:0.1 at xxx, dd > 1/2
circumference throughout. Prostomium prolobous, post-setal secondary annulations
present viii-xiv and after clitellum. Unpigmented/whitish, clitellum slightly pink.
Ovipores in b 7 mm apart on xiv; male pores 6.7 mm apart on xvii within paired oval
dimpled porophores; clitellum saddle to just above b, xv-xxii (Figures 6.1c and 6.1d).
Nephropores near ab line.
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Figure 6.1 - New species of Glossoscolex. a,b. Glossoscolex (Glossoscolex)
knapperae n. sp. ¢,d. Glossoscolex (Glossoscolex) pastivus n. sp.
e,f. Glossoscolex (Glossoscolex) pampas n. sp. FM = female pores;
MP = male pores.
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Septa 5/6 thin, 6/7-10/11 equally thick and, muscular, septum 11/12 absent.
Alimentary canal with large cylindrical gizzard in vi; esophagus with high lamellae in
chevron pattern vii-ix, valvular in xiv, intestinal origin xv; typhlosole origin xvi-xxviii
simple lamina, xix-xxviii, zig-zag with ventral edge bent over to form pockets, after
xxix becoming triple lamina. Calciferous glands paired xii, under seminal vesicles,
composite-tubular type, oval, pedunculated; blood vessels to gland include large
branch of dorsal vessel to approximate center of each gland. Holonephric, vesiculate;
ducts to body wall near level of b.

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
latero-esophageal hearts in x-xi, last pair (xi) enclosed in test sac. Extra-esophageal
vessel from pharyngeal glands, along ventral-lateral face of gizzard, esophagus back
to calciferous glands; supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii; spermathecae absent. Male sexual system
metandric, testes and funnels in single midventral subesophageal sac in xi; medial to
hearts of xi pass narrow tubes to seminal vesicles; seminal vesicles expanded in xii,
penetrate septa and range posteriorly along intestine to xvii-xviii; seminal vesicles
lobulated occupying xi to xvii (surrounding testes sacs in xi); vasa deferentia long,
looped from xi, form dense zig-zag on body wall en route to front face of flattened
short oval muscular copulatory bulbs, join bulbs in xvi, the with inner face of the bulbs
are quite flattened, bulbs extend over xvi-1/3 xix. Copulatory bulbs with thin muscular
outer layer, dense, delicate corrugated glandular inner surface with small lumen
leading to male pore at approximate center of bulb connection to body wall; many
thin muscle bands crossing transversly over bulbs.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) pastivus is similar to Glossoscolex (G.)
colonorum Michaelsen 1918. The differences between G. (G.) pastivus and G. (G.)
colonorum are as follows, with the characteristics of the latter in parentheses: length
126-134 mm (112-175 mm), number of segments 194-209 (175-323), setae
beginning in xxii (setae beginning in segment vii), seminal vesicles lobulated xxi-xxviii
(irregular stripes xxii-xvii), copulatory bulbs flattened short oval with flattened inner
face (globular flattened) (Table 6.1). Glossoscolex (G.) pativus belongs to the
truncatus group, defined in Michaelsen (1918) and Righi (1978).

Glossoscolex (Glossoscolex) pastivus corresponds to Glossoscolex n. sp. 4,

as cited in chapters 1 and 2 this thesis.
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6.5.1.1.1.3 Glossoscolex (Glossoscolex) pampas n. sp. Bartz & James (Figures 6.1e
and 6.1f)

Holotype. COFM BRRS0031 one adult, cultivated pasture, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil, 29° 43’ 05.32”S 53° 42’ 25.19” W, 79 masl. 09 November
2010, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.

Paratype. COFM BRRS0032 one adult. Some locality as holotype.

Other material. COFM BRRS0034 two adults, native grassland, Uruguaiana,
Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 49’ 15.8” S 57° 04’ 56.7” W, 59 masl. 08 Setember
2010, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM BRRS0036 one adult, residential
lawn, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 41’ 53.19” S 53°45’ 20.57” W, 121
masl. 22 November 2009, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM BRRS0037
three adults, black oats, ltaara, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 38’ 55.50” S 53° 44
41.38” W, 438 masl. 02 March 2012, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM
BRRS0035 one adult and three subadult, cultivated pasture, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil, 29° 43’ 05.32” S 53° 42’ 25.19” W, 79 masl. 15 December
2012, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM BRRS0033 two adults, cultivated
pasture, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 43’ 05.32” S 53° 42’ 25.19” W,
79 masl. 03 October 2011, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.

Etymology. The species is named due its occurrence in cultivated pastures
and native grasslands and is the latin name for “campeiro”.

Description. Dimensions: Holotype - 176 mm by 7.0 mm at x, 8.0 mm at
clitellum, 6.5 mm at xI, 274 segments; paratype - 199 mm by 8.1 mm at x, 8.3 mm at
clitellum, 6.3 mm at xl, 268 segments. Body cylindrical. Setae closely paired
throughout; setal formula aa:ab:bc:cd = 4.9:0.1:1:0.1 at xxx, dd > 1/2 circumference
throughout. Setae quite visible before clitellum. Prostomium proepilobous, post-setal
secondary annulations present vii-xxiv and after clitellum. Unpigmented/withish.
Ovipores in ab in xiv. Male pores 3.8 mm apart on xvii within paired round papillae;
segment xvii much narrowed; clitellum saddle, xv-xxii (Figures 6.3a and 6.3b).
Nephropores just above b.

Septa 6/7-10/11 equally thick and muscular, septa 13/14/15/16 highly
expanded with a circumesophageal barrier to make a sac, knobby outside and fuzzy



164

inside. Alimentary canal with barrel shaped gizzard in vi; esophagus with high
chevron-patterned lamellae vii-xi, valvular in xiii, intestinal origin xiv; typhlosole origin
Xiv, in Xv-xix is very wavy simple lamina, xx-xxi zig-zag with ventral edge bent over to
form pockets, after xxii gradually becoming simple triple lamina. Calciferous glands
paired xii, egg shaped, anterior face flattened and attached to septum 11/12, short
pedunculated, composite-tubular type; blood vessels to gland include large branch of
dorsal vessel to approximate center of each gland. Holonephric, vesiculate; ducts to
body wall near level of b.

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
esophageal hearts in x-xi, last hearts enclosed in test sacs. Extra-esophageal vessel
from pharyngeal glands, along ventral-lateral face of gizzard, esophagus back to
calciferous glands; supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii. Male sexual system metandric, testes and
funnels in single midventral subesophageal sac in xi; medial to hearts of xi pass
narrow tubes to seminal vesicles; seminal vesicle lobulated, like butterflies wings, in
xi-xii, surrounding testes sacs; vasa deferentia long, looped from xi, form dense zig-
zag on body wall en route to middle ventro-anterior face of muscular short oval
copulatory bulbs; bulbs extend over xv-xviii. Copulatory bulbs with thin muscular
outer layer, dense, delicate corrugated glandular inner surface with small lumen
leading to male pore at approximate center of bulb connection to body wall; no
transverse muscle bands crossing over bulbs, inner face of bulb attached to body
wall.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) pampas is similar to Glossoscolex (G.)
colonorum Michaelsen 1918. The differences between G. (G.) pampas and G. (G.)
colonorum are as follows, with the characteristics of the latter in parentheses: length
126-134 mm (112-175 mm), number of segments 176-199 (175-323), setae not
visible before clitellum (setae beginning in segment vii), seminal vesicles lobulated xi-
xii (irregular stripes xxii-xvii), copulatory bulbs short oval (globular flattened). G. (G.)
pampas is also very similar to G. (G.) pastivus, the differences are in the extension of
the seminal vesicles xi-xii (xxi- xxviii), extension of the typhlosole pocket part xx-xxi
(xix-xxviii), and specially the form of the male pores round papillae (oval dimples
porophores) (Table 6.1). Glossoscolex (G.) pampas belongs to the truncatus group,
defined in Michaelsen (1918) and Righi (1978).



165

Glossoscolex (Glossoscolex) pampas corresponds to Glossoscolex n. sp. 2,
as cited in chapters 1, 2 and 3 this thesis.

6.5.1.1.1.4 Glossoscolex (Glossoscolex) riograndensis n. sp. Bartz & James (Figures
6.2a and 6.2b)

Holotype. COFM BRRS0038 one adult, fragment of native forest, Rosario do
Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, 30° 02’ 07,7 S 54° 34’ 51,8” W, 105 masl. 09
November 2011, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.

Paratype. COFM BRRS0039 one adult. Some locality as holotype.

Other material. COFM BRRS0040 one adult and 2 subadults, fragment of
native forest, Roséario do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, 30° 02’ 07,7” S 54° 34’ 51,8”
W, 105 masl. 09 November 2011, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM
BRRS0041 four adults and two subadults, fragment of native forest, Rosario do Sul,
Rio Grande do Sul, Brazil, 30° 02’ 07,7” S 54° 34’ 51,8” W, 174 masl. 09 November
2009, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls. COFM BRRS0042 four adults and two
subadults, black acacia plantation, Rosario do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, 30° 05’
50,77 S 54° 37’ 53,4” W, 151 masl. 09 November 2009, G.P.K. Steffen & R.B.
Steffen colls.

Etymology. The species is named due its occurrence at the State of Rio
Grande do Sul, Brazil.

Description. Dimensions: Holotype - 54 mm by 3.7 mm at x, 4.0 mm at
clitellum, 3.5 mm at xl, 195 segments; paratype - 53 mm by 4.1 mm at x, 4.2 mm at
clitellum, 3.7 mm at xl, 125 segments. Body cylindrical. Setae closely paired
throughout; setal formula aa:ab:bc:cd = 2.7:0.1:0.3:0.1 at xxx, dd > 1/2 circumference
throughout. Setae not visible before clitellum. Prostomium prolobous.
Unpigmented/whitish. Ovipores in a in xiv. Male pores 2.8 mm apart on xvii within
paired round elevations (like a mound); clitellum saddle, xv-xxiii (Figures 6.2a and
6.2b). Nephropores just above b.

Septa 6/7-10/11 equally thick and muscular. Alimentary canal with barrel
shaped gizzard in vi; esophagus with high chevron-patterned lamellae vii-xi, valvular
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in xii, intestinal origin xiii; typhlosole origin xiii, in xiii-xxv zig-zag with ventral edge
bent over to form pockets, xxvi-xlii straight lamina in Z form occupying half of the
diameter of the intestine, after xlii gradually becoming simple S form lamina.
Calciferous glands paired xii, heart shaped, pedunculated, composite-tubular type;
blood vessels to gland include large branch of dorsal vessel to approximate center of
each gland. Holonephric, vesiculate; ducts to body wall near level of c.

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
esophageal hearts in x-xi. Extra-esophageal vessel from pharyngeal glands, along
ventral-lateral face of gizzard, esophagus back to calciferous glands;
supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii. Male sexual system metandric, testes and
funnels in U shaped sac in xii projected to-xiii; medial to hearts of xii pass narrow
tubes to seminal vesicles; seminal vesicles tubular while passing through xii-xiii, in xii
the edges of the seminal vesicles are connected to the testes sacs and in xii passing
under testes sacs, after xiii seminal vesicle tubular with lobulated edges ranging
posteriorly along intestine farther than Ixii; vasa deferentia long, looped from seminal
vesicles in xii, form dense zig-zag on body wall en route to middle-anterior face of
muscular round, slightly oval copulatory bulbs; bulbs extend over xvi-xviii. Copulatory
bulbs with thin muscular outer layer, dense, delicate corrugated glandular inner
surface with small lumen leading to male pore at approximate center of bulb
connection to body wall; no transverse muscle bands crossing over bulbs, under face
of bulb attached to body wall.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) riograndensis is similar to
Glossoscolex (G.) uruguayensis uruguayensis Cordero 1943. The differences
between G. (G.) riograndensis and G. (G.) uruguayensis uruguayensis are as
follows, with the characteristics of the latter in parentheses: length 53-54 mm (170-
221 mm), number of segments 125-195 (230-285), clitellum extension xv-xxiii (xv-
xxii), test sacs U shaped sac in xii-xiii (U shaped in xi), seminal vesicles big tubular
with lobulated edges until Ixii (big lobulated until xiv), copulatory bulbs round, slightly
oval (big oval) (Table 6.1). Glossoscolex (G.) riograndensis belongs to the truncatus
group, defined in Michaelsen (1918) and Righi (1978).

Glossoscolex (Glossoscolex) riograndensis corresponds to Glossoscolex n.

sp. 1, as cited in chapters 1, 2 and 3 this thesis.
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Figure 6.2 - New species of Glossoscolex. a,b. Glossoscolex (Glossoscolex)
riograndensis n. sp. ¢,d. Glossoscolex (Glossoscolex) nativus n. sp.
e,f. Glossoscolex (Glossoscolex) parvus n. sp. FM = female pores;
MP = male pores.
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6.5.1.1.1.5 Glossoscolex (Glossoscolex) nativus n. sp. Bartz & James (Figures 6.2c
and 6.2d)

Holotype. COFM BRRS0043 one adult, native grassland, Santana do
Livramento, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 46’ 23,1” S 54° 05’ 43,1” W, 181 masl. 19
August 2010, M.P. Pontelli coll.

Paratype. COFM BRRS0044 one adult. Some locality as holotype.

Etymology. The species is named from latin for “native”, a native species from
the State of Rio Grande do Sul, Brazil.

Description. Dimensions: Holotype - 48 mm by 3.2 mm at x, 4.0 mm at
clitellum, 3.8 mm at xlI, 169 segments; paratype - 53 mm by 4.1 mm at x, 4.2 mm at
clitellum, 3.7 mm at xl, 180 segments. Body cylindrical. Setae closely paired
throughout; setal formula aa:ab:bc:cd = 2.6:0.1:0.4:0.1 at xxx, dd > 1/2 circumference
throughout. Setae not visible before clitellum. Prostomium prolobous. Unpigmented.
Ovipores almost invisible, in ab. Male pores 1.9 mm apart on xvii within paired round
elevations (like a mound); clitellum saddle, 2 xiv-2 xxv in the dorsal face, ventral xv-
2 xxv (Figures 6.2c and 6.2d). Nephropores after clitellum in line of b.

Septa 6/7-10/11 equally thick and muscular. Alimentary canal with barrel
shaped gizzard in vi; esophagus with high chevron-patterned lamellae vii-xi, valvular
in xii, intestinal origin xiii; typhlosole origin xiii, in xiii-xxvii zig-zag with ventral edge
bent over to form pockets, after xxviii simple wavy lamina. Calciferous glands paired
xii, flat bean shaped, pedunculated, composite-tubular type; blood vessels to gland
include large branch of dorsal vessel to approximate center of each gland.
Holonephric, vesiculate; ducts to body wall near level of b.

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
esophageal hearts in x-xi. Extra-esophageal vessel from pharyngeal glands, along
ventral-lateral face of gizzard, esophagus back to calciferous glands;
supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii. Male sexual system metandric, testes and
funnels in U shaped sac in xii projected to xiii; medial to hearts of xii pass narrow
tubes to seminal vesicles; seminal vesicle tubular with lobulated edges pass through

xi-xii range posteriorly along intestine farther than Ixxiv; vasa deferentia long, looped
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from seminal vesicles in xii, form dense zig-zag on body wall en route to middle-
anterior face of muscular round copulatory bulbs; bulbs extend over xvi-xviii.
Copulatory bulbs with thin muscular outer layer, dense, delicate corrugated glandular
inner surface with small lumen leading to male pore at approximate center of bulb
connection to body wall; transverse muscle bands crossing over bulbs on the anterior
and posterior faces.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) nativus is similar to Glossoscolex (G.)
uruguayensis uruguayensis Cordero 1943. The differences between G. (G.)
riograndensis and G. (G.) uruguayensis uruguayensis are as follows, with the
characteristics of the latter in parentheses: length 48-53 mm (170-221 mm), number
of segments 169-180 (230-285), clitellum extension 2 xiv- %2 xxv (xv-xxii), test sacs U
shaped sac in xii-xiii (U shaped in xi), seminal vesicles big tubular with lobulated
edges until Ixxiv (big lobulated until xiv), copulatory bulbs round (big oval). G. (G.)
nativus is very similar to G. (G.) riograndensis, the differences are the clitellum
extension 'z xiv-xv (xv-xxii), seminal vesicle extension xii- Ixii (xi- xiv) (Table 6.1).
Glossoscolex (G.) nativus belongs to the truncatus group, defined in Michaelsen
(1918) and Righi (1978).

Glossoscolex (Glossoscolex) nativus corresponds to Glossoscolex n. sp. 6, as
cited in chapters 1, 2 and 3 this thesis.

6.5.1.1.1.6 Glossoscolex (Glossoscolex) parvus n. sp. Bartz & James (Figures 6.2e
and 6.2f)

Holotype. COFM BRRS0045 one adult, fragment of native forest, Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 39’ 44,89” S 53° 54’ 50,36” W, 276 masl. 26 October
2009, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.

Paratype. A - COFM BRRS0046 one adult. Some locality as holotype. B -
COFM BRRS0047 one subadult. Some locality as holotype.

Other material. COFM BRRS0048 one subadult, fragment of native forest,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, 29° 39’ 44,89” S 53° 54’ 50,36” W, 276 masl.
26 October 2009, G.P.K. Steffen & R.B. Steffen colls.
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Etymology. The species is named from Latin for “small”.

Description. Dimensions: Holotype - 31 mm by 3.5 mm at x, 3.8 mm at
clitellum, 3.8 mm at xlI, 134 segments; paratypes: A - 33 mm by 3.0 mm at x, 3.7 mm
at clitellum, 3.5 mm at xI, 139 segments; B - 36 mm by 3.5 mm at x, 4.0 mm at
clitellum, 3.7 mm at xl, 116 segments. Body cylindrical. Setae closely paired
throughout; setal formula aa:ab:bc:cd:dd = 3.2:0.1:0.5:0.1:3.8. Setae commence in xi.
Prostomium prolobous. Unpigmented.whitish. Ovipores post setal, in a line. Male
pores 2.0 mm apart on xvii within paired round elevations (like a mound); clitellum
saddle, xv- xxiii (Figures 6.2e and 6.2f). Nephropores after clitellum in line of b.

Septa 6/7-10/11 equally thick and muscular. Alimentary canal with barrel
shaped gizzard in vi; esophagus with high chevron-patterned lamellae vii-xi, valvular
in xii, intestinal origin xiii; typhlosole origin xiii, in xiii-xxvi zig-zag with ventral edge
bent over to form pockets, after xxvii simple wavy lamina. Calciferous glands paired
xii, small heart shaped, pedunculated, composite-tubular type; blood vessels to gland
include large branch of dorsal vessel to approximate center of each gland.
Holonephric, vesiculate; ducts to body wall near level of b. Some nephridia in the
anterior segments (vi) full of sperm (or other highly iridescent material).

Vascular system with ventral trunk, single dorsal trunk, lateral vessels in vii-ix,
esophageal hearts in x-xi. Extra-esophageal vessel from pharyngeal glands, along
ventral-lateral face of gizzard, esophagus back to calciferous glands;
supraesophageal vessel in x-xi.

Ovaries, ovarian funnels free in xiii. Male sexual system metandric, testes and
funnels in U shaped sac in xii projected to xiii; medial to hearts of xii pass narrow
tubes to seminal vesicles; seminal vesicle tubular with lobulated edges pass through
xi-xii range posteriorly along intestine farther than Ixxiv; vasa deferentia long, looped
from seminal vesicles in xii, form dense zig-zag on body wall en route to middle-
anterior face of muscular round copulatory bulbs; bulbs extend over xvi-xviii.
Copulatory bulbs with thin muscular outer layer, dense, delicate corrugated glandular
inner surface with small lumen leading to male pore at approximate center of bulb
connection to body wall; transverse muscle bands crossing over bulbs on the anterior
and posterior faces.

Remarks. Glossoscolex (Glossoscolex) parvus is similar to Glossoscolex (G.)
minor Zicsi & Czusdi 1999. The differences between G. (G.) parvus and G. (G.) minor
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are as follows, with the characteristics of the latter in parentheses: length 31-36 mm
(22-45mm), number of segments 116-139 (198-231), clitellum saddle (annular),
clitellum extension xv- xxii (xiv-xxiii), test sacs U shaped sac in xii-xiii (unpaired in xi),
seminal vesicles big tubular with lobulated edges until Ixxiv (band until 1), copulatory
bulbs round (elongated). G. (G.) nativus is very similar to G. (G.) riograndensis, the
differences are the length 31-36 (53-54) and specially because the storage of sperm
in the anterior nephridia in G. G. parvus (Table 6.1). Glossoscolex (G.) parvus
belongs to the truncatus group, defined in Michaelsen (1918) and Righi (1978).
Glossoscolex (Glossoscolex) parvus corresponds to Glossoscolex n. sp. 5, as

cited in chapters 1 and 2 this thesis.
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Table 6.1 - Comparison of characters of the new species (in bold) Glossoscolex (Glossoscolex), the type species for each genus and
subgenus and the species compared in the remarks. Genus, subgenus and species in bold are the new species described.

Genus and . . . Male Caliciferous Testes Septa Last Seminal Copulatory
subgenus Species Author Length Segments Setal ratio ~ Clitellum pore gland sacs 12/13/14 hearts vesicle bulbs
Glossoscolex Bartz & ) ) 8.8:0.3:1:0. annular, .. heart unpaired, developed, reniform,
(Glossoscolex) knapperae James 2:6.8 xv-xxv XV shaped, xii xi united free absent Xv-xvii
: tubular
2.6:0.1:0.4: saddle, 1 pair, U ’ .
Glossoscolex nativus Bartz & 48-53 169-180 0.1,dd > 1/2 xv- XVii flat bean .. form, xii- simple free lobular rog_pd, xvi
(Glossoscolex) James 120 1/2 XXV shaped, xii xiii edges, xviii
xii-Ixxiv
: tubular
2.7:0.1:0.3: 1 pair, U ’ .
Glossoscolex , . Bartz & saddle, .. heart > . lobular round, xvi-
(Glossoscolex) riograndensis James 53-54 125-195 ?/; ) gd > xvexxiii. XV gha ped, xii :(ci)il;m, xii- simple free edges, Xviii
Xii-Ixii
. tubular,lo round
1 pair, U ’ L
Glossoscolex Bartz & ) ) 3.2:0.1:0.5: saddle, .. small heart _—y . bular slightly
(Glossoscolex) parvus James 31-36  116-139 0.1:3.8 xv-xxiii <" shaped, xii :((i)izm, xi simple free edges, oval, xvi,
xii-Ixii xviii
8.7:0.2:1:0. . flattaned
Glossoscolex , Bartz & 126- saddle, .. .. unpaired, . lobulated,
(Glossoscolex) pastivus James 134 194-209 1g, dd > 1/2 XV-XXii xvii oval, xii Xi simple enclosed Xi-xvii )s;CIo:t/ ;;?):,
4.9:0.1:1:0. .
Glossoscolex Bartz & 176- ) saddle, .. egg unpaired, developed lobulated, short oval,
(Glossoscolex) P2mMPas James 199 268274 1g’ dd>172 i X ghaped, xii xi _united  ©nclosed i ovii xvexvii
, i aa=2"%- . irregular
%7;:;;;50/‘/9;;) colonorum |1\/IS|)c1:gaelsen ];g 175-323 31/2 be, dd isgg(li’xi xvii  oval, xi )L(Jinpalred, - - stripes, flil(;tbeur?;j
= ca.1/2u. ’ xii-xvii 9
Glossoscolex minor CZ;';SJ'ZS‘I 04-45 198-231 30:1:10:1:5 annular, wvii xi/xii unpaired, i i gﬁgged elongated,
(Glossoscolex) 1999 0 Xiv-xxiii Xi %i-50 ’ Xiv-Xix
Glossoscolex annular . . 1 pair, U tubular long oval
truncatus Rosa 1895 80-160 200-300 - . *oxvii o Xii " - enclosed elongate, e
(Glossoscolex) XVi-XXV form, xi i xiioviii | XVixviil
. . big and .
Glossoscolex uruguayensis  Cordero 170- i 4o, saddle, " .. 1 pair, U . big oval,
(Glossoscolex)  uruguayensis 1943 501 230-285  42:1:8:1:52 VXXl xvii  oval, xii form, xi incomplete enclosed lobulated, xiv-xvii

Xi-Xiv




Table 6.2 - Soil chemical and textural attributes from some areas where the new species of Glossoscolex occur.

Soil characteristics

Specie COFM N°  Locality in RS Vegetation H CEC Ca Mg Al Bases OM Clay S P K Cu Z2n B
P cmolc dm™ % mg dm?

G. (G.) knapperae 0028 Cacapava do Sul Native grassland 4.6 3.7 25 0.3 0.6 50 22 9 147 6 108 53 3.2 0.1

G. (G.) pastivus 0029; 0030  Santa Maria Cultivated pasture 4.9 8.0 52 22 0.4 55 28 18 - 84 60 - - -

G. (G.) pampas 883; 88§§ Uruguaiana Native grassland 4.8 122 73 2 238 49 11 30 86 3 32 4 18 0.1
. . 0038;0039; . Fragment of

G. (G.) riograndensis 0040 Rosario do Sul native forest 59 42 2509 0 63 1.2 19 46 358 328 0.3 27 0.5

G. (G.) riograndensis 0041 Rosério do Sul | ragment of 54 87 62 1.7 0.1 64 55 18 10 76 268 0.2 10.3 0.2
native forest

G. (G.) riograndensis 0042 Rosério do Sul Sl'aar‘]’tkaﬁgﬁc'a 48 23 09 04 08 28 15 14 7 6 80 04 2 02

G. (G.) nativus 0043; 0044 f.a”ta”ado Native grassland 5.1 1.6 0.7 0.5 0.2 38 08 8 114 3 68 13 14 03

ivramento

0045; 0046; . Fragment of

G. (G.) parvus 0047: 0048 Santa Maria native forest 49 3.8 23 0.7 0.6 36 28 14 126 53 60 03 15 04
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6.6 Conclusions

Six new species of Oligochaeta of the genus Glossoscolex were described:
Glossoscolex (Glossoscolex) knapperae n. sp., Glossoscolex (Glossoscolex) pastivus n.
sp., Glossoscolex (Glossoscolex) pampas n. sp., Glossoscolex (Glossoscolex)
riograndensis n. sp., Glossoscolex (Glossoscolex) nativus n. sp. and Glossoscolex
(Glossoscolex) parvus n. sp.
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7 CAPITULO V - EXTRACAO DE MINHOCAS DO SOLO COM SOLUCAO ATOXICA
ALTERNATIVA AO FORMALDEIDO"

7.1 Resumo

Solugbes contendo formaldeido em diferentes concentracdes sdo os extratores
quimicos mais utilizados na amostragem de minhocas, embora representem riscos
potenciais de contaminacdo ao homem e ao ambiente. O objetivo deste estudo foi
determinar a capacidade do extrato de cebola, uma solugcdo de baixo custo e potencial
poluente, alternativa ao uso do formaldeido, na extragdo de minhocas do solo.
Primeiramente, foram comparadas solu¢des de extrato de cebola (Allium cepa L.) nas
concentracoes de 25, 75, 125 e 175 g de cebola por litro de solugdo com a solugéao
padrdo para extracao de minhocas, formaldeido 0,5%, em solo argiloso pertencente a
classe dos Latossolos. Em uma segunda etapa, apds a determinagdo da concentracao
de extrato de cebola que apresentou capacidade comparavel a solucao padrdo de
formaldeido na extragcdo de minhocas do solo, realizou-se uma avaliagdo em solo
arenoso pertencente a classe dos Argissolos. Em solo argiloso, a solugao de extrato de
cebola na concentragdo de 175 g L' apresentou capacidade semelhante ou superior &
solugédo de formaldeido 0,5% na extracdo de minhocas do solo. Em solo arenoso, nao
foi observada diferencga significativa na capacidade das solu¢des de formaldeido 0,5% e
extrato de cebola na concentracdo de 175 g L' na extragcdo de minhocas adultas e na
biomassa fresca de minhocas. A solugdo de extrato de cebola apresentou capacidade
superior a solugdo de formaldeido no numero total de minhocas extraidas do solo. A
solucdo contendo extrato de cebola na concentragéo de 175 g L™ apresenta capacidade
semelhante a solucdo extratora padrao (formaldeido 0,5%) na extragdo de minhocas
em solos de textura argilosa e arenosa. O extrato de cebola pode ser uma alternativa
atdxica, eficiente e de baixo custo, alternativa a solugdo de formaldeido, para extracao
de minhocas do solo.

Palavras-chave: Oligoquetas; extratores; Allium cepa L.

' Trabalho aceito para publicacdo na Applied Soil Ecology.
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7.2 Introducao

Em solos, a avaliagdo da densidade populacional e biomassa de minhocas pode
ser realizada por diferentes métodos de extracdo, sendo que a coleta manual e o uso
de solugdes irritantes sdo frequentemente utilizados (RESSETTI et al., 2008). O
formaldeido € utilizado em métodos padrao (ISO 23611-1, 2002) de extracdo quimica,
por causa da sua elevada eficiéncia em expulsar minhocas do interior do solo. No
entanto, sua utilizacdo como solugao extratora tem sido questionada devido ao seu
potencial carcinogénico e destrutivo, representando riscos a saude humana e do
ambiente. Por esta razdo, buscam-se solugdes eficientes para extracao de minhocas do
solo, porém inofensivas ao homem e a vida animal e vegetal que habita os
ecossistemas.

A cebola (Allium cepa L.), assim como as demais espécies do género Allium,
caracteriza-se pelo seu teor de compostos sulfurados (SCHUNEMANN et al., 2006).
Quando os tecidos frescos da cebola sao danificados por corte, trituramento ou
maceracao, ocorre a destruicao de milhdes de células que liberam seu contetdo. Os
compostos sulfurados 1-propenil-L-cisteina sulféxido, através de uma reagdo enzimatica
catalizada pela alinase, produzem inicialmente, &cidos sulfénicos (acido 1-
propenilsulfénico, &acido piravico e amoénia) (RANDLE; LANCASTER, 2002;
SCHUNEMANN et al., 2006; MUNIZ, 2007). Os acidos sulfénicos sdo os intermediarios
altamente reativos que produzem imediatamente tiossulfinatos por reacdo de
condensacao (LANZOTTI, 2006). O acido propenilsulfénico transforma-se
espontaneamente em propanotial-S-acido, composto volatil reconhecidamente irritante
(RANDLE; LANCASTER, 2002; SCHUNEMANN et al., 2006). Possivelmente, estes
compostos acidos presentes no interior das células da cebola sejam eficientes na
expulsdo de minhocas do solo.

O objetivo deste trabalho foi determinar a capacidade do extrato de cebola na
extracdo de minhocas do solo.
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7.3 Material e métodos

O estudo foi realizado em dois municipios do Estado do Rio Grande do Sul
(Santa Maria e Santo Cristo), em areas com diferentes classes de solo (Argissolo e
Latossolo).

Para testar a eficiéncia na extracdo de minhocas, um estudo preliminar foi
realizado para definicAo das concentracoes de extrato de cebola que seriam
posteriormente comparadas a solugdo considerada padrao pela 1ISO 23611-1 (2002),
formaldeido 0,5%. Neste ensaio, foram avaliadas as concentracdes de 60, 80, 100, 170
e 200 g de cebola por litro de agua, utilizando-se quatro repeticbes por tratamento, em
solo de textura arenosa (14% de argila) classificado como Argissolo Vermelho-amarelo,
localizado sob pomar de citros no municipio de Santa Maria (Figura 7.1 A).

Figura 7.1 - Locais onde foram conduzidos os experimentos. (A) Pomar de citros,
municipio de Santa Maria, RS e (B) Lavoura de milho, municipio de Santo
Cristo, RS.

No experimento seguinte, quatro solugdes contendo diferentes concentracdes de
extrato de cebola (25, 75, 125 e 175 g de cebola por litro de agua) foram comparadas
com a solucao de formaldeido a 0,5%, para testar sua eficiéncia na extracdo de
oligoquetas do solo. Este ensaio foi realizado em solo de textura argilosa (39% de
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argila), em lavoura de milho, com 40 dias de implantacdo, cultivado em sistema de
plantio direto no municipio de Santo Cristo. O solo da é&rea foi classificado como
Latossolo Vermelho de textura argilosa (Figura 7.1 B). O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis repeti¢des.

Posteriormente, comparou-se a viabilidade da solucao de extrato de cebola que
apresentou maior eficiéncia na extragcdo de minhocas do solo no ensaio anterior (175 g
de cebola por litro de agua) com solugdo de formaldeido 0,5%. Esta avaliagdo foi
realizada no Argissolo sob pomar de citros no municipio de Santa Maria (Figura 7.1 B).
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos e seis repeticoes.

A solucao de formaldeido 0,5% foi previamente preparada em laboratério por
meio da diluicdo de 20 mL de formaldeido (37%) em quatro litros de agua. As solugdes
contendo extrato de cebola foram preparadas momentos antes da sua aplicagdo no
solo, sendo utilizadas cebolas de coloragéo branca, variedade Nacional, as quais foram
descascadas e pesadas em lotes correspondentes a cada tratamento. Em seguida,
cada lote foi fragmentado em liquidificador juntamente com 500 mL de agua, durante 60
segundos. Posteriormente, a solucéo foi filtrada em coador de tecido para retirada do
material vegetal e armazenada em recipientes plasticos com capacidade para 5 litros de
solugdo, completando-se o volume para quatro litros.

Os solos nos quais foram conduzidos o0s experimentos apresentaram as
seguintes caracteristicas: Argissolo (140 g kg de argila; 39 g kg™ de matéria organica;
pH H,O = 6,0; P = 39 mg kg'; K = 0,56 cmol, kg™'; Al = 0 cmol. kg™'; Ca+Mg = 7,60
cmol. kg') e Latossolo (390 g kg de argila; 21 g kg™’ de matéria organica; pH H,O =
5,7; P =4,5mgkg’; K=0,72 cmol, kg''; Al = 0 cmol. kg™'; Ca+Mg = 24,8 cmol. kg ™).

Em cada local analisado, foram amostrados seis pontos por tratamento, distantes
5 m entre si para evitar interferéncia na avaliagdo. Definido aleatoriamente o primeiro
ponto de coleta, foram retirados manualmente os residuos organicos presentes na
superficie do solo e, em seguida, fixado um anel metalico de 0,5 m de diametro e 0,05
m de altura, totalizando uma &rea de 0,196 m? (Figura 7.2). O anel foi fixado no solo a
uma profundidade de 1 cm.
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Figura 7.2 - Anel metdlico utilizado na extragdo de minhocas do solo.

Na sequéncia, aplicou-se um volume total de quatro litros da solugdo extratora
correspondente ao ponto avaliado na area interna do anel metélico. Durante um periodo
de dez minutos apds a completa infiltragdo da solugao (TANCK et al., 2000; ZABORSKI,
2003), procedeu-se a coleta das minhocas expulsas do solo, as quais foram retiradas
com o auxilio de pincas e armazenadas em recipientes plasticos, previamente
identificados, contendo etanol 70%, para posterior determinacdo da densidade
populacional e biomassa de minhocas.

As minhocas foram transportadas para o laboratério, onde foi realizada a
contagem e pesagem dos organismos para determinagcdo da densidade e biomassa
fresca de minhocas, respectivamente. Os dados de densidade populacional e biomassa
de minhocas foram transformados para area de um metro quadrado. Em seguida, foram
submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro,
com o auxilio do software SISVAR (FERREIRA, 2000).

Os resultados referentes ao numero total de minhocas, minhocas adultas,
minhocas jovens e biomassa foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
médias foram comparadas por andlise de variancia de regressao, por meio do programa
SISVAR (FERREIRA, 2000), utilizando o nivel de 5% de significancia. Os valores de
numero total, nUmero de minhocas adultas e biomassa fresca de minhocas extraidas

em solo arenoso pelas solugcbes de formaldeido 0,5% e extrato de cebola na
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concentragdo de 175 g L' também foram correlacionados através da andlise de
correlacao de Pearson, conforme metodologia descrita por Motta e Wagner (2003).
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7.4 Resultados e discussao

No experimento preliminar conduzido para definicdo das concentragcbes de
extrato de cebola que seriam posteriormente comparadas a solucao de formaldeido
0,5%, as solugdes contendo 60, 80, 100, 170 e 200 g de cebola por litro de agua
extrairam, em média, 19, 22, 27, 47 e 38 minhocas (jovens e adultas) por metro
quadrado, respectivamente. Estes resultados indicaram que, possivelmente, solucdes
contendo concentragdes iguais ou superiores a 200 g de cebola por litro de agua nao
proporcionariam aumento do numero total de minhocas extraidas do solo. Resultados
similares foram obtidos por Chan e Munro (2001) ao avaliarem o uso de suspensao de
mostarda na extracdo de minhocas. Os autores observaram que a densidade de
minhocas extraidas do solo aumentou com a elevacao da concentracao da suspensao
de mostarda até determinado ponto, quando a capacidade da solugao irritante comecgou
a diminuir.

Com base nos resultados obtidos no ensaio preliminar, definiram-se as
concentracdes de extrato de cebola testadas no experimento seguinte: 25, 75, 125 e
175 g de cebola por litro de solugdo. A concentracdo de 175 g foi definida por ser
intermediaria entre 150 (tratamento que apresentou maior eficiéncia na extracdo de
minhocas) e 200 g de cebola por litro de solugao.

Comparando a solugédo de formaldeido 0,5% (solu¢cdo padrdo) com as solugoes
contendo diferentes concentragdes de extrato de cebola, observou-se que o extrato de
cebola apresenta potencial para ser utilizado na extracdo de minhocas do solo na
concentracao de 175 g de cebola por litro de solugao (Figura 7.3). Nessa concentragao,
0 extrato de cebola apresentou eficiéncia semelhante a solugdo de formaldeido na
extracdo de minhocas adultas e superior na extragdo de minhocas jovens presentes no
solo de textura argilosa (Figura 7.3).

Em relacdo ao numero total e a biomassa fresca de minhocas extraidas do solo
pela aplicagdo das solugbes com diferentes concentragées de extrato de cebola,

observou-se que a medida em que houve aumento da concentracdo de extrato de
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cebola na solugao, ocorreram aumentos no numero total de minhocas expulsas do solo
e, consequentemente, nos valores de biomassa fresca de minhocas (Figura 7.4).
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Figura 7.3 — Nimero de minhocas adultas (A) e jovens (ind. m™@) (B) extraidas de solo
com textura argilosa pelo uso de formaldeido 0,5% e de solucbes
contendo extrato de cebola nas concentracdes de 25, 75, 125 e 175 g de
cebola por litro de solugéao. Média de seis repetigdes.

Solugdes contendo extrato de cebola em concentracdes inferiores a 175 g L' nao
sao recomendadas para extragdo de minhocas do solo, por apresentarem menor
capacidade de extracdo desses organismos, comparadas a solu¢cdo de formaldeido
(Figuras 7.3 e 7.4).

Na literatura disponivel, ndo ha relatos sobre o uso de extrato de cebola como uma
alternativa ao formaldeido na extragdo de minhocas do solo. No entanto, outras
solugdes ja foram testadas, como a mostarda (Brassica alba L.) em diferentes formas
(p6 ou liquida) (CHAN; MUNRO, 2001; GUNN, 1992; EAST; KNIGHT, 1998;
LAWRENCE; BOWERS, 2002; PELOSI et al., 2009), o ingrediente ativo da mostarda
Alil isotiocianato (AITC) (ZABORSKI, 2003; RESSETTI, 2006; COJA et al. (2008);
RESSETTI et al., 2008; PELOSI et al., 2009) e detergente doméstico (EAST; KNIGHT,
1998). Por causa da alta variabilidade nos resultados e ao baixo niumero de trabalhos



IS

ind

as,

Total de minhoc

185

comparando a eficiéncia de mostarda e da solugdo de formaldeido em ambientes
diferentes ao redor do mundo, o uso de mostarda e de seus derivados ainda € limitado
e pouco aceito.
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Figura 7.4 — Namero total (ind. m?) (A) e biomassa fresca (g m?) de minhocas (B)
extraidas de solo com textura argilosa pelo uso de formaldeido 0,5% e de
solugdes contendo extrato de cebola nas concentragdes de 25, 75, 125 e
175 g de cebola por litro de solucdo. Média de seis repeticdes.

Utilizando detergente (20 ml L") e mostarda (25 ml L") para extrair minhocas do
solo, East e knight (1998) observaram que a solugdo de mostarda foi tado eficiente
quanto o detergente na extracdo desses organismos. No entanto, apresenta a
desvantagem de ser mais cara e dificil de aplicar.

Ressetti et al. (2008) avaliaram a eficiéncia do reagente Alil isotiocianato (AITC),
fitocomplexo da mostarda sintetizado em laboratério, em relagdo a solugdo de
formaldeido 2,2 g L na extragdo de minhocas em diferentes sistemas de uso do solo.
Os autores avaliaram a densidade populacional e biomassa de minhocas extraidas em
trés sistemas: talhdo de plantio direto, pastagem perene e mata subtropical no Estado
do Parana. Os resultados variaram com a concentracao da solucao extratora (AITC nas
doses de 50, 100 e 150 mg L") e com o sistema avaliado. Embora a solugéo de

formaldeido tenha apresentado maior eficacia na extracdo de minhocas na pastagem
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perene € na mata, os autores consideraram o AITC promissor na determinacao de
densidade e biomassa de minhocas em areas agricolas manejadas em sistema de
plantio direto.

Na avaliacdo do extrato de cebola (175 g L") em relacdo & solucdo de
formaldeido 0,5%, verificou-se que nao houve diferenga significativa em relacdo ao
nuamero de minhocas adultas extraidas pelas duas solu¢gées em solo arenoso (Figura
7.5).
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Figura 7.5 — Minhocas adultas (ind. m®) (A) e correlagdo entre o nimero de minhocas
adultas extraidas de solo arenoso pelo uso de formaldeido 0,5% e solugéo
contendo extrato de cebola na concentragdo 175 g de cebola por litro de
solugéo (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Média de seis repetigcdes.

Coja et al. (2008) determinaram o potencial de cinco métodos comuns para a
amostragem de minhocas do solo (triagem manual, solucées de formaldeido e AITC,
extracdo por calor no aparelho Kempson e aplicacdo de corrente elétrica). Os
resultados indicaram que a aplicacdo das solugbes de formaldeido e AITC apresentou
menor eficiéncia, embora tenha proporcionado a extracdo de numeros elevados de

minhocas adultas. O maior niumero de individuos expulsos do solo foi verificado com o
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uso do aparelho de Kempson, seguido pelo método de corrente elétrica e pela triagem
manual.

Em relagcdo ao numero total de minhocas expulsas do solo arenoso, observou-se
que a solugado de formaldeido 0,5% foi significativamente inferior a solugdo contendo
extrato de cebola (175 g L™). Foi obervada correlacdo significativa entre o niimero total
de minhocas extraidas pelas duas solugbes extratoras, comprovando a eficiéncia da

cebola na extrag@o destes organismos (Figura 7.6).
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Figura 7.6 — NUmero total (ind. m™®) (A) e correlagdo entre o nimero total de minhocas
extraidas de solo arenoso pelo uso de formaldeido 0,5% e solugéao
contendo extrato de cebola na concentracdo 175 g de cebola por litro de
solugcao (B). Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Média de seis repetigcdes.

Analisando-se 0 tempo necessario para as minhocas emergirem a superficie do
solo apds a aplicacao da solucao extratora, observou-se que a expulsdo das minhocas
ocorre mais rapidamente apdés a aplicacdao da solucdo contendo extrato de cebola,
iniciando instantaneamente apds a completa infiltracdo do volume aplicado, enquanto
que € necessario esperar, aproximadamente, um minuto apdés a aplicacdo de

formaldeido, para que as primeiras minhocas comecem a emergir do interior do solo.
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Assim como para o numero de minhocas adultas, nao foi observada diferenca
significativa entre a biomassa fresca de minhocas (g m™) coletadas pelas solugdes de
formaldeido 0,5% e extrato de cebola (175 g L), sendo extraidos em torno de 25 g de
minhocas m? de solo. A andlise de correlagdo entre a biomassa fresca de minhocas

extraidas pelas duas solugbes demonstrou ser significativa (Figura 7.7).
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Figura 7.7 — Biomassa fresca de minhocas (g m™?) (A) e correlacdo entre a biomassa
fresca de minhocas extraidas de solo arenoso pelo uso de formaldeido
0,5% e solucdo contendo extrato de cebola na concentracdo 175g de
cebola por litro de solugdo (B). Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Média de seis
repeticdes.

Ressetti (2006) avaliou a densidade populacional, biomassa e diversidade de
espécies de minhocas em ecossistemas de um ambiente urbano da Universidade
Federal do Parana, visando determinar o impacto do processo de urbanizacao sobre a
populacdo de minhocas. A extragdo de minhocas foi realizada por método quimico,
utilizando-se solucdo de formaldeido a 0,22%. Foi verificada grande variagdo na
densidade populacional de minhocas, sendo encontradas 73, 44, 36, 23 e 17 individuos

por metro quadrado nos ecossistemas pastagem perene, plantacdo de manduirana
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(Senna macranthera Collad.), bosque, gramado e pastagem cultivada, respectivamente.
Foram encontradas as espécies exéticas Metaphire californica Kinberg (1867),
Amynthas gracilis Kinberg (1867) e Pontoscolex corethrurus Miiller (1857).

Em ambas as areas onde os experimentos foram realizados, foram coletadas
apenas espécies exoticas do género Amynthas, que sao comuns e abundantes em
ambientes alterados pelo homem. Minhocas desse género proporcionam aporte
continuo de material organico na superficie do solo em agrossistemas manejados em
sistema de plantio direto ou preparo reduzido (BROWN et al., 2006).

No solo de textura argilosa (Latossolo Vermelho) cultivado com milho, a Unica
espécie encontrada foi A. gracilis Kinberg, enquanto que no solo de textura arenosa
(Argissolo Vermelho-amarelo) sob pomar de citros, além de A. gracilis foram coletados
individuos de A. corticis Kinberg. No Sul do Brasil e na maioria das regides ja avaliadas
no pais, estas espécies encontram-se difundidas em elevadas densidades em solos
que sofreram interferéncia antrépica (BROWN et al., 2006).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que a solucao de extrato de cebola
pode ser utilizada na extracdo de minhocas do solo, como alternativa ao formaldeido
(0,5%). No entanto, estudos adicionais em outros ecossistemas e paises sao
necessarios a fim de confirmar estes resultados. Outra linha de pesquisa poderia
estudar os compostos quimicos presentes no extrato de cebola, responsaveis pelos
efeitos irritantes em minhocas. O isolamento dos compostos sulfurados (1-propenil-L-
cisteina sulféxido) e dos &cidos sulfénicos (acido 1-propenilsulfénico e acido piravico)
poderia resultar, futuramente, na sua produgao em escala, possibilitando a substituicao
do formaldeido por um composto menos téxico para os seres humanos e para o

ambiente.
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7.5 Conclusoes

A solugdo contendo extrato de cebola na concentragdo de 175 g L apresenta a
mesma capacidade que a solucdo extratora padrdao (formaldeido 0,5%) para extracao
de minhocas em solos de textura argilosa e arenosa.

O extrato de cebola pode ser uma alternativa atéxica, eficiente e de baixo custo,
alternativa a solucao de formaldeido, para extracao de minhocas do solo.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho contribuiu para o conhecimento da diversidade de minhocas em
ecossistemas naturais e antropizados do Estado do Rio Grande do Sul (RS) e
possibilitou a descoberta de novas espécies de minhocas. Desta forma, seria desejavel
complementar estes estudos através da inclusdo de novos pontos de amostragem e da
ampliacdo do numero de ecossistemas e municipios avaliados, visando aumentar o
conhecimento da diversidade de oligoquetas no RS.

Poucas espécies de minhocas nativas do Brasil foram estudadas em relacéo a
sua ecologia. Neste sentido, estudos ecologicos das novas espécies, bem como das
demais espécies nativas encontradas no Estado, sdo importantes para revelar sua
distribuicao e seu comportamento no ambiente, além da relagcdo que apresentam com
outras espécies de minhocas e organismos edaficos.

As analises moleculares das minhocas coletadas no Estado representaram
avangos na genética molecular de oligoquetas e constatou-se a caréncia de
informacdes sobre as sequéncias nucleotidicas destes organismos em bancos de
dados publicos. Assim, ha necessidade de realizagdo de estudos complementares dos
acidos nucléicos das espécies de minhocas presentes no Estado do RS. Para que as
ferramentas moleculares sejam mais utilizadas no processo de identificacdo de
minhocas, é fundamental que haja continuidade nos estudos de sistematica filogenética
e que estes sejam realizados com 0 maior numero possivel de espécies de minhocas.
Além disso, os dados obtidos devem ser disponibilizados em bancos de dados, para
que estejam acessiveis aos pesquisadores.

Estudos também poderdo ser direcionados a multiplicacdo e manutencao de
espécies nativas em cativeiro, bem como ao entendimento da contribuicdo destas
espécies para a funcionalidade dos ecossistemas.

O estudo sobre a viabilidade de utilizacao da cebola como solucédo atoxica e
alternativa ao uso do formaldeido na extracdo de minhocas do solo demonstrou sua
capacidade como solucao extratora. No entanto, faz-se necessario a aplicacdo desta
metodologia em outros locais. Além disso, outras plantas e extratos poderiam ser
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avaliados, visando disponibilizar solugdes extratoras de minhocas menos téxicas do

que o formaldeido, reduzindo a contaminagao de ecossistemas.
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(continua)

APENDICE A — Tabela contendo informagdes sobre a localizacéo, o tipo de ecossistema, o valor de pH e as espécies de
minhocas encontradas nos pontos amostrados no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto

Municipio

Ecossistema

Localizacao geografica

pH agua
(1:1)

Espécies encontradas

60
34
36
45

13
21
30
47
48
53
12
75
57
67
74
49
42

Rosério do Sul
Rosério do Sul
Santo Cristo
Santo Cristo
Santo Cristo
Santa Maria
Santa Maria
Cacapava do Sul

Nova Esperanca do Sul

Roque Gonzales
Roque Gonzales

Uruguaiana

Santana do Livramento

Cagapava do Sul
Alegrete

Santiago

Sao Francisco de Assis

Roque Gonzales
Santo Cristo

Dilermando de Aguiar
Dilermando de Aguiar

Vila Nova do Sul

acécia negra
acécia negra
bananeira
banhado
beira de cérrego
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo
campo nativo

campo nativo

deposicao residuos’

esterqueira bovina®

eucalipto
eucalipto
eucalipto

30°05’50,70” S
30°05’ 39,40” S
27°50’ 49,26” S
27°50’52,31” S
27°50° 55,73” S
29°45’49,60” S
29°39’ 56,42” S
29°39’ 36,90” S
29°22’ 34,50” S
28°09’ 43,30” S
28°09’ 43,30” S
29°49’ 15,80” S
30°47° 23,72” S
29°39’ 36,90” S
29°47°12,80” S
29°15’55,00” S
29°33’ 25,40” S
28°08’ 05,20” S
27°50’ 52,92” S
29°46’ 23,10” S
29°54’ 56,50” S
30°20° 23,80” S

54°37° 53,40” O
54°37' 48,90” O
54°38 42,86” O
54°38 43,08” O
54°38’ 46,28"0
53°03 02,90” O
53°55’02,79” O
54°30’ 09,50” O
54°46’ 04,70” O
55°00’ 22,90” O
55°00’ 25,20” O
57°04’ 56,70” O
55°22°08,77" O
54°30’ 09,50” O
55°43’ 43,20” O
54° 49’ 26,00” O
55°08’ 56,97” O
55°01’ 34,60” O
54°38’ 49,96” O
54°0543,10” O
54°19'48,70” O
53°51’ 58,40” O

4,8
4,2
57
4,9
5,2
6,1
4,6
4,6
5,8
5,2
59
4,8
5,1
5,1
4,6
4,6
4,7
7
6,1
5,8
4,9
4,9

Glossoscolex n. sp. 1

juvenis de Glossoscolecidae
Urobenus brasiliensis
Criodrilidae n. sp., Eukerrian. sp. 1
Pontoscolex corethrurus, Amynthas gracilis
Glossoscolex sp.

A. gracilis

Glossoscolex n. sp. 3
Juvenis de Glossoscolecidae
Amynthas corticis

A. gracilis

Glossoscolex n. sp. 2
Glossoscolex n. sp. 6

U. brasiliensis

P. corethrurus

A. gracilis

P. corethrurus

A. gracilis

A. gracilis

U. brasiliensis

Juvenis de Glossoscolecidae
Juvenis de Glossoscolecidae
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(continuacao)

APENDICE A — Tabela contendo informagdes sobre a localizacéo, o tipo de ecossistema, o valor de pH e as espécies de
minhocas encontradas nos pontos amostrados no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto Municipio Ecossistema Localizacao geografica pl-(lﬁ%u a Espécies encontradas
20 Cagapava do Sul eucalipto 30°54’ 37,96” S 53°25 22,78” O 4,2 A. gracilis, U. brasiliensis
24 Sao Vicente do Sul eucalipto 29°39°09,30” S 54°40’36,70” O 59 A. gracilis
25 Jaguari eucalipto 29°30°44,40” S 54°40’ 34,50 O 5,2 P. corethrurus
56 Séo Sepé eucalipto 29°49'52,10” S 53°45'45,20” O 4,6 A. gracilis
58 Alegrete eucalipto 29°52’20,20” S 55°35’02,00” O 6,2 A. gracilis
62 Sao Vicente do Sul eucalipto 29°38’58,90” S 54°32'34,70” O 45 Glossoscolex n. sp. 1
73 Itaqui eucalipto 28°5512,20” S 56°06’41,00” O 4,3 Microscolex dubius
5 Rosério do Sul frag. mata nativa 30°02’ 07,70 S 54°34'51,80” O 5,9 Glossoscolex n. sp. 1
6 Rosario do Sul frag. mata nativa 30°02’' 07,70” S 54°34’51,80” O 5,4 Glossoscolex n. sp. 1
7 Rosario do Sul frag. mata nativa 30°02’'07,70” S 54°34’51,80” O 4,8 Glossoscolex sp.

14 Santa Maria frag. mata nativa 29°39' 54,50” S 53°54’56,41” O 4.4 P. corethrurus

15 Santa Maria frag. mata nativa 29°39'53,38” S 53°54'55,35” O 4,3 A. gracilis, Metaphire californica
16 Santa Maria frag. mata nativa 29°39'53,43” S 53°54’55,28” O 4,3 A. gracilis, M. californica

17 Santa Maria frag. mata nativa 29°39' 43,58” S 53°54’51,09” O 49 P. corethrurus

18 Santa Maria frag. mata nativa 29°39'44,89” S 53°54’50,36” O 49 Glossoscolex n. sp. 5

32 Santo Cristo frag. mata nativa 27°50’ 49,77” S 54°3842,04” O 5,5 U. brasiliensis, A. corticis
33 Santo Cristo frag. mata nativa 27°50°51,57” S 54°38'41,07” O 5,7 U. brasiliensis, A. corticis
54 Cagapava do Sul frag. mata nativa 30°31'33,80” S 53°26’57,00” O 6,1 Glossoscolex sp.

59 Santa Maria frag. mata nativa 29°59' 15,40” S 54°28 18,40” O 4,7 P. corethrurus

61 Rosario do Sul frag. mata nativa 30°14°30,40” S 54°54°12,50” O 4 Eukerria saltensis

64 Santiago frag. mata nativa 29°15°47,10” S 54°49’ 50,00” O 5,4 A. gracilis

65 Jaguari frag. mata nativa 29°21° 05,20” S 54°45' 20,60” O 54 juvenis de Glossoscolecidae
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(continuacao)

APENDICE A — Tabela contendo informagdes sobre a localizacéo, o tipo de ecossistema, o valor de pH e as espécies de
minhocas encontradas nos pontos amostrados no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto Municipio Ecossistema Localizacao geografica pl-(l1é:$)u a Espécies encontradas
71 Magambara frag. matanativa  28°41'31,00"S 55°54'09,30°0 53  moscolexn. sp. 1, juvenilde
77 ltaara frag. mata nativa 29°38'51,60” S 53°44’44,55” O 5,1 U. brasiliensis
51 Santa Maria gramado residencial 29°41’53,19” S 53°45’ 20,57” O 5,4 Glossoscolex n. sp. 2
19 Tupancireta lavoura de aveia 29°55' 30,42” S 53°49'59,25” O 5,5 P. corethrurus, Glossoscolex sp.
27 Jaguari lavoura de milho 29°28' 22,50” S 54°41’ 39,60 O 49 P. corethrurus
31 Santo Cristo lavoura de milho 27°5048,01” S 54°38'42,98” O 5,9 A. gracilis
38 Santo Cristo lavoura de milho 27°50’ 48,81” S 54°3844,93” O 5,7 A. gracilis
39 Santo Cristo lavoura de milho 27°50’ 49,55” S 54°38' 46,86” O 5,6 A. gracilis
70 Julio de Castilhos lavoura de soja 29°03’15,80” S 53°35'03,10” O 4,9 P. corethrurus, A. gracilis
9 Sao Gabiriel lavoura de trigo 30°22°11,60” S 54°11°17,60” O 6 E. saltensis
46 Santa Rosa lavoura soja 27°5437,10” S 54°32'49,30” O 5,5 A. gracilis

1 Santa Maria mata ciliar 29°42 46,50” S 53°56’ 06,50” O 6 U. brasiliensis

23 Sao Vicente do Sul mata ciliar 29°39'09,30” S 54°40’36,70” O 6,5 A. gracilis

28  Jaguari mata ciliar 29°22' 44,70” S 54°44’ 49,40” O 5,3 fr/sgsjg;gzg’s‘ uruguayensis

29 Jaguari mata ciliar 29°22' 44,70” S 54°44’ 47,60” O 6,5 gr'a‘éfl‘i’g“ay ensis uruguayensis, A.

55 Cagapava do Sul mata ciliar 30°2302,90” S 53°30’37,30" O 6 P. corethrurus

66 Jaguari mata ciliar 29°17°30,80” S 54°51’23,90” O 6,5 M. californica

68 Santa Maria mata ciliar 29°42' 26,60 S 53°46’11,40” O 7 U. brasiliensis

72 Barra do Quarai E:;?#i(lehgstadual do 30°11°03,80” S 57°29 43,60 O 7 U. brasiliensis, M. dubius, E. saltensis
37 Santo Cristo pastagem cultivada 27°50°50,51” S 54°3843,95” O 5,5 A. gracilis
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(conclusao)

APENDICE A — Tabela contendo informagdes sobre a localizacéo, o tipo de ecossistema, o valor de pH e as espécies de
minhocas encontradas nos pontos amostrados no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto Municipio Ecossistema Localizacao geografica pl-(lﬁ%u a Espécies encontradas
40 Santo Cristo pastagem cultivada 27°50°51,32” S 54°38’ 46,00” O 5,5 A. gracilis
41 Santo Cristo pastagem cultivada 27°50°54,87” S 54°38 44,22” O 5,1 A. gracilis
44  Santa Maria pastagem cultivada 29°43’ 05,32” S 53°42' 25,19” O 4,9 fp’ojs%sgggé;ngszpGé‘l’jfe‘if;"r’]e’; S_' ]
50 Formigueiro pastagem cultivada 29°56°45,00” S 53°37' 30,00” O 5,6 A. corticis
63 Santiago pastagem cultivada 29°15°10,40” S 54°51'54,04” O 4 A. corticis
76 ltaara pastagem cultivada 29°38’ 55,50 S 53°44’'41,38” O 55 Glossoscolex n. sp. 2, Glossoscolex sp.
10 Sao Gabiriel pinus 30°21°09,40” S 54°08 38,30” O 5,7 Aporrectodea trapezoides
26 Jaguari pinus 29°28' 22,50” S 54°41’38,40” O 4.4 A. gracilis, P. corethrurus
52 Cacapava do Sul pinus 30°54 35,44 S 53°25 13,46” O 6,8 g’ggrsl‘c’z;‘s’fgx sp., Amynthas
43 Santa Maria pomar de citros 29°43' 06,14” S 53°42'30,36” O 5,2 A. gracilis
22 Mata varzea em pousio 29°39’'50,08” S 54°2937,05” O 4,9 Kerriona n. sp. 1
35 Santo Cristo varzea em pousio 27°50'54,23” S 54°38 42,42” O 49 Eukerrian. sp. 1

"local de deposicao de residuos organicos domiciliares.

% local de deposicao de esterco solido de bovinos.
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i (continua)
APENDICE B — Tabela contendo informagdes sobre os porcentuais de matéria organica (MO) e argila, textura, teores de
fosforo (Mehlich), potéssio, célcio e magnésio, soma de bases, CTCefetiva € CTCph7,0 dos pontos amostrados

no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

MO Argila Fésforo  Potassio Calcio Magnésio SB
Ponto Textura 3 3 CTCoetetiva CTCphr,0

(%) (mg dm™) (cmolc dm™) (%)

8 1,5 14 4 6 80 0,9 0,4 28
60 1,8 17 4 7,6 60 4,6 1,2 49,1 7,3 12,1
34 2,1 36 3 4,5 276 20 3,9 88 24,6 28,1
36 2 38 3 5,3 124 16,2 3,7 75 21,2 27,1
45 1,9 12 4 76 112 4,5 0,7 66 5,6 8,3
2 2,1 15 4 26,9 88 2 1 67 3,2 4.8
13 1,6 17 4 4,5 88 0,9 0,4 26 3,1 5,9
21 2,2 9 4 6 108 2,5 0,3 50 3,7 6,2
30 1,2 9 4 6 48 1,6 0,2 47 1,9 4.1
47 2,8 26 3 2,2 28 11,8 2,8 75 14,9 19,6
48 2,8 25 3 3,7 32 11,3 3,1 82 14,5 17,6
53 1,1 30 3 3 32 7,3 2 49,1 12,2 19,1
12 0,8 8 4 3 68 0,7 0,5 38,2 1,6 3,6
75 3,7 22 3 16,2 64 9,6 2,8 66,9 12,8 18,7
57 2,1 13 4 40,7 48 4,5 1,1 51 6,2 11,2
67 7,1 27 3 9,3 228 7,4 1,6 41 11,9 23,3
74 2,4 16 4 5,3 60 0,3 0,1 53 4,2 10,8
49 10,7 25 3 76 400 22,1 4.4 96 27,5 28,6
42 3,1 72 1 53,1 800 6,5 3,9 84 12,4 14,9
3 2,2 9 4 8,4 44 2,5 0,3 51 2,9 5,7
4 0,7 8 4 6 44 0,6 0,2 30 1,4 3,1
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i (continuacao)
APENDICE B — Tabela contendo informagdes sobre os porcentuais de matéria organica (MO) e argila, textura, teores de
fosforo (Mehlich), potéssio, célcio e magnésio, soma de bases, CTCefetiva € CTCph7,0 dos pontos amostrados

no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto MO Argila Textura Fésforo P_3otéssio Calcio Ma_39nésio SB CTCoin CTCore
(%) (mg dm™) (cmolc dm™) (%)
11 2,2 19 4 5,3 124 1,3 0,8 26 5,3 9,3
20 3,6 15 4 9,3 64 3,9 0,5 34 6,3 13,3
24 1,7 15 4 76 72 21,2 0,9 93 22,3 24
25 1,2 6 4 3,7 44 1,4 0,3 42 2,1 4,3
56 5,2 21 3 18,9 172 4 2,2 54,3 7,5 12,1
58 6,9 20 3 32,3 164 19,7 3,1 91,2 23,3 25,5
62 3,3 13 4 33,4 104 5,3 1,1 49,2 7,1 13,6
73 4,2 19 4 3,7 24 2,1 0,8 28,4 8,8 10,4
5 1,2 19 4 35,8 328 2,5 0,9 63 4,2 6,7
6 5,5 18 4 76 268 6,2 1,7 64 8,7 13,5
7 1,7 20 3 5,3 56 1,6 0,4 26 3,3 8,3
14 3,3 27 3 6 104 2,4 0,8 28 6,9 12,2
15 1,8 16 4 3,7 98 1,1 0,4 12 3,7 14
16 1,8 16 4 3,7 98 1,1 0,4 12 3,7 14
17 2,8 14 4 5,3 60 2,3 0,7 36 3,8 8,7
18 2,8 14 4 5,3 60 2,3 0,7 36 3,8 8,7
32 7,5 16 4 6,8 224 18,7 5,3 86 24,6 28,5
33 3 34 3 3 344 15,9 3,4 89 20,2 22,7
54 4,9 18 4 9,3 120 3,2 0,8 63,2 4,2 6,7
59 2,5 13 4 15,3 68 4 0,8 56,7 5,4 8,9
61 3,4 53 2 16,2 64 13,6 5,1 40,8 26,8 46,3
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i (continuacao)
APENDICE B — Tabela contendo informagdes sobre os porcentuais de matéria organica (MO) e argila, textura, teores de
fosforo (Mehlich), potéssio, célcio e magnésio, soma de bases, CTCefetiva € CTCph7,0 dos pontos amostrados

no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

Ponto MO Argila Textura Fésforo P-sotéssio Calcio Ma-sgnésio SB CTCoin CTCore
(%) (mg dm™) (cmolc dm™) (%)

64 4,2 18 4 12,6 376 17,3 3,4 86 21,8 25,2
65 3,7 35 3 2,2 184 9,5 1,9 77,3 12 15,4
71 2,8 43 4 8,6 68 7,3 2,1 57,7 8 13,8
77 2,9 31 4 17,4 96 13,6 3,2 85,4 4,9 11,3
51 1,3 14 4 62,8 96 3,3 0,9 66,6 4,6 6,7
19 1 21 3 18,9 144 2,3 0,8 58 3,5 6

27 1,6 25 3 7,6 32 3,1 1 43 5,7 9,7
31 2,3 48 2 15,3 280 20,9 3,9 90 25,5 28,3
38 2,1 36 3 4,5 276 20 3,9 88 24,6 28,1
39 2,0 38 3 4,5 276 22 3,7 85 24,6 28,1
70 2,7 18 3 17,5 158 5,3 2,4 55,2 3,2 8

9 2,1 30 3 57,8 212 5,4 2,6 80 8,5 10,7
46 1,7 85 1 4,5 168 3,6 1,3 64 5,3 8,4
1 3,9 14 4 37 220 5,7 1,9 80 8,2 10,2
23 3,6 9 4 76 168 13,8 1,1 94 15,3 16,4
28 1,6 14 4 6 120 4,7 1,2 71 6,3 8,7
29 4,4 9 4 18,9 224 12,5 0,6 92 13,7 14,8
55 2,7 10 4 23,8 60 8,6 2,1 86,6 10,9 12,6
66 3,9 21 3 12,6 172 21,5 2,1 92,3 24 1 26,1
68 3,8 15 4 44 194 6,1 1,7 76 9,6 10,8
72 1,1 19 2 1,5 28 7,1 1,7 84,7 9,6 16,4
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APENDICE B — Tabela contendo informacées sobre os porcentuais de matéria organica (MO) e argila, textura, teores de
fosforo (Mehlich), potéssio, célcio e magnésio, soma de bases, CTCefetiva € CTCph7,0 dos pontos amostrados

no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulos 1 e 2).

MO Argila Fésforo  Potassio Calcio Magnésio SB
Ponto Textura 3 3 CTCoetetiva CTCphr,0
(%) (mg dm™) (cmolc dm™) (%)
37 39 3 4,5 264 16,6 3,4 85 20,7 24,2
40 39 3 4,5 264 16,6 3,4 85 20,7 24,2
41 2,9 26 3 0,7 32 6,7 3,9 66 11,6 16,2
44 2,8 18 4 8,4 60 5,2 2,2 55,2 8 13,8
50 4,9 12 4 76 200 71 1,5 70 9,1 13
63 3,1 31 3 4,5 48 0,7 0,5 5,4 6 23,1
76 4,7 17 4 9,8 126 3,3 0,9 66,3 4,1 7,6
10 2,8 13 4 46 108 2,9 0,9 59 4,1 6,9
26 1,9 24 3 2,2 16 1,4 0,1 15 5,5 10,2
52 0,3 27 3 142,3 28 3,3 0,4 86 3,8 4,4
43 1,2 13 4 76 96 3,1 0,7 48,1 41 8,4
22 19 32 3 7,6 82 7,5 2,3 56 15,3 11
35 2,3 51 2 1,5 76 15 3,5 68 19,6 27,4
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APENDICE C — Sequéncias de nucleotideos da regido do gene mtDNA da subunidade |
da citocromo c oxidase (COIl) de novas espécies de minhocas
coletadas no Estado do Rio Grande do Sul (Capitulo 3).

Fimoscolex n. sp. 1

gtgtgagccggaatactgggtgcaggaataaaactcttgaticgtattgaactaaggcagccaggggcattcttaggcagtgatcaactattataacaca
gtggttactgcgcatgcctttctaataatcttittcctagtaatgccagtatttatiggcggatttggtaactgactccttccacttatacttggagccccggacata
gcattcccacgactaaataacttaagattttgattgctcccgecatccttaattttattagtgtcctcagctgcagtagaaaagggtgcaggaactggatgaa
ctgtatatcctcccttatcaagtaaccttgctcatgcgggceccctccgtaaatctagcaatcttctccctccatttagegggtgcectcctctattttaggggcecatt
aactttattacaactgtaatcaacatacgctgaaaaggtcttcaactagagcgcatcccactttttgtctgagcagtagtaattactgtggtactactactcct
atcactccctgttcta

Glossoscolex n. sp. 1

aacactatattttatcctgggggtttgagcaggaataattgggtcgggtataagactactaaticgtgtagaattaagacaacctggagcctticttggaaga
gatcagctttataatacagtcgttacagctcacgcctttctaataatcttcttictagtaatgccagtctttattgggggcttcggaaactgacttctacctcttatat
taggcgccccagacatagcattccctcgactcaataatttaaggttttggcttttaccaccttcattaatcctectagtttcatcagcagcetgtigaaaaaggce
gccggtacaggatgaactgtttaccctccgetagctagaaatttagcgcatgeccggeccatetgtagatctcgeaattttctcactccacttagetggggect
catctattttaggggctattaactttattaccactgtaattaatatacgatgaaaggggcttcaactggaacgaattccactttttgtttgggcagtagtaattac
agttgttttacttcttctttcccttccagtactagcaggcegctattaccatactcctaacagaccgaaatttaaacacctcgttctttgatcccgetggtggggag
gacccaatcctatatcaacatctttic

Glossoscolex n. sp. 2

tagcatgtgtattttatcttaggagtttgagcaggtatagtaggagctggaataagtctattaatccgaattgaactaagtcaaccaggggccitttttaggca
gagaccagctttacaatacaattgtaactgctcatgcatttgtaataattttctttttagtaataccaatttttattggggggtttggtaactgattattaccactaat
attaggagcacctgatatagcatttcctcgactaaataacctaagatttigattattgcccccatctttaattttatiggtatcticggcagcetgttgaaaagggtg
cagggacaggttgaactgtttaccctcccttagctagaaatctagcacatgcgggceccticagtaaatctagcaatttttictcticatitagcaggagcttcat
caattttaggtgcaattaattitatcacaactgtaattaatatacgtigacaaggattacgattagaacgaatacctctgttigtatgagcagtagtaattaccgt
tgtactattacttttgtctcticcagttttagcaggagctattacaagttactaacagatcgtaatcttaatacttcgtttttcgaccctgetgggggtggaga

Glossoscolex n. sp. 6

aactctatatttcattttaggcgtatgagccggaataattggggcggggataagattattaaticgaattgaattaagacagccaggagcatttttaggaag
agatcaactatataatactgttgtaactgctcatgcattictaataattttctttctagtaataccagtttttatcggcggttttggaaattgacttctacccataatac
ttggagcacctgatatagcctttccacgactaaataacctgagcttttgattactacctccatctctaatictgctagtatcctcagcaactgtagaaaagggg
gcaggaactggatgaacagtttatccacccctagcaagaaaccttgcacatgctggaccgtctgttgatttagcaatttictcccttcacttagcaggagcec
tcatctattttaggagctattaactttattacaactgtaattaatatacgatgaaaaggtctacaactagagcgaattcctctatttgtctgagctgtagtaattac
tgttattttacttctattgtcactaccagtccttgcaggagcaatcactatactattaacagatcgaaatcttaatacatcattttttgatcctgccggeggagg

Eukerrian. sp. 1

aacactatatttcattctaggagtatgagctggaataattggggccgggataagtttattaaticgaattgaattaagacaaccgggggcattcttaggaag
tgaccaactatataatacaattgttacagcacatgcgttccttataatcttttttttagttataccagtgtttattggtggcticggaaactgacttttacctctaatge
ttggggcaccagatatagcattcccgcgactcaacaacataagattctggcttctcccaccgtcactaattctactagtgtcticagcggcagtagaaaag
ggagctggaaccggatgaactgtttaccctcccctigcaagtaatatagcacacgccggeccgtcagtagacctagcaatcttttccttacacctagetgg
tgcatcatcaattttaggggcgatcaatttcattactacagtaattaatatacgatgaaacggcctacgattagaacgaatccccctatttgtatgagccgta
gtaatcactgtagtgcttcticttttatcacttcctgtactagctggagcaattactatacttitaacagaccgaaatctaaacacctcattctttgatcctgegggt
ggtggagatccagtattataccaacatctgttc

Criodrilidae n. sp. 1

ttgtcggtgtggccgggaatagtiggtgectgaataatactcectggtgcegtttttaggcggaggccaagcatataacactatttactagagcacgtccttcat
cataattattttccttgtcatgcctgtaatcattggtggcetttgggaaacggctactcccgctaatattggtgcccgatataacatttccgegtcttaataacctaa
cattttgacttctaccaccataactaatcttacttgtctcatcaacagcggcataaaaaggagctgaaacaggatgaactgtatacccgcecattaaccaga
aacctagcccatgctggggcgtcagtcgacttagctattttctctctctacctigetggggtatctticaattttaggtgetattaacttcatcacgactgtaattaa
catacgactgtaattaacatacaatgaagaggcctacgtctagagcgaattcctctatttgtgtggggcgtaata




205

ANEXOS



206

santa '°"""'a santa Catay;,

Passo Fundo
@
ARGENTINA ARGENTINA
LTS @M 1
1 s ormas.
e : K -

GOVERNO DO ESTADD SOVERND DO §5TADO

EI0 GRANDE DO SUL RID GRANDE DO SUL

“FENTARI % 5 GRS, Ty
FerUA A § M o LR £ AGMTACD

L

@ EHENS  Fepagro 9
Epe  ImREER
< | [N

@ THETS  Fepagra £

Paiotas ®
EmTgpa Mriitro 83 Agriu. =i »
Fecliana e Abastscrment

URUGUAI

9 16
Wtz a3 4

2 2
L R

ANEXO A — Médias de temperatura minima e maxima para o Estado do Rio Grande do Sul. Fonte: CEMETRS, 2011.
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ANEXO B — Temperatura média anual e precipitacao pluviométrica média para o Estado do Rio Grande do Sul. Fonte:

CEMETRS, 2011.
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ANEXO C — Médias de umidade relativa do ar e radlagao solar anual para o Estado do Rio Grande do Sul. Fonte:
CEMETRS, 2011.




