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RESUMO

As minhocas possuem atividades que podem levar a importantes mudangas no solo, em
atributos quimicos, fisicos e microbioldgicos. Contudo, pouco se sabe sobre a influéncia que
as minhocas de grande porte, os minhocugus, exercem nos atributos do solo. Portanto os
objetivos deste estudo foram avaliar os atributos quimicos, fisicos ¢ microbioldgicos de
coprolitos de Rhinodrilus alatus Righi (1971) quando comparado ao solo controle.
Incubaram-se cerca de 5 gramas de coprolitos e solo controle por periodos de 0 hora até 32
dias. Realizaram-se analises fisico-quimicas (pH, macro e micronutrientes, textura), analises
de N-NH;4" e N-NO3", C-BMS ¢ emissdo de gases de efeito estufa (GEE) de coprolitos e de
solo controle (onde os minhocugus foram incubados). Os coprolitos de Rhinodrilus alatus
apresentaram diferengas significativas em alguns nutrientes em comparacdo com o solo
controle como: pH, H+AI, N-NH,4" ¢ N-NOj5", C-BMS, qCO,, e micronutrientes. Fe apresentou
umas das maiores diferencas significativas (37 %). A emissdo de CH4 pelo solo controle e
pelos coprolitos ¢ infima quando comparado a estudos sobre a emissdo de CH4 pelo intestino
da minhoca. A emissdo de CO; nos coprdlitos e no solo controle reflete as varidveis a que os
microrganismos sdo submetidos, como umidade e temperatura. A alta emissdo de N>O nos
primeiros estagios de incubacdo do coprolito (0 a 24 horas) se da principalmente, pelo fato de
as bactérias presentes no intestino, sendo elas metanogénicas, fermentadoras e principalmente
as redutoras de nitrato, serem estimuladas durante a passagem no intestino, ou seja, acredita-
se que a principal via de transformagdo e emissdo de N,O seja através da desnitrificacao.
Portanto, os coprolitos de R. alatus apresentaram propensdo a emitir os trés GEE
mencionados no estudo, esses resultados evidenciaram importantes efeitos das minhocas
sobre atributos do solo, que devem ser estudados em maior detalhe, visando entender como
essas mudancgas acontecem e quais sdo os fatores responsaveis.

Palavras-chave: Rhinodrilus alatus; minhocugu; macronutrientes; biomassa microbiana;
gases de efeito estufa.



ABSTRACT

Earthworms, due their activities, can lead important changes in soil chemical, physical and
microbiological attributes. However, not much is known about the impact of large
earthworms (minhocugus) on the soil attributes. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the greenhouse gases emissions, as well the chemical, physical and microbiological
attributes of casts of Rhinodrilus alatus, Righi (1971), compared to control soil. Five grams of
casts and control soil were incubated in periods from O hour to 32 days. The following
analysis were carried out: physical and chemical analyses (pH, macro and micronutrients,
texture), N-NH,", N-NOs, C-BMS and greenhouse gases emissions of the casts and control
soil. The incubated Rhinodrilus alatus casts had significant differences regarding some
attributes compared to control soil, such as pH, H+Al, N-NH," and N-NO5", C-BMS, qCO,
and micronutrients. However, Fe and organic carbon presented the most conspicuous
differences: with 37% and 14% higher, respectively. The CH4 emissions in control soil and
casts are not significant when compared to studies of CHj emissions in intestine of
earthworm. The CO, emission in the casts and in the control soil reproduces the variables to
which the microorganisms are subjected, such as humidity and temperature. The high
emissions in N,O the first stages of the casts incubation (0 to 24 hours) were mainly due to
the presence of gut bacteria (methanogenic, fermenting and nitrate reducers), which are
stimulated during the transit of the soil in the intestine. And it seems that way of
transformation and emission of N,O happens through denitrification. Therefore, R. alatus
casts were predisposed to emit the three GHGs mentioned in this study. These results
evidenced important effects of earthworms on soil attributes, which should be studied with
more detail, in order to understand how those changes happen and what are the factors
responsible for that.

Keywords: Rhinodrilus alatus; minhocugu; macronutrients; microbial biomass; greenhouse
gases.



SUMARIO

L. INTRODUGAQ ..ouuiniitnninnncisnicississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssses 1
2. MATERIAL E METODOS ....ouuiiirnisnsisnsssssssssssssssmsssssmsssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssss 5
2.1. DESCRICAO DA AREA ....ouuicirncsssnsssssmsnsssmssssssmssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
2.2. PREPARO DO SOLOu..uuciuiiiuiinnensnnnsaenssnecssensssesssesssassssassssssssasssssssssssssessssssssssssssssssssasss 5
2.3. ESPECIE UTILIZADA .....ovevteeuesresressessesssssssessessessessessessessessssessssessessessessessessessessssens 5
2.4. EXPERIMENTO PARA COLETA DE COPROLITOS DE R. ALATUS........ccoon... 6
2.5. ATRIBUTOS DE SOLO E EMISSAO DE GASES .....ccoeeereeerereerereseesesessesesessesssessesens 7

2.5.1. Biomassa Microbiana d0 SOl ........coereerieriereeiieniinie ettt e 7

2.5.2. Caracterizagao qUIMICA € fISICA....uevuiirierieriierie e sieste et e st te et e be et et beebeenseeneeens 8

2.5.3. Nitrogénio Inorganico (N-NH4" € N-NO3 ) ...cccercererieieiriiniinierieieesese e neenens 8

2.5.4. ANALISE CINHS ...ttt sttt 8

2.5.5. Temperatura dO SOL0 € AT ....coiiiiiierireeiesie ettt bbb bbbt eae e 8
2.6. COLETA E ANALISES DE AMOSTRA DE AR .....cuoveueereereereeressessessessessesssssssssessesses 9
2.7. ANALISES ESTATISTICAS ....ccvvetumcrmmcsmmnscsmsssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssess 10
3. RESULTADOS ..ccuiiiiiitintinnnensnenssesssecsssesssessssssssassssssssssssasssssssssssssassssssssssssassssassssssssasss 11
3.1. CARACTERIZACAO QUIMICA E FISICA......coiuircirncirncsssnsssssnsssssnsssssassons 11
3.2. CARACTERISTICAS DE QUOCIENTE METABOLICO E BMS.........ccecevvevrnunnee 14
3.3. TEOR DE NHy" E NO3 wuiicininnissicisscsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
3.4. FLUXOS DE GEE.....uuuuuiriinninnrinnninnnensnecnnecssenssnesssessssessssssssssssessssssssssssassssesssssssssssss 18
3.5. EMISSAO ACUMULADA (PRODUCAQ DE GEE) ......coeerreeerrerersrnsnessssssesessssesnns 21
4. DISCUSSAQ ....uuerirnicnnsississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA ......coverrerrerresressessessessesssssssssssssssssessessessessessessessssases 23
4.2. QUOCIENTE METABOLICO, BMS E UMIDADE ........oeoevrenrerrersernerncsecsssessessessens 25
4.3. TEORES DE NH," E NOj ..covueerrerresssessssssesssssssessssessessssssssssssessesesssssssessesssessssssesasses 26
4.4. EMISSAO E FLUXOS DE GEE.........ccoceeevrrrerenene 27

4.4.1. C-CHy € emisSa0 acCumUlada ........oooeeeiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 27

4.4.2. C-CO; € emisSao acCumUlada ........ooooveiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 28

4.4.3. N-N,0O € emissao acumulada...........cooeeiriiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e aanaeas 28

5. CONCLUSOES ... oteeeeeeveceessensessssessenssssssssssssssesssssssessesssssssensssssssssssssssssssssssssesssssssessssssssnes 30



6. LITERATURA CITADA

7. APENDICES ...eeeeeveveenne



1. INTRODUCAO

A atmosfera da Terra € constituida principalmente por Nitrogénio (N,), Oxigénio (O,)
e Argonio (Ar). Esses gases possuem intera¢do limitada com o Sol e ndo interagem com a
radiagdo infravermelha refletida pela Terra. Porém, existem alguns gases conhecidos como
gases tragos: didoxido de carbono (CO,), metano (CHy) e 6xido nitroso (N,O), que absorvem e
emitem radiacdo infravermelha. Esses gases sdo conhecidos como gases de efeito estufa
(GEE), e possuem um papel importante na regulacdo da temperatura do planeta (Machado,
2005).

O solo possui um papel fundamental nas emissdes e nos ciclos dos gases atmosféricos
(Nyborg et al., 1995), sendo fonte e reserva de elementos do ciclo do C e N. O N,O pode ser
emitido para a atmosfera através de dois processos bioldgicos, a nitrificagdo e desnitrificagao.
A nitrificagdo ocorre em duas etapas: nitritagdo em que NHs* (amoénio) ¢ oxidado por
bactérias do género Nitrosococus sp., Nitrosospira sp., Nitrosomonas sp., ¢ transformado em
nitrito (NO;"), e nitratagdo em que o nitrito € oxidado e transformado em nitrato (NO3~) por
bactérias do género Nitrococus sp., Nitrobacter sp. (Moreira e Siqueira, 2006). A
desnitrificacdo ocorre em ambientes anaerdbicos, nos quais bactérias facultativas oxidam o
NOs- a N,. A emissao de oxido nitroso resulta de processos e interagdes entre a microbiota e
os fatores fisico-quimicos do solo.

A formag¢do de CH4 no solo depende das condigdes de aeracdo, e ocorre de duas
formas: oxida¢do e metanogénese. Esse segundo processo ocorre em condigdes anaerdbicas,
sendo o metano o produto final da decomposicao de materiais organicos, podendo tornar o
solo fonte de CH4 (Moreira e Siqueira, 2006). A emissdo dos GEE esté ligada diretamente a
atividade microbiana do solo (Drake et al. 2006; Drake e Horn, 2007). Alguns autores
consideram que a emissao de metano (CHy4) pelas minhocas € nula ou que a capacidade das
bactérias metanogénicas no conteudo intestinal e nos coproélitos das minhocas parecem ser
insignificantes.

Diversos estudos relacionam as minhocas (um dos animais mais ativos do solo), com
a producao de GEE, decorrentes da vasta populacdo microbiana existente em seu trato
intestinal. (Depkat-Jakob et al., 2012; Schulz et al., 2015). Esses organismos da fauna do solo
sdo importantes, atuando ativamente para a bioturbagao do solo, especialmente, as espécies de

porte avantajado, vulgarmente chamadas de minhocugus. Essas minhocas sdo espécies que



possuem mais de 30 cm de comprimento e cerca de 1 cm de diametro corporal (Brown e
James, 2007). Por causa de seu tamanho e as atividades que desempenham, as minhocas sao
conhecidas como um dos agentes principais na estruturacdo do solo, sendo chamadas de
“engenheiras do ecossistema”, juntamente com os cupins e as formigas (Lavelle et al., 1997).

Ao ingerir uma mistura de particulas organicas e minerais, e secretar abundante muco
intestinal, as minhocas ativam a microbiota do solo no trato digestivo (Lavelle, 1997).
Estudos recentes mostram que algumas espécies de minhocas européias que pertencem a
familia Lumbricidae, emitem N, e 6xido nitroso (N,O) e suas atividades podem influenciar a
taxa de emissdo dos gases nitrogenados nos solos que habitam. Outros estudos realizados aqui
no Brasil comprovam que espécies como Eudrilus eugeniae e Rhinodrilus alatus, emitem
CH, in vivo (Depkat-Jacob et al., 2012).

Apo6s a passagem do solo pelo intestino da minhoca, esta defeca e o excremento ¢
chamado de coprolito. Coprolitos sdo agregados biogénicos enriquecidos por compostos
nitrogenados do metabolismo das minhocas, por meio da excrecdo de urina (Lee, 1985),
também sdo largamente conhecidos por apresentar propriedades benéficas para o
desenvolvimento das raizes (Nijhawan e Kanwar, 1952; De Vleeschauwer e Lal, 1981;
Molungoy e Bedoret, 1989; Rombke et al., 2005), e atividade microbiana (Wiist et al., 2011),
facilitando a mineralizagdo de nutrientes e conseqiientemente a emissao de gases de efeito
estufa (Lubbers et al., 2011, 2013; Majeed et al., 2013).

Virios estudos correlacionam a emissdo de gases com as bactérias presentes no trato
intestinal, por ser um ambiente anoxico (auséncia de oxigénio na presenca de nitrato), o trato
intestinal da minhoca parece estimular a microbiota do solo capazes de sobreviver em
anaerobiose, tanto pelo baixo potencial redox, como por riqueza de carbono organico e o pH
do canal alimentar da minhoca ser proximo da neutralidade (Barois e Lavelle, 1986; Karsten e
Drake, 1995; Horn et al., 2003; Wiist et al., 2009; Schmidt et al., 2011).

A taxa de emissao de gases depende da espécie, de seu tamanho e do tipo de substrato.
As minhocas apresentam uma elevada propensdo a emitir N,O e N, quase 60% das emissoes
de N,O provenientes de certos solos podem ser derivados de minhocas, e estima-se que o
montante anual de emissdes de N,O derivadas da atividade das minhocas seja cerca de 3 x 108
kg N>O. Estas observacdes ilustram o impacto que a macrofauna do solo pode ter sobre os
processos de ciclos do nitrogénio terrestre através da hospedagem transitoria de procariontes
ingeridos (Drake e Horn, 2007). Bhatnagar (1975), estimou que 40% do total de diazotroficos

aerdbios e 13% do total de bactérias fixadoras de nitrogénio ocorrem na zona de 2mm de solo



ao redor das galerias feitas pelas minhocas, na Franga. J& Edwards e Bohlen (1996) comentam
que a atividade de nitrogenase de bactérias diazotrdficas de vida livre pode ser até 10 vezes
maior em coproélitos do que em solo ndo ingerido.

Sabe-se atualmente que espécies de minhocas da familia Lumbricidae e também em
especial as espécies Glossoscolex paulistus (minhocugu encontrado na regido de Sao Paulo) e
Amynthas gracilis (amplamente distribuida) também emitiram GEE (principalmente N,O do
contetdo intestinal) (Depkat-Jacob et al., 2013).

Procurando elucidar a dindmica entre a emissdo de gases e refletindo sobre as
categorias ecologicas Majeed et al. (2013), desenvolveram um estudo que traz a comparagao
entre o impacto de diferentes estratégias de alimentacao (categorias ecologicas) das minhocas
tropicais sobre a emissdo de N,O através de coprolitos e a caracterizagdo de comunidades
microbianas associadas com as dinadmicas de emissdo. Foram utilizadas varias espécies de
minhocas de acordo com sua categoria ecologica, onde como resultado as taxas de emissao de
N,O pelos coprolitos de espécies epigéicas alimentadas com borra de café (Dichogaster
annae ¢ FEienia andrei) foi cerca de 400 vezes mais do que as espécies de minhocas
endogéicas alimentadas com solo da propria floresta tropical onde encontradas.

Esses valores podem ser explicados por influéncia de parametros como C e N,
umidade e pH dos coprolitos de ambas as categorias ecologicas (Drake et al., 2006; Ciarlo et
al., 2007). Por exemplo, C e NOs sdo ricos em um solo com alto nivel de umidade e um pH
acima de 5 ird influenciar positivamente a atividade das enzimas de desnitrificagdo, em
consequéncia 0s processos microbianos como desnitrificagdo seriam muito maiores em
coprolitos de minhocas epigéicas do que de endogéicas, porque se alimentaram de substrato
que continha um alto teor de C e N em contraste com as demais (Wiist et al., 2009;
Ganeshamurthy et al., 1998).

A liberagdo de espécies de N de facil assimilagdao e mineralizagdo no solo ja foram
observadas em estudos anteriores (Drake e Horn, 2007). Majeed et al. (2013) encontrou
maiores teores de NH; e menores teores de NOs™ em coprolitos de espécies de minhocas
epigéicas do que endogéicas, sendo a propor¢ao de 19 e 0,7 respectivamente. Confirmando
resultados que ja haviam sido encontrados em coproélitos de minhocas de clima temperado. No
entanto, sabe-se que excregdes nitrogenadas, particularmente NH," por diferentes érgios da
minhoca também sao fontes importantes de altos teores de N mineral tanto no intestino como

nos coprolitos (Barois e Lavelle, 1986).



Contudo, a reducao significativa do teor de NO3™ nos coprolitos em comparagdo com o
substrato, pode ser explicado pelas forgas redutivas as quais o substrato ¢ submetido quando
passa a pelo interior da minhoca. Dependendo da qualidade do substrato utilizado para a
alimentacdo das minhocas, a fisico-quimica e os processos potencialmente ligados a
microbiota do intestino e ao fluxo de N,O pode ser diferente nos coprolitos (Drake e Horn,
2007).

A desnitrificagdo microbiana e a troca gasosa coprolito-atmosfera ¢ um dos processos
mais importantes a serem estudados em solos tropicais. Apesar de uma abundante literatura
sobre as propriedades de coproélitos, em relagdo a atributos fisicos, quimicos e bioldgicos
(Lee, 1985; Edwards e Bohlen, 1995; Brown et al., 2000), essa area ainda possui certa
caréncia em estudos que correlacionam os GEE com a atividade microbiana em coprolitos.

Neste estudo, a espécie utilizada pertence a familia Rhinodrilidae, e ¢ endémica ao
Estado de Minas Gerais. A biologia da espécie ¢ razoavelmente bem conhecida, tendo sido
objeto de estudo de varios anos por Drumond et al. (2012), como parte do Projeto Minhocugu.
Esse minhocugu possui em média 60cm de comprimento, podendo alcangar mais de um
metro. Ela ¢ considerada uma espécie endogeica, vive no solo, se alimenta de matéria
organica e suas fezes formam coprolitos minerais (Brown e James, 2007). Rhinodrilus alatus ¢
um minhocugu capaz de mudar as caracteristicas fisicas e quimicas do solo por meio de seus
coprolitos, que disponibilizam argila, possuem pH maior que o do solo e alteram
significativamente a concentragdo de alguns elementos, ao diminuir, por exemplo, a
quantidade de Al e aumentar H+Al, Mg, K, Mn e Fe (Cardoso, 2015). Sabe-se que a R. alatus
emite GEE tanto in vivo, quanto de seu contetido intestinal. Dessa forma, os coprolitos de R.
alatus contribuem para a ciclagem de nutrientes, como outras espécies de minhocas, além de
construir galerias que podem contribuir para a drenagem dos solos, processos importantes
para a provisao de servicos ecossistémicos (Depkat-Jacob et al., 2012, 2013).

Portanto este trabalho teve como objetivo principal avaliar a emissdo de gases de
efeito estufa e atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos em coprolitos de Rhinodrilus
alatus e solo controle durante tempos de envelhecimento predeterminados (0, 4, 8, 12, 24, 48,
96 horas e 8, 16 e 32 dias). Tendo como objetivos especificos: a) avaliar as emissdes de gases
de feito estufa e biomassa microbiana nos coproélitos e solo controle nos estagios de
envelhecimento; b) analisar atributos quimicos do coprolito como N-NH;" e N-NO;’, quimica
rotina e micronutrientes tendo como comparagao os atributos do solo controle. Com isso as

hipoteses sdo: a) os estagios de envelhecimento dos coprdlitos influenciam a atividade das



bactérias, com uma diminui¢ao da atividade de bactérias emissoras de GEE com o decorrer do
tempo; b) os coprolitos de R.alatus melhoram os atributos quimicos do solo comparado ao

solo controle.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. DESCRICAO DA AREA

O solo utilizado no experimento foi coletado no municipio de Paraopeba-MG dentro
da Floresta Nacional de Paraopeba (Apéndice 1) (S19° 15° 17.2” W44° 24’ 04.9”), situada a
725 metros acima do nivel do mar. O clima da regido ¢ denominado como tropical imido Aw
(Koppen), com verdo chuvoso e estacdo seca entre abril e setembro, coincidindo com o
inverno e a época de quiescéncia das minhocas da espécie utilizada no trabalho. Segundo
Drumond et al. (2013) a area recebe cerca de 1500 mm ano™ de chuva, concentrados no
periodo chuvoso. O solo utilizado ¢ classificado como Latossolo Amarelo segundo Neri
(2007). Coletaram-se 120 kg de solo (0 — 10 cm) (Apéndice 2), em area de Cerrado Natural
sensu stricto em agosto de 2016. A area apresentava revolvimento para a captura de minhocas

e muitos coprolitos visiveis na superficie.

2.2. PREPARO DO SOLO

O solo coletado foi peneirado em malha de 2mm, homogeneizado e armazenado em
laboratorio a temperatura de 22+1 °C. Nao houve secagem do solo para preservar a microbiota
e matéria organica. A capacidade de campo de cada solo foi medida, seguindo metodologia de

Anderson e Ingram (1993).

2.3. ESPECIE UTILIZADA

A espécie Rhinodrilus alatus Righi 1971 (Apéndice 3) foi comprada no municipio de
Paraopeba—MG (19° 217 03.6”S e 44° 21° 05.4”W) de coletores da regido. Duas duzias foram
adquiridas (R$ 70,00 a dazia). A espécie descrita por Righi (1971) possui individuos que
medem entre 56,5 a 62,5 cm, porém Drumond et al. (2013) encontram um individuo desta
espécie medindo 130,0 cm de comprimento. Para a ambientagdo dos animais, foi usado solo

da Floresta Nacional de Paraopeba, seu habitat natural.



2.4. EXPERIMENTO PARA COLETA DE COPROLITOS DE R. ALATUS

O experimento seguiu em delineamento fatorial, com o substrato (coprélito de
minhoca e solo controle) e o tempo (10 tempos de incubagdo) como fatores experimentais
com 5 repeti¢cdes por combinagdo cada tratamento, sendo realizado segundo a metodologia de
Lavelle (1975) com modificagdes descritas no decorrer do item 2. Os experimentos foram
realizados no escuro, em ambiente climatizado em incubadora (Incubadora Full Gauge
Imperial III), a temperatura de 22 + 1°C.

Cinco espécimes foram individualizados em potes de dimensdes 24 x 17 x 10 cm de
largura, comprimento e altura, respectivamente. Devido ao grande tamanho desta espécie
(peso médio de 60g) foram usado 500 g de solo para a incubagdo, corrigido para 70 % da
capacidade de campo, e as minhocas permaneceram incubadas por 32 dias com troca de solo a
cada 48 horas. Foi realizado um tratamento controle (solo sem minhoca) com 5 repetigoes,
com a mesma caracteristica de solo, umidade e duracdo da incubacdo especificada
anteriormente (Apéndice 4). Para a realizacdo das andlises quimicas, fisicas e de emissdo dos
trés principais gases de efeito estufa (CO,, N,O, CH,), os coproélitos foram coletados em 10
periodos de tempos predeterminados sendo estes: 0, 4, 8, 12, 24, 48, 96 horas e 8, 16 e 32 dias

apos o acondicionamento, conforme Figura 1.

Incubagao das minhocas
para produgdo de
coprdlitos

‘ Acondicionamento das
5 repetigOes

|

‘ Retirada das minhocas para incubag¢ao dos coprélitos e solo ‘
controle

[ 0,4, 8, 12, 24, 48, 96 horas H 8 16 32 dias }

Figura 1. Esquema de periodos de tempo pré-determinados para coleta de gases de efeito

estufa e atributos quimicos.



2.5. ATRIBUTOS DE SOLO E EMISSAO DE GASES

2.5.1. Biomassa Microbiana do solo

A biomassa microbiana do solo (BMS) ¢ definida como parte da matéria organica
constituida pelos organismos vivos com volume inferior a 5 x 10> um?, sendo expressa em
micrograma (ug) de carbono por grama de solo seco. Para a realizacdo desta andlise foi
utilizado o método de fumigacao-incubacao (Jenkinson et al, 1976), que consiste na remog¢ao
dos residuos grosseiros visiveis, com tamisacdo em malha de 5 mm. Para essa andlise
utilizou-se 20 gramas de coprolito e solo controle, em todos os 10 estagios de avaliagao.

O C extraido do solo ¢ calculado pela formula:

C (mg .kg™) = (Vb — Va).N.0,003.50.(8.Ps)™*.10° 1)

Sendo:
C: carbono extraido do solo; Vb (ml): volume do sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagao
da solugdo controle (branco); Va (ml): volume gasto na titulacdo da amostra; N: normalidade

exata do (NHy); Fe (SO4),.6H,0; Ps (g): massa de solo seco.

O calculo da BMS ¢ dado pela férmula: Q)
BMS (mg .kg') = FC .kc*
Sendo:
BMS: biomassa de carbono microbiano do solo em mg de C kg™ de solo; FC: fluxo obtido da
diferenca entre a quantidade de C (MG kg) recuperada no extrato da amostra fumigada e a
recuperada na amostra ndo fumigada; kc: fator de correcdo.

O fator de corregdo (kc) em situagdes que exijam maior exatidao devera ser calculado
para cada tipo de solo. Como para os solos do Brasil o fator ainda ndo foi determinado, pode-
se utilizar o valor 0,33, a fim de expressar a fracdo do C da BMS recuperada apds o processo
de fumigacao-extracao (De-Polli e Guerra, 1997).

Para o célculo de N-BMS (Nitrogénio da Biomassa Microbiana do Solo) foi utilizada a
razdo C:N para biomassa microbiana encontrada em Moreira e Siqueira, 2006. Esses autores
relatam que a biomassa microbiana possui razao C:N entre 4 e 6. Neste caso foi considerado

para o calculo estimado razdo C:N de biomassa microbiana igual a 6.



2.5.2. Caracterizagdo quimica e fisica

As andlises quimicas de rotina e de micronutrientes foram realizadas seguindo a
metodologia descrita por Marques e Motta (2004). As andlises de granulometria do solo e
coprolitos foram realizadas usando o método da pipeta segundo Embrapa (1997). Para essas
analises utilizou-se um pool de coprolitos frescos de até 24 horas de idade. Foram analisadas
5 repetigdes, uma para cada espécime utilizado. O mesmo foi feito com o solo controle (5
repeti¢des). Para as analises de rotina, de micronutrientes e para a textura as amostras foram

secas ao ar e peneiradas novamente em malha de 2 mm para homogeneizagao.

2.5.3. Nitrogénio Inorganico (N-NH,* e N-NO3")

Parte da amostra coletada para determinar umidade foi separada para a determinacdo
da concentragdo de N-NH4* e N-NO;™, em todos os 10 estagios de avaliacao.

Dez gramas de solo timido foram pesados e extraidos com KCl 2M. A determinagdo
de N-NH,* foi realizada por espectrofotometria de absor¢do ultravioleta com leitura em
comprimento de onda com 640 nm, apdés o preparo das amostras com adicdo de fenol,
nitroprussiato de soédio e uma solugdo oxidante (citrato de sodio e hipoclorito de sdédio) com
base na reac¢ao de Berthelot (Mulvaney, 1996).

Para a determinacdo do N-NO;~ também foi utilizado o espectrofotdmetro de absor¢ao
ultravioleta com amostras preparadas previamente com solucdo de H,SO4 10% pelo método
Griess-llosvay, com zinco como agente redutor e lidas em comprimento de onda de 210 nm

(Heinzmann et al., 1984).

2.5.4. Analise CNHS

Para as analises de CNHS, as amostras foram moidas manualmente e passadas em
malha de 212 um até que todos os graos de areia passassem pela malha, encapsulados em
folha de estanho, as amostras foram analisadas por condutividade térmica, em analisador

elementar CNHS (Vario EL IIT) em todos os 10 estagios de avaliagao.

2.5.5. Temperatura do Solo ¢ Ar

A temperatura do solo foi medida a cada avaliacdo de emissdo de gases de efeito

estufa empregando termometros digitais no solo da incuba¢dao e no controle, no mesmo



instante da coleta de gas. A temperatura do ar foi mantida constante em 22 + 1°C e aferida

com auxilio de termOmetro de mercurio.
2.6. COLETA E ANALISES DE AMOSTRA DE AR

As avaliagdes da emissd@o de CO,, N,O e CH,4 tiveram inicio em 01/09/2016 e se
estenderam por um periodo de 3 meses. As mesmas foram realizadas em intervalos
predeterminados em horas nos primeiros 4 dias e posteriormente em intervalos de 8, 16 e 32
dias (Figura 1). Amostras de ar foram coletadas por método modificado de Kusel e Drake
(1995) que consiste na incubacao de aproximadamente 5 gramas de coprolito ou solo em
frascos de vidro de 38 ml hermeticamente vedados.

Ap0s a vedagdo injetava-se 20 mL de ar atmosférico para que a pressdo do vidro se
mantivesse em torno de 500 mbar, para facilitar a retirada das amostras de gas em quatro
(CH4 e N7O) ou seis tempos (CO,) para cada estagio sendo: 0, 2, 4, 6, 12 e 24 horas. Cada
tempo relaciona-se a um frasco diferente, caracterizando amostras acumuladas. Antes de ser
retirado o gés do frasco para analise, media-se a pressao do ar no frasco.

Para a coleta de gas foram utilizadas seringas plasticas de 20 mL, acopladas com
agulhas de 0,55 x 20 mm. Os contetdos das seringas (20 mL) foram transferidos para frascos

de vidro (Exetainer, Labco) e armazenados até analise cromatografica (Figura 2).

INCUBACAO | COLETA DE GAS

Para cada estdgio determinado coletava-se 6 tempos
diferentes (seis frascos)
L
r 1
Ex: Frascos do estagio 0 hora repetigdo 1 (seis
incubagdes de 0 hora)

0 POAOA A
D 20 mLde ar ,-"
atmosférico = Apo6s o tempo de
l (overpressure) incubagdo realiza-se
a medida de pressao

do frasco com
mandmetro

5 g de amostraem
frasco de 38 mL

Vidro — @ m e =%
hermeticamente oh 5 [
fechado pronto para
incubagdo . . - .
g Coleta de Gas armazenado  Leitura no cromatégrafo

20 mL gas

Figura 2. Metodologia de incubagdo das amostras e coleta de gases de efeito estufa.
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A concentracdo dos trés gases foi determinada via cromatografia gasosa pelo
equipamento GC - Trace 1310, pertencente a EMBRAPA-Florestas, Colombo-PR. O
cromatografo ¢ equipado com detector de ionizagdo de chama (FID), para avaliacdo de CHy, e
detector de captura de elétrons (ECD) para avaliagdo de N,O. Os volumes dos gases foram
calculados a partir dos dados das suas concentracdes e dos volumes dos frascos de incubagao.

Com as informacdes do volume, temperatura e pressao dos frascos (medida em cada
secdo de coleta com mandmetro digital RMD-P-DIF Riicken), pressdo atmosférica
(considerando 1017 mbar ou 1 atm) e a constante universal dos gases ideais, calcularam-se o
numero de nanomols (nmol) e, posteriormente, a quantidade (massa) do gés contido no frasco

(Equacao 3).

(pﬂmb + ptubo]
ﬂ'g = Cg * VQ (3)
Pamn

Sendo:
A quantidade total de um determinado gés (ng) dentro do recipiente ¢ calculada a
partir da concentracdo deste gas na fase gasosa (Cy), 0 volume da fase gasosa (Vy), a pressao

ambiental (P,,;) € a pressao no interior do recipiente (Py,,) (Equacao 4).

Cc = ye przmb
g (R N Trzmb:] (4)

Sendo:
A concentragdo de um determinado géas na fase gasosa (C,) calculada a partir da
razdo deste gas para os restantes gases presentes ()), a pressdo ambiente (P,,), a temperatura

ambiente (7;,,») € a constante dos gases ideais (R) de acordo com a lei dos gases ideais.

2.7. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de gases foram avaliados e aqueles considerados como outliers foram
excluidos com (valores +>3x desvio padrdo), sendo principalmente aqueles com teores
menores que os atmosféricos, cerca de: CO, — 600ppm/ N,O — 330 ppm, aproximadamente no
tempo de 0 hora).

Para comparar as caracteristicas fisico-quimicas dos coproélitos e solos controle,

foram calculadas as médias para todos os atributos fisicos e quimicos, e se realizaram
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comparagdes entre o solo controle e os coprolitos usando ANOVA e teste Tukey (p<0.05)
com o programa Statistica v.7.0 (StatSoft, 2006).

Os dados foram testados para a normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov &
Lilliefors, e para os dados ndo normais foram feitas transformag¢des dos dados (raiz quadrada
ou log de (x+1)). Para os dados que continuaram nao apresentando normalidade, sendo dados
de N-NH," e N-NOy’, foram realizadas analises nio paramétricas. Também foram realizadas
Andlises de Componentes Principais (ACPs) e teste de permutacdo (Simulacdo de
Montecarlo, p<0.001) usando os atributos fisico-quimicos dos coprdlitos e solo controle, para
explorar a relacdo entre os diferentes fatores (variaveis resposta e explicativa) avaliados com
0 programa estatistico R.

Os resultados de producdo de gas e emissdo acumulada foram submetidos a andlise
de variancia (ANOVA). As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey
(p<0,05). Analises de regressdo e correlagdo também foram realizadas, para entender como
determinadas variaveis influenciam outras, verificando seu comportamento. Foram utilizados

os programas Sisvar e Statistica v 7.0 e o editor grafico Sigma Plot 12.

3. RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACAO QUIMICA E FiSICA

Os coprolitos de Rhinodrilus alatus apresentaram diferengas significativas (Tukey
p<0.05) em alguns elementos em comparagdao com o solo controle (Tabela 1). Houve aumento
no pH SMP em 1,7% (3,95 no solo controle para 4,02 no coproélito) porém o pH CaCl,
apresentou decréscimo de 2,8% (5,19 no controle para 5,04 no coprolito). H+Al aumentou
11% (9,28 no controle para 10,50 cmol. dm™ no coprélito). O Na apresentou diferenca de
10% (0,0027 para 0,003 cmol. dm™, controle e coprolito respectivamente).

Os valores de C orgéanico (Cor) variaram entre 17,42 a 20,42 g dm™ no controle e
coprolitos, respectivamente. Essa diferenca representa um aumento de 14%. Os demais
elementos analisados como Al, K, Ca e Mg nao apresentaram diferencas estatisticas (p<0.05).
Dentre os micronutrientes, o Mn aumentou 43 % (de 2,94 para 520 mg kg, C ¢ R,
respectivamente), Cu teve um aumento de 15 % (1,36 a 1,60 mg kg), e o Fe apresentou
aumento de 37 % (93,9 para 149,6 mg kg). Nos coproélitos ndo foram observadas diferengas

significativas para Zn. A andlise de textura ndo demonstrou alteracdes em nenhuma fragao.
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A ACP explicou 72,37 % da variabilidade dos dados nos dois primeiros eixos, sendo
47,28 e 25,09 % para o componente principal 1 (CP1) e componente principal 2 (CP2),
respectivamente. O CP1 separou as amostras em controle (C) e coprdlitos (R) devido
principalmente ao pH, micronutrientes e matéria organica. Os coprolitos estdo relacionados
positivamente com macro € micronutrientes, em correlagdo negativa esta apenas saturagao por
aluminio (m%) e pH SMP (Figura 3). O CP2 foi principalmente relacionado com os valores

das bases do solo.

p<0.004 V ca p<0.004
cTC

Mg

CP2:25,09%

pH (SMP)

CP1:47,28% ?& .

Cu R
K
m% Zn Mn
FB" C

Figura 3. Correlagdo dos dados quimicos a esquerda e ACP dos dados quimicos de coprolitos

de R. alatus — R, e solo controle — C, com 5 amostras. Teste de permutacdo de Monte Carlo
p<0.004.
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Para os coprolitos de R. alatus a maior umidade (51%) foi observada ha 0 horas, a
menor umidade foi encontrada h4 32 dias 26% (Figura 4). A umidade nos diferentes estagios
de incubacgdo oscilou no controle entre 27% ha 8 dias ¢ 17% ha 32 dias.

A umidade do solo foi maior nos coproélitos em todos os estagios exceto aos 4 e 8 dias.
O estagio de 0 h apresentou a maior diferenca entre solo controle e coprolito, sendo 63%

maior no coprolito, mas essa diferenca diminuiu com o tempo.

60 -
Il Solo Controle

Coprdlito

Q

50 A

40 -

Q
| ©

Q

30 1 a M o /=™ ons

Umidade (%)

10

0 I I I I I I I I I I
Oh 4h 8h 12h 24h 48h 96h 8d 16d 32d

Tempo de incubagao (h - horas; d - dias)

Figura 4. Variacao de umidade (%) entre Coprolito e solo controle durante os 10 estagios de
incuba¢do do experimento. Letras diferentes no mesmo estdgio apresentam diferengas
significativas entre coprolito e solo controle, com teste Tukey p<0,05.

3.2. CARACTERISTICAS DE QUOCIENTE METABOLICO E BMS

A BMS variou entre 494 ¢ 595 mg C kg™ no solo controle, e entre 247 ¢ 387 mg C kg~
' no coprolito (Figura 5). O estagio de 48 horas obteve menor valor para ambos os
tratamentos. Todos os estagios do experimento de envelhecimento apresentaram diferengas

estatisticas entre tratamentos (p < 0,05), sendo maiores no controle que no coprolito.
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Os valores de quociente metabdlico variaram de 4,6 a 18 mg C-CO, g’ BMS-C h™'
para solo controle, e entre 11,4 ¢ 37 mg C-CO, g' BMS-C h' para R (Figura 5). Foram
observadas diferencas significativas no quociente metabolico onde os coprolitos apresentam o
maior numero nos estagios de 0 horas, 12 horas, 48 horas, 96 horas, 8 dias, 16 dias e 32 dias.

Houve decréscimo significativo no quociente metabodlico do solo controle com o
tempo (r*= 0.85), apresentando menor taxa no estagio de 32 dias (Figura 5. a). J4 o quociente
metabodlico dos coproélitos teve comportamento diferente, com oscilagdo entre as idades
apresentando dois picos de maior atividade, as 12 horas e outro entre 48 e 96 horas (Figura 5.
b).

Houve diferengas significativas no N estimado através da BMS entre os tratamentos
em todos os estagios, sendo maior no solo controle que nos coprolitos, porém dentro do
mesmo tratamento houve diferenca estatistica apenas no coprdlito nos tempos de 8 e 24 horas

com 48 horas em comparagdo com os demais estagios (Figura 5).
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3.3. TEOR DE NH," E NO5

~ —+ . . rqe y . .
A concentragdo de NH4 foi maior nos coproélitos em todos os estagios analisados

(Figura 6).

4.0
® Solo Controle

O  Coprolito *
3.5 1 |

Controley=0.1271x+1.4398
R?=0.5357 p=0.0001 *

3.0 A

2.5 A

2.0 4

N-NO, (mg kg™)

1.0 1 5 % ] §

0.5 - o) o} o @

00 T T T T T T T T T T
Oh 4h 8h 12h 24h 48h 96h 8d 16d 32d

Tempos de incubagéao (h - horas; d - dias)

240 1~
* *

*

220 - *
*

200 - « % % %

180 - § %

160 - *

140 -

120 A

100 A
30

FOH
FOH ¥

25 4 L

N-NH,” (mg kg™

2 .

0 ! ® [ J [ ) o ®
15 1
10 A
® Solo Controle
5 4 O  Coprdlito

0 T T T T T T T T T T
Oh 4h 8h 12h 24h 48h 96h 8d 16d 32d

Tempos de incubagao (h - horas; d - dias)

Figura 6. Concentragio de N-NO;™ (a) ¢ N-NH4" (b) no solo controle e coprélito nos 10
estagios (* representa diferenca significativa Tukey p<0.05).



18

Os coprolitos de R. alatus apresentam teores médios que variam de 121,2 a 210 mg kg
! de N-NH,", enquanto no controle variaram entre 16 ¢ 25 mg kg de N-NH,4" (Figura 6). Os
coprolitos de R.alatus apresentaram uma oscilagao grande ao longo do tempo.

Ao contrario, NOs™ foi maior no solo controle em quase todos os estagios (Figura 6).
O teor médio minimo encontrado no solo controle foi no estagio de 0 h (1,6 mg kg™ de N-
NO5) e o teor méximo encontrado no solo controle foi no estagio de 32 dias (3,4 mg kg de
N-NO;) havendo uma tendéncia significativa de aumento ao longo do tempo (r*>=0,53
p=0,0001). Nos coproélitos, o0 menor teor médio foi observado no estagio de 8 dias (0,39 mg

kg™ N-NO3") e 0 maior no de 4 e 8 horas (2,5 mg kg”' N-NO5") (Figura 6).

3.4. FLUXOS DE GEE

Os fluxos de GEE estiveram relacionados com as variaveis avaliadas nos coproélitos ou
solo controle. A ACP com os atributos quimicos como N-NH,", N-NO;", umidade (%) ¢ a
BMS e ¢CO,, mostrou claramente a relagdo positiva entre os fluxos de gas com coprolitos e
teor de N-NO;" ¢ BMS com o controle. A componente principal 1 explicou 42,7% da
variabilidade dos dados e opondo BMS e N-NOs;™ com N-NH; e ¢CO, . A componente
principal 2 explicou 21,4% da variagdo dos dados sendo C-CO, e C-CHj relacionados
positivamente, valor de p<0.001(Figura 7).

Encontrou-se baixa emissao de CH4 tanto no coprolito quanto no solo controle. Nao
houve diferenca no fluxo de C-CHj4 entre solo controle e o coprdlito (Figura 8). Nos
coprolitos os fluxos de C-CH4 tiveram maior variagdo entre os estagios, apresentando menor
valor ha 16 dias com 0,58 nmol g coprolito h” e pico de fluxo no estagio de 24 h com 0,83
nmol g coprolito h™' (Figura 8).

O fluxo de C-CO, foi inferior no solo controle comparado ao coprolito (Figura 8), em
diversos momentos ao longo dos 32 dias de incubacdo. Porém a 8 e 32 dias apresentaram
maior fluxo de C-CO,. No coprolito o fluxo de C-CO, variou significativamente ao longo do
tempo, sendo maior no coprolito fresco até 8 horas e também as 96 horas. Nos outros estagios
a emissdo foi menor que 70 nmol g™ coprélito h™.

O fluxo de N-N,O foi maior nos coproélitos que no solo controle. O solo controle
apresenta baixa variacdo nos periodos avaliados, com o fluxo minimo ocorrido no estagio de 4

h (34,1 nmol N-N,O g solo h™") e a maior emissdo nos 16 dias (49 nmol N-N,O g™’ solo h™).



19

Ja nos coprolitos houve um pico a 0 horas (107 nmol N-N,O g™ coprolito h™") e o menor fluxo

foi registrado a 12 horas (25 nmol g h™") (Figura 8).
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Figura 7. ACP de dados quimicos analisados por correlagdo (usando todos os dados dos
coprolitos — estagios de incubagao). BMS: Biomassa Microbiana do Solo; qCO;: quociente
metabolico. Fluxo de C-CO,, C-CHs e N-N,O e umidade. Teste de permutacdo de Monte

Carlo: p<0.001.
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21

3.5. EMISSAO ACUMULADA (PRODUCAO DE GEE)

A emissdao acumulada durante 24 horas variou entre os 10 estagios de incubacgao.
Entretanto, para cada GEE os tratamentos controle e coproélito, se comportaram de maneiras
diferentes.

A emissdo de CHy diminui drasticamente ao longo da incubag¢do no controle (y= -
0.0007x + 0,7785 1> = 0,7816 p= 0,0007), mas apenas levemente nos coprolitos (valor p=
n.s.). Apds 8 dias a producdo de CHy4 nos coprolitos continuou alta e muito maior que no solo
controle (Apéndice 8).

A emissdo acumulada de CO; foi semelhante para os dois tratamentos. Para ambos a
producao de CO; nos estagios iniciais (0 h) foi elevada. Aos 32 dias a emissao foi baixa e em
ambas houve diminuicdo significativa ao longo do tempo (Controle y = -1,7174x + 1695,4 r*
=0,7878 p=0,0006; Coprolito y = -1,6085x + 1864,6 r* = 0,678 p= 0,034).

Para N,0, os dois tratamentos apresentaram comportamentos ¢ magnitudes diferentes
(p=n.s. para ambos) (Figura 9). Para os coprolitos a produgao média inicial foi de 489,9 nmol
N>O g de massa seca, aumentando até chegar a 1882 nmol N,O g de massa seca as 4 horas.
A partir desse estagio, ocorreu uma diminui¢do acentuada da produ¢ao de N,O, mantendo-se
estavel em niveis médios entre 524 ¢ 187 nmol N,O g'1 de massa seca. No controle a emissido

de N,O foi baixa e houve apenas pequenas variagdes na emissao ao longo dos 32 dias.
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4. DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA

O solo do presente estudo apresentou caracteristicas quimicas semelhantes as
encontradas por Neri (2007) na mesma regido em Paraopeba-MG. O pH baixo estd associado
a baixos teores de P e soma de bases, tipicos de Latossolos amarelos da regido.

Os resultados deste estudo demonstraram que R. alatus alterou o pH do solo apos a
passagem pelo trato intestinal. Muitos autores também observaram aumentos no pH de
coprolitos quando comparados ao solo de origem (Clause et al., 2014; Hmar e Ramaneijam,
2014; Fiuza et al., 2011; Hulugalle e Ezumah, 1991; Dadalto e Costa, 1990). Essas mudangas
de pH podem ser explicadas pela fisiologia de cada espécie estudada, diretamente relacionada
a ocorréncia de glandulas calciferas (R. alatus possui trés pares de glandulas calciferas (Righi,
1971)). Essas estruturas sdo responsaveis pela retirada do excesso de CO, do sangue com a
ajuda de Ca, formando o carbonato de calcio (CaCOs) que € posteriormente excretado no
intestino, modificando o pH dos coprolitos. Esse aumento temporario do pH pode ter efeitos
significativos nos processos do solo, que sdo sensiveis a mudancas de pH (Lavelle et al.,
1997).

A presenca de glandulas calciferas, além de influenciar no pH, também pode aumentar
os teores Ca disponivel nos coprolitos (Edwards e Bohlen, 1996). Isso tem sido observado por
varios autores (Fiuza et al., 2011; Quadros et al., 2002; Materechera et al., 1998; Hulugalle e
Ezumah, 1991) que encontraram incrementos nos valores de Ca e Mg nos coprolitos. No
presente estudo, a auséncia de diferencas para estes teores pode ser efeito do menor nimero
de glandulas comparadas as outras espécies trabalhadas. Dadalto e Costa (1990) também nao
encontraram diferengas significativas para Ca em coprolitos de minhocugus do género
Glossoscolex, com apenas 1 par de glandulas calciferas.

Outros elementos que geralmente possuem diferencas estatisticas entre o solo e os
coprolitos sao K e Na (Hmar e Ramanujam, 2014; Quadros et al., 2002; Materechera et al.,
1998; Basker et al., 1993), no presente estudo houve apenas um aumento significativo nos
teores de Na no coprolito.

Apesar de alguns trabalhos mostrarem que as minhocas sdo responsaveis por aumentar
os valores de P nos coproélitos (Hmar e Ramanujam, 2014; Bayon e Binet, 2006; Kuczak et

al., 2006; Quadros et al., 2002), ndo se observaram aumentos nos teores de P para a R. alatus.
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Aparentemente os valores de P sdo muito varidveis de acordo com a idade dos coprolitos,
assim como sua forma (Hernandez et al., 1993; Bayon e Binet, 2006).

O conteudo de P organico decresce nos coprolitos enquanto o P inorganico aumenta,
mas o contetido de P total continua o mesmo na maioria dos casos (Bayon e Binet, 20006).
Portanto, ¢ possivel que nos coprodlitos da espécie estudada no presente experimento, seja
necessario realizar um estudo mais aprofundado das formas de P, visando determinar se
existem diferengas nos coprolitos em relagdo ao controle.

Existem poucos dados na literatura referentes a micronutrientes em coprolitos (Bartz,
2010). Para o presente estudo houve diferencas significativas, onde o coprolito de R. alatus
teve aumento para Cu, Mn e Fe. De modo geral, o aumento no pH indisponibiliza Mn através
de reagdes de oxiredugdo no intestino andxico (Nascimento et al., 2005), porém nesse caso o
pequeno aumento no pH ndo foi suficiente para isso. O aumento significativo de Mn confirma
tendéncias encontradas na literatura para outras espécies de minhocas (Bartz et al., 2010;
Ganeshamurthy et al., 1998). Camargo et al. (1982) mostram que de maneira geral, os teores
de Cu, Mn, Fe e Zn diminuem conforme aumento o pH. Portanto, o efeito positivo das
minhocas sobre a concentracao desses micronutrientes no solo ocorre apesar de um aumento
no pH dos coprolitos, indicando importantes processos no intestino e/ou de comportamento
alimentar das minhocas sobre a disponibilidade desses nutrientes.

Aumentos significativos de Fe nos coprélitos de minhocas também foram
apresentados por Bityutskii et al. (2012). Este ultimo encontrou incrementos de até cinco
vezes comparado ao solo controle. No presente estudo o Fe aumentou cerca de 40%. No
presente estudo os coprolitos utilizados nas andlises quimicas foram de 24 horas, o que pode
ter influenciado nos resultados encontrados. A ligagdo de Fe com a matéria organica ¢ muito
importante, uma vez que possibilita sua movimentagao através do solo, inclusive em direcao a
raiz, e evita sua precipitacio no pH em que normalmente aconteceria (Camargo 20006).
Entretanto, existem poucas evidéncias de que a complexa¢do de Fe pela matéria organica do
solo seja difundida (Goodman 1985). A interagdo do Fe com minerais de argila se da
ocupando lugares de troca ou, como no caso da caulinita, se adsorvendo na superficie do
tetraedro de silica (Camargo 2006).

Materechera et al. (1998) sugerem que a passagem do solo no intestino das minhocas
desempenha um importante papel nas mudancas fisico-quimicas, as quais variam de acordo
com a espécie e tipo de solo (Clause et al., 2014). Microrganismos do solo, invertebrados e

raizes possuem estratégias adaptativas complementares que influenciam trés dos processos
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mais importantes no solo, a decomposicao e dinamica da MOS, a formacao ¢ manutengao da
estrutura e o fornecimento de agua e nutrientes para as plantas (Lavelle, 1997).

As concentragdes de certos nutrientes nos coprolitos das minhocas mostram
claramente a importancia desses animais na ciclagem de nutrientes no solo (Materechera et
al., 1998). Razao pela qual muitas vezes as raizes de plantas se concentram em coprolitos
(Tomati, 1988), os quais possuem ainda maior importancia em zonas mais profundas no solo,
onde existem maiores limitagcdes quimicas para o crescimento radicular (Mouat e Keogh,

1987).

4.2. QUOCIENTE METABOLICO, BMS E UMIDADE

A BMS, com sua atividade avaliada pela evolugao de CO; in situ ou em laboratdrio,
tem sido utilizada como indicativo da condicdo ambiental (De-Polli & Guerra, 1997). Os
métodos de avaliacdo da biomassa microbiana do solo sdo bastante variados, mas, de forma
geral, permite avaliar do pool/ de carbono e, também, de outros nutrientes contidos nos
microrganismos (Anderson e Domsch, 1993). A razdo entre o CO, evoluido e o pool de
carbono da biomassa microbiana fornece o quociente metabolico (¢CO,), que indica o estado
metabolico dos microrganismos e pode ser utilizado como indicador de estresse/perturbagao
ou estabilidade do ecossistema. Assim ¢ possivel perceber que a biomassa microbiana
responde de maneira diferenciada tanto a manejos adotados, como de situagdes quimicas e
fisicas diferentes, como € o caso dos coproélitos (DePolli e Guerra, 1997; Moreira e Siqueira,
2006).

Os menores valores de biomassa microbiana no coproélito que no solo controle no
presente estudo indicam que a minhoca ao se alimentar de materiais ricos em matéria
organica, ingerem também materiais como polimeros organicos (ou seus derivados),
derivados de plantas, protozoarios, fungos e bactérias (Brown e Doube, 2004; Edwards e
Bohlen, 1996). Os protozoarios ingeridos sdo necessarios para a maturacao de certas espécies
de minhocas, ja as hifas fungicas tém grande redu¢do de comprimento durante a passagem
pelo intestino, enquanto que esporos fungicos podem percorrer todo o processo digestivo
intactos (Brown e Doube, 2004; Schonholzer et al., 2002; Wolter e Scheu, 1999). A digestao
de grandes bactérias também pode ocorrer durante a passagem pelo intestino. Assim ha
evidéncias de que os microrganismos de altos volumes celulares sdo preferencialmente

perturbados durante a passagem pelo intestino e moela das minhocas (Drake e Horn, 2007).
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A biomassa microbiana digerida resulta em diferentes formas de carbono organico que
podem ser utilizadas pela minhoca. Drake ¢ Horn (2007) trazem como exemplo os acidos
graxos de cadeia longa, provavelmente derivados dos lipidios membranosos das bactérias
digeridas, que podem ser assimilados nos tecidos das minhocas. Esses fatores resultam em
capacidades distintas de assimilar carbono e energia dos materiais ingeridos, com eficiéncias
de assimilac¢ao variando entre 1% e 60% (Edwards e Bohlen, 1996). Por isso o intestino da
minhoca ¢ conhecido como um sistema mutualistico, onde as exoenzimas produzidas pelos
microrganismos ingeridos aumentam a degradagdo de materiais organicos, que sao absorvidos
durante a passagem pelo intestino (Brown e Doube, 2004; Barois e Lavelle, 1989).

Os microrganismos ingeridos pelas minhocas encontram-se inicialmente num local
andxico, umido e rico em matéria organica soluvel em 4gua, que ¢ derivada do muco
intestinal e até mesmo da biomassa ingerida. Portanto, as condi¢des internas sdo ideais para o
metabolismo anaerdbio de microrganismos. Apos a passagem pelo intestino e a formagao dos
coprolitos, este ja recebe a medida que a umidade decai, fluxos de O, entrando no sistema,
diminuindo a diversidade desses microrganismos (Drake e Horn, 2007).

Porém apesar da diminuicdo de BMS significativa entre solo controle e coprolito em
todos os estagios de incubacdo, o quociente metabolico (¢CO>) ¢ maior e possui diferenga na
maioria dos estagios. Segundo Anderson e Domsch (1993), valores mais elevados de ¢CO;
normalmente sdo associados com ecossistemas jovens, submetidos a alguma condicdo de
estresse, enquanto menores valores sdo associados a ecossistemas maduros e estaveis. Isso se
deve ao fato de que apesar do intestino da minhoca diminuir quase pela metade a BMS, o
restante dos microrganismos restantes sdo extremamente ativos. Segundo Drake et al. (2006)
e Karsten et al. (1995) existem microrganismos, principalmente fermentativos, que estdo em
estado mais ativo no coprolito que no solo, portanto exoenzimas de fermentadores podem
aumentar a digestdo da matéria organica aumentando a atividade, pois podem utilizar o nitrato
e o nitrito presente no coprolito como aceptador terminal de elétrons, quando o O, se torna

limitado, produzindo N,O e N, como produtos gasosos da respira¢do anaerdbia.

4.3. TEORES DE NH," E NO5y

.y . ~ + , . yqe
Como ja relatado anteriormente a concentragdo de NH4" ¢é superior nos coproélitos em

comparagdo com o solo controle. Estudos anteriores ja evidenciaram que coproélitos de
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minhocas possuem elevadas quantidades de NH,;", NO;3 se comparados ao solo adjacente
(Lunt e Jacobson, 1944; Parle, 1963). Essa quantidade elevada de amonio ¢ derivada de um
excremento que se compara a urina. Segundo Lavelle e Martin (1992), uma porcao
significativa do C assimilado pelas minhocas ¢ secretado no muco intestinal e cutaneo, com
maiores razdes C:N do que as do solo ingerido, como resultado parte do nitrogénio assimilado
pode ser em excesso e tém de ser excretado na forma de NH," no intestino, podendo assim ser
incorporado nos coprolitos.

Ja para o NO; no presente estudo ndo houve diferengas significativas para os
coprolitos. Este resultado € pouco comum entre os estudos ja realizados com este ion. Lavelle
et al. (1992) relatam um aumento simultineo de NOs™ e reducdo de NH; a medida que os
coprolitos envelhecem, resultado observado com apenas um dia de envelhecimento.
Resultados similares foram observados no presente estudo, porém esse aumento € perceptivel
até 8 horas nos demais estagios os valores de NO;3™ s3o baixos. Para Lavelle e Martin (1992), a
auséncia de NOs™ € possivelmente efeito da incorporagdo desta forma de nitrogénio na BMS,
devido a auséncia de plantas para absorvé-lo. De fato as 8 e 24 horas houve aumento de
Nitrogénio estimado na biomassa microbiana, mas apenas significativo entre 24 e 48 horas.

Em todos os estagios apds 48 horas o Nitrogénio da biomassa foi baixo e estavel.

4.4. EMISSAO E FLUXOS DE GEE

4.4.1. C-CH4 e emissdo acumulada

A emissdo de CH,4 pelo solo controle e pelos coprdlitos ¢ infima quando comparado a
estudos sobre a emissdo de CHy pelo intestino da minhoca. Depkat-Jakob et al. (2012)
encontraram que a espécie com a maior produ¢do de metano foi Eisenia eugeniae emitindo
até 41 nmol CH, g em 5 horas de incubacio. J4 a espécie R. alatus ndo apresentou emissio
elevada tendo valores proximos a 5 nmol CHy g e, em seu substrato os valores nio passam
de 1 nmol CH, g™'. Nos coprolitos de R. alatus a emissdo ndo superou 0,9 nmol CH, g

O comportamento de emissdo de CHy pode ser explicado pela decomposi¢do da
matéria organica em condi¢des de auséncia de oxigénio. Nestas condi¢cdes outras moléculas
sdo utilizadas como aceptadores de elétrons, por exemplo, o NO;™ (redugio de nitrato), SO4>

(reducao de sulfato) ou CO, (formagdao de metano). A formagdo de metano ndo ocorre em
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ambientes onde oxigé€nio, nitrato ou sulfato encontram-se prontamente disponiveis, € sdo 0s
primeiros utilizados para esse fim (Depkat-Jakob et al., 2012).

Contudo a emissao acumulada maior aos 8 dias no coprolito que no solo controle,
evidencia maior potencial de metanogénese nos coprolitos envelhecidos que no solo nao

ingerido.

4.4.2. C-CO; e emissao acumulada

A emissdo de CO, nos coprolitos e no solo controle reflete as varidveis as quais os
microrganismos sao submetidos, como umidade e temperatura. Quando ha um aumento de
umidade (Figura 3) o mesmo aumento € perceptivel no fluxo de C-CO,. Os primeiros estagios
de incubacdo dos coprolitos possuem uma umidade maior do que nos demais estagios, pelo
fato do coprolito ainda estar relativamente fresco com alta massa de dgua. Os microrganismos
respondem a maior umidade, aumentando a respiracao e mineralizacdo do C e do N na MOS.

Os valores para a emissdo de CO, e o fluxo de C-CO, foram préoximos entre solo
controle e coproélito, mesmo havendo redu¢do de BMS no coprolito. Isso pode ser devido a
alta competitividade de bactérias nos coprolitos das minhocas, tendo que competir por
recursos. Odum (1985) descreve que o aumento na respiragdo da comunidade microbiana
pode ser o primeiro sinal de estresse, uma vez que a reparagdo por danos causados por
distirbios do solo (no caso o trato intestinal da minhoca) requer desvios de energia do
crescimento e reproducdo para a manutengao celular. Portanto, durante um estresse na BMS,
haveré direcionamento de energia para a manuten¢do celular, em detrimento do crescimento,
de forma que uma proporc¢ao de carbono da biomassa serd perdida como CO,. Além do efeito
de cisalhamento dos volumes celulares ingeridos pelas minhocas, principalmente durante a

passagem pela moela e intestino (Drake e Horn, 2007).

4.4.3. N-N,O e emissao acumulada

A alta emissao de N,O nos primeiros estagios de incubacdo do coproélito (0 a 24 h) se
da principalmente, pelo fato de as bactérias ingeridas, sendo elas metanogénicas,
fermentadoras e redutoras de nitrato, serem estimuladas durante a passagem no intestino
(Drake e Horn, 2007). O ntimero de microrganismos capazes de anaerobiose no coprolito

pode ser de até trés vezes maiores do que o solo nao ingerido.
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A desnitrificagdo ¢ a principal fonte de N,O emitida pelas minhocas. A maioria dos
desnitrificadores possui a capacidade de produzir e consumir N,O. A liberagao liquida de N,O
durante a desnitrifagdo ¢ regulada por varios fatores como: umidade, temperatura, pH e
também as concentragdes de ions de nitrogénio, todos encontrados em altas concentragdes nos
coprolitos (Horn et al., 2003). A producdo de N,O pelas bactérias dissimiladoras de nitrato ¢
favorecida em sistemas que contém altos niveis de carbono organico, porém alguns
nitrificadores sdo capazes de usar nitrato ou nitrito como receptores de elétrons, podendo
produzir N,O ou N, sob condi¢gdes de oxigénio limitado (Fischer et al., 1997).

A alta emissdao de N,O com subseqiiente decréscimo a partir de 24 h nos coprolitos e a
emissao de N,O encontrada no solo controle pode ser resultado do melhor desenvolvimento
das bactérias desnitrificantes em pH 6 a 8. O pH do intestino da R. alatus estd em cerca de 6
(Depkat-Jacob et al, 2013), quando o coprolito é recém fabricado, as bactérias
desnitrificantes do intestino estdo mais ativas, mas com o passar do tempo ¢ mudangas de
fluxos de O, e umidade, o pH torna-se mais acido, a desnitrificacdo se torna lenta a pH menor
que 5, e geralmente ausente em pH muito acido, € o consumo de O, aumenta a necessidade do
uso de NO3 como aceptador de elétrons para o crescimento microbiano (Moreira e Siqueira,
2000).

A alta emissdo de N,O também pode estar associada com os baixos valores de NO3™ e
também com a alta taxa de NH,; nos coprolitos. Segundo Smith (1983) e Tiedje (1988), o
N>O ¢ produzido como um produto da reducdo dissimilatoria do nitrato em nitrito e/ou em
amonio, provavelmente pela acdo nao especifica da nitrato-redutase com nitrito. No estudo
realizado por Drake e Horn (2007) constatou-se que as bactérias dissimiladoras de nitrato sdo
abundantes no intestino da minhoca, onde 15 dos 25 tipos taxondmicos de bactérias distintos
e isolados sdo dissimiladores de nitrato e apenas 5 sdo desnitrificantes. Porém as taxas de
producao de N,O dos redutores de nitrato sdo 30 vezes menores a dos desnitrificantes,
indicando que ainda assim a desnitrificag¢do ¢ o principal formador de N,O na minhoca.

A partir de uma meta-analise feita por Lubbers et al. (2013) sugeriu-se que as
minhocas aumentam as emissoes liquidas de GEE, nesse estudo a meta-analise sugere que as
emissoes de N,O aumentam 42% e de CO, aumentam 33%. Porém nao ¢ possivel corroborar

essas informacdes com os dados do presente estudo.
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5. CONCLUSOES

Os coprolitos de R. alatus emitem os trés GEE mencionados nesse estudo, porém a
emissao de N,O em sua maior parte, deriva da producao de bactérias desnitrificantes, e altos
valores de NH, " influenciam na taxa de emissdo de N,O.

A baixa emissdo de CHy pelos coprolitos e solo controle indica baixo potencial
metanogénico desse solo, e a producdo acumulada desse gés s6 difere nos ultimos estagios de
avaliagdo, onde ¢ afetada pela umidade dos coprolitos.

Os valores encontrados de BMS e ¢CO; indicam que as minhocas estdo digerindo
biomassa microbiana no intestino e que os coprolitos representam zonas de alta atividade e
estresse microbiano, ja que a emissdo de CO, manteve-se constante.

Portanto o coprdlito de R. alatus ¢ um nicho andxico que possui processos
bioquimicos complexos, onde altos teores de amoénio influenciam tanto na reducdo, emissao
de gases e transformacdo de N, modificando a biomassa microbiana, reduzindo-a em
quantidade porém aumentando a atividade de bactérias no solo. Além disso, o passar do solo
pelo trato intestinal afeta a concentragdo de certos atributos, devido a processos ainda pouco

conhecidos para R. alatus, mas entre esses estdo aumento de pH, S e micronutrientes.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Floresta Nacional de Paraopeba-MG. a) inicio da Floresta Nacional; b) area

experimental de coleta de solo.
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Apéndice 2. Area do local de coleta de solo para montagem do experimento e analises

quimicas. a) local de coleta e b) 120 kg de solo coletados para montagem do experimento.




Apéndice 3. Individuo exemplar da espécie Rhinodrilus alatus utilizada no presente estudo.
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Apéndice 4. Cinco espécimes de Rhinodrilus alatus mantidos individualmente para pesagem,
e apos, acondicionamento dos minhocugus nos potes de repetigao.
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Apéndice 5.

Tabela 2. Carbono da Biomassa Microbiana do Solo (C- BMS), Quociente metabolico (qCO,)
e Nitrogénio da BMS nos 10 estagios de envelhecimento. Coprolitos da espécie R. alatus e
solo controle — Latossolo Amarelo de Paraopeba-MG.

Estagios C-BMS (mg Ckg™) qCO, (mg C-CO2 kg™ CBMS.h™") N-BMS (mg N kg™)
Solo Controle Coprolito Solo Controle Coprolito Solo Controle Coprélito
0 hora 586,3Aa 330,6Bab 16,2Bab 27,3Aabcd 97,7Aa 55,1Bab
4 horas 498,9Aa 340Bab 18,6Aa 19,6Acde 83,1Aa 56,6Bab
8 horas 569,5Aa 387,3Ba 17,7Aa 21,6Abcde 94,9Aa 64,5Ba
12 horas 528,8Aa 257,1Bab 16,8Bab 37,2Aa 88,1Aa 42,8Bab
24 horas 542,5Aa 387,6Ba 12,1Abc 18,1Acde 90,4Aa 64,6Ba
48 horas 494,0Aa 247,7Bb 14,3Babc 33,5Aabc 82,3Aa 41,2Bb
96 horas 500,6Aa 271,8Bab 9,1Bcde 36,4Aab 83,4Aa 45,2Bab
8 dias 590,8Aa 284,0Bab 10,7Bcd 19,9Acde 98,4Aa 47,3Bab
16 dias 583,6Aa 298,4Bab 6,8Bde 24,6Aabcde 97,2Aa 49,7Bab
32 dias 595,7Aa 276,2Bab 4,6Be 11,4Ae 99,2Aa 46,0Bab
CV (%) 13,7 27,6 13,7

* Letras maiusculas diferentes na mesma linha apresentam diferengas significativas entre solo controle e coprolito para cada
variavel, letras minusculas apresentam diferengas significativas entre os estagios, com teste Tukey p<0,05.
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Apéndice 6.

Tabela 3. Resultados de N-NH4 e N-NO; nos 10 estagios de envelhecimento. Coprolitos da
espécie R. alatus e solo controle — Latossolo Amarelo de Paraopeba-MG.

Estagios N-NH;* (mg kg™) N-NOs3;™ (mg kg™)
Solo Controle Coprdlito Solo Controle Coprdlito
0 hora 19,3Babc 176,1Aa 1,6Ac 0,7Babc
4 horas 18,5Babc 180,0Aa 1,9Aabc 2,5Aab
8 horas 18,2Babc 121,2Aa 1,8Abc 2,5Aabc
12 horas 20,9Bab 210,3Aa 2,1Aabc 0,4Bbc
24 horas 18,1Babc 197,5Aa 1,7Ac 0,7Babc
48 horas 25,0Ba 194,2Aa 2,1Aabc 0,4Babc
96 horas 17,5Bbc 145,6Aa 1,8Abc 0,5Babc
8 dias 17,9Babc 135,5Aa 2,1Aabc 0,3Bc
16 dias 16,8Bc 193,2Aa 2,5Aab 0,4Babc
32 dias 17,1Bbc 199,5Aa 3,4Aa 0,6Babc
CV (%) 4.02 6.32

*Letras maiusculas apresentam diferencas significativas entre tratamentos para cada
estagio e varidvel, letras mindsculas apresentam diferencas significativas entre os
estagios para cada varidvel com teste Tukey p<0,05.
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Tabela 4. Fluxos de C-CHy4, C-CO; e N-N,O nos 10 estagios de envelhecimento. Coprolitos
da espécie R. alatus e solo controle — Latossolo Amarelo de Paraopeba-MG.

Estagios C-CH,; (nmol g™ h™) C-CO; (nmol g™ h™) N-N.O (nmol g™ h™)
Solo Controle Coprdlito Solo Controle Coprdlito Solo Controle Coprdlito
0 hora 0,77Aab 0,68Aa 84,8Aab 131,6Aa 44,8Bab 107,2Aa
4 horas 0,75Aa 0,80Aa 82,9Aab 100,5Aab 34,1Aab 28,5Aa
8 horas 0,66Acd 0,66Aa 36,5Bab 96,7Aab 45,4Aab 33,2Aa
12 horas 0,63Acd 0,59Aa 27,2Ab 31,7Ab 40,1Aab 25,06Aa
24 horas 0,69Abc 0,83Aa 51,7Aab 67,8Aab 42,3Aab 57,0Aa
48 horas 0,57Ad 0,65Aa 23,7Ab 53,1Aab 41,9Aab 37,5Aa
96 horas 0,59Ad 0,78Aa 55,3Bab 124,8Aab 35,6Ba 54,8Aa
8 dias 0,77Aab 0,67Aa 163,9Aa 54,6Bab 48,4Aab 50,1Aa
16 dias 0,64Acd 0,58Aa 43,3Aab 60,5Aab 49,9Ab 35,6Ba
32 dias 0,61Acd 0,71Aa 97,9Aab 62,3Aab 41,2Bab 48,3Aa
CV (%) 21.4 19.3 18.4

*Letras maiusculas apresentam diferencas significativas entre tratamentos para cada estdgio e variavel, letras
minusculas apresentam diferencgas significativas entre os estagios para cada variavel com teste Tukey p<0,05.
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Apéndice 8

Tabela 5. Produ¢ao acumulada de CHy4, CO; € N,O em nmol g'1 de massa seca nos 10 estagios
de envelhecimento. Coprolitos da espécie R. alatus e solo controle — Latossolo Amarelo de
Paraopeba-MG.

Estagios CH,; nmol g'1 massa seca CO, nmol g'1 massa seca N,O0 nmol g'1 massa seca

Solo Controle Coprdlito Solo Controle Coprdlito Solo Controle Coprdlito
0 hora 0,91A 1,6A 1901A 2193A 118B 489A
4 horas 0,76B 0,92A 1931A 1477A 1198 870A
8 horas 0,73A 0,69A 1910A 1753B 168B 1882A
12 horas 0,76A 0,90A 1795A 2070A 169B 454A
24 horas 0,66B 0,94A 1366A 1693A 142A 524A
48 horas 0,66A 0,77A 1347B 1722A 185A 406A
96 horas 0,75A 0,83A 1287B 2014A 189A 153A
8 dias 0,52B 0,68A 1422A 1159B 143A 163A
16 dias 0,43B 0,80A 845B 1539A 189B 383A
32 dias 0,27A 0,87A 508A 551A 145B 187A

*Letras maiusculas apresentam diferencgas significativas entre tratamentos para cada estdgio e varidvel
com teste Tukey p<0,05.



