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Resumo

TIMM, Vitor Falchi. Andlise citogenética e histoldgica de espécies de minhocas
encontradas naregido de Pelotas. 2015. 31f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

O Brasil é um pais privilegiado quando se trata de diversidade de minhocas, sendo
estas de grande importancia ecologica por serem utilizadas em diversos minhocarios
gue visam uma vermicompostagem de qualidade. O presente trabalho teve como
objetivo fornecer subsidios citogenéticos e histologicos para a identificacdo de
espécies de minhocas encontradas em minhocarios na regido de Pelotas. Foi
realizada a coleta de 10 individuos nos seguintes minhocarios: Estacao
Experimental Cascata da Embrapa Clima Temperado (Pelotas) e de propriedades
rurais localizadas na colénia Sdo Domingos (Morro Redondo), Assentamento da
Palma (Capéo do Ledo) e colbnia Sesmaria (Sao Lourenco do Sul). Também foram
estudados individuos provenientes da Universidade Federal de Santa Maria, todas
as coletas foram feitas no inicio do ano de 2015. Os individuos foram levados a
Estacdo Experimental Cascata onde foram identificados previamente por
caracteristicas morfologicas externas e posteriormente analisados citogeneticamente
e histologicamente. Para a andlise citogenética, foi injetada colchicina 0,5% em
varios pontos do corpo da minhoca com 24h de antecedéncia, posteriormente foram
dissecadas, as vesiculas seminais, escolhidas para a citogenética, foram colocados
em solucdo hipotbnica e, por fim, fixadas e coradas. Para a histologia, foram
utilizados os primeiros segmentos, compreendidos desde a regido do prostébmio até
o clitelo. Esse material foi submetido a técnica padrdo de histologia, com inclusao
em parafina e coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE). Dificuldades para obtencéo
de dados foram encontradas durante a realizacdo do trabalho, entretanto, foi
possivel a montagem, caracterizacdo citogenética e comparacdo do cariétipo da
espécie encontrada. Dessa forma, foi possivel confirmar o estreito relacionamento
entre as espécies E. andrei e E. fetida, como também foi observado uma possivel
poliploidia em E. andrei que ainda nao foi citada na literatura da espécie. Baseado
nos dados histoldgicos, E. andrei e E. fetida apresentam um padrdo semelhante em
sua anatomia interna, embora a primeira apresente-se um pouco mais desenvolvida
em relacdo ao trato digestoério, sugerindo assim, que seja a espécie mais apropriada
para utilizacdo em minhocarios que visam a producdo de humus. Durante a
realizagdo do experimento em 2015. houve problemas técnicos que impediram que o
objetivo fosse alcancado, dessa forma, nem todos os objetivos puderam ser
alcancados.

Palavras-chaves: Oligochaeta; minhocultura; poliploidia; Eisenia.



Abstract

TIMM, Vitor Falchi. Cytogenetic and histological analysis of earthworm species
found in Pelotas region. 2015. 31f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduacéo
em Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2015.

Brazil is a privileged country when it comes to diversity of earthworms, which are of
great ecological importance for use in various minhocérios aiming at
vermicomposting quality. This study aimed to provide cytological and histological
subsidies for identifying species of earthworms found in minhocarios in Pelotas
region. We collected 10 individuals in the following minhocéarios: Estacao
Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado (Pelotas) and farms located in
the S&o Domingos colony (Morro Redondo), Assentamento da Palma (Capéo do
Ledo) and Sesmaria’s colony (Sdo Lourenco do Sul). Were also studied individuals
from the Universidade Federal de Santa Maria, all collections were made at the
beginning of 2015. The individuals were taken to the Estacdo Experimental Cascata
which were previously identified by external morphology and later analyzed
cytogenetically and histologically. For cytogenetic analysis, 0.5% colchicine was
injected in various points of the body of the worm 24 hours in advance, were
subsequently dissected, seminal vesicles, chosen for cytogenetics, were placed in
hypotonic solution and, finally, fixed and stained . For histology, the first segments
understood from the region of prostomium to the clitelo were used. This material was
subjected to the standard technique of histology and embedded in paraffin and
staining with hematoxylin and eosin (HE). Difficulties in obtaining data were found
during the course of the work, however, the assembly was possible, cytogenetic
characterization and comparison of the karyotype of species found. Thus, it was
possible to confirm the close relationship between the species E. andrei and E.
fetida, as was also observed a possible polyploidy in E. andrei that has not been
mentioned in the literature of the species. Based on histological data, E. andrei and
E. fetida show a similar pattern in their internal anatomy, although the first introduce
yourself a bit more developed compared to the digestive tract, thus suggesting that it
is the most suitable species for use in minhocérios aimed at the production of humus.
During the experiment in 2015 there were technical problems that prevented the goal
was reached, therefore, not all the objectives could be achieved.

Key-words: Oligochaeta; earthworm breeding; polyploid; Eisenia.
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1 Introducéo

As minhocas surgiram no planeta h& pelo menos 600 milhdes de anos e de &
para ca tem co-evoluido com os sistemas naturais e humanos. Por suas habilidades
no condicionamento fisico, quimico e biolégico nos solos, as minhocas ganharam o
status de “ecosystem engineers” por diversos autores (JOUQUET et al.,, 2006;
LAVELLE et al., 2006).

Geralmente, as minhocas séo estudadas em diversas areas do conhecimento,
como na transformacdo de residuos organicos (GARG; KAUSHIK, 2005), no
monitoramento de parametros ambientais (PULLEMAN et al., 2005), na avaliacédo de
ecotoxicidade de produtos e substancias (SIVAKUMAR; SUBBHURAAM, 2005;
ROMBKE et al., 2008), entre outras.

Em termos de diversidade de minhocas, o Brasil é privilegiado. De acordo
com levantamentos recentes existem no pais aproximadamente 305
espécies/subespécies de minhocas, podendo esse niumero chegar a mais de 1400.
Desse total de minhocas conhecidas, 85% sao nativas e 15% s&o exdticas
(BROWN; JAMES, 2007).

Apesar de representarem um pequeno numero de espécies, as minhocas
exoticas assumem uma importancia crucial nos ecossistemas. De acordo com Brown
e James (2007) as espécies nativas parecem apresentar menor tolerancia a
perturbacdo ambiental, enquanto as exoticas se adaptam bem aos ambientes
modificados pelo homem, podendo se tornar invasoras ou colonizadoras
oportunistas, ocupando os espacos deixados vagos pelas nativas.

Por um lado, os agricultores reconhecem o papel benéfico das minhocas de
uma forma geral no ambiente (SCHIEDECK et al., 2009), por outro, muitos trabalhos
tem apontado efeitos negativos de minhocas exoéticas, especialmente em
agroecossistemas, que vao desde a compactacao do solo (CHAUVEL et al., 1999)
até perda de produtividade dos cultivos (BARTZ et al., 2009).
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Os géneros de minhocas exoéticas de maior dispersdo em territorio brasileiro
sdo Pontoscolex, Amynthas (BROWN et al., 2006) e Eisenia, que é amplamente
utilizado na minhocultura.

As espécies Eisenia fetida Savigny e Eisenia andrei Bouché apresentam
ampla dispersao pelo mundo todo, embora ndo tenham grande importancia em
ecossistemas naturais. S&o as minhocas mais utilizadas na minhocultura para o
manejo dos residuos organicos e em estudos ecotoxicoldgicos, fisiologicos e
genéticos, devido sua grande distribuicdo, ciclo de vida curto, facil adaptacéo
ambiental e criagdo em cativeiro (DOMINGUEZ, 2004). Contudo, sua similaridade
morfologica externa é tdo grande que muitas vezes se torna dificil distinguir qual
espécie esta sendo utilizada (DOMINGUEZ et al., 2005). A maioria dos trabalhos
publicados no Brasil considera que a espécie utilizada na minhocultura € a espécie
E. fetida.

Nesse sentido, os estudos citogenéticos e histolégicos sao ferramentas que
podem auxiliar na taxonomia de minhocas. Na literatura ndo foram encontrados
trabalhos sobre a citogenética e um descritivo-comparativo de histologia entre
minhocas encontradas no Brasil. O presente trabalho fornecera dados inéditos sobre
a biologia de minhocas de importancia na produgdo de humus.

Os dados citogenéticos desse trabalho permitirdo fazer um mapeamento das
espécies de minhocas encontradas na regido e assim, Em conjunto com a analise
histol6gica, auxiliar os produtores para melhorar a producdo de humus em seus
minhocarios, indicando qual espécie é mais apropriada e fornecendo subsidios
bésicos sobre a sua biologia.

Grande parte dos trabalhos publicados no Brasil, que utilizam espécies de
minhocas como indicadoras de qualidade de solo e para testes toxicolégicos, dizem
utilizar a espécie E. fetida em seus experimentos (Wang et al.,, 2015; GOBI,
GUNASEKARAN, 2010). Com base em estudos preliminares na Embrapa Clima
Temperado, a hipétese do presente trabalho € de que a espécie utilizada nestes

trabalhos seja a E. andrei, havendo assim, um equivoco nas publicagoes.



1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo Geral

Fornecer subsidios citogenéticos e histologicos das espécies de minhocas
utilizadas nos minhocarios de Pelotas e regido.

1.1.2 Objetivos Especificos

- ldentificar em nivel especifico e mapear os individuos encontrados nos
minhocarios da regiao.

- Adaptar a técnica de citogenética para cada espécie de minhoca coletada.

- Descrever e analisar comparativamente a histologia e a citogenética das
diferentes espécies de minhocas coletadas.



2 Revisado de Literatura

2. 1 Citogenética

Tanto as questbes ambientais quanto as questdes de identificacdo das
espécies podem ser aprofundadas através da citogenética, pois essa ciéncia estuda
a base fisica do sistema genético, os cromossomos, e alteragfes destes podem ser
significativas para o rumo evolutivo das espécies (WHITE, 1973). Por isso, a
citogenética é uma parte essencial para estudos sistematicos de um grupo de
organismos e pode ter um papel importante para géneros taxonomicamente
complicados (MUDAL, 1952).

A citogenética aplicada no estudo de minhocas é recente, ndo havendo
muitos artigos publicados mundialmente. A primeira publicacdo de dados sobre o
assunto foi realizada na metade do século XX na Inglaterra (MULDAL, 1952), sendo
que em alguns trabalhos séo informados apenas 0os nameros cromossémicos de
algumas espécies e em outros, além do numero apresenta também a morfologia,
porém poucos com caracterizacdo citogenética mais aprofundada.

Embora dados recentes afirmem que existam em torno de 300
espécies/subespécies de minhocas no Brasil, podendo esse niumero ser ainda mais
elevado (BROWN; JAMES, 2007), ndo ha artigos publicados sobre a citogenética de
minhocas encontradas no Brasil, embora ja existam pesquisadores estudando e
desenvolvendo alguns trabalhos.

Um dos principais trabalhos relacionados a citogenética de Lumbricidae € o
de Muldal (1952), que foi de grande importancia para a definicdo de diversas
espécies dessa familia. Devido ao tamanho muito reduzido de alguns cromossomos,
tornou-se dificil uma comparacdo exata entre os tamanhos, dessa forma, Muldal
determinou cinco padrdes de tamanhos para agrupar os cromossomos e, analisando
também a quantidade de cromossomos de cada individuo, determinou as espécies.
Em seu trabalho consta o numero diploide de 29 espécies dentro de oito géneros da

familia Lumbricidae.
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Foi realizado por Vitturi (1991) uma analise citogenética da espécie E. fetida,
no qual foram coletados 30 individuos da espécie e confirmado o numero diploide 2n
= 22, citado por Mudal (1952), evidenciando o caridtipo e o tamanho relativo de
todos 0s cromossomos presentes nessa especie.

Vitturi et al. (2000) realizaram o teste DNAr FISH em Octodrilus complanatus
e E. fetida para verificar o grau de repeticdo telomérica (TTAGGG)n em seus
genomas. Foi montado o cariétipo de O. complanatus, com numero diploide de 2n =
36, onde sete pares eram metacéntricos/submetacéntricos e 11 acrocéntricos. A
sequéncia telomérica (TTAGGG)n hibridizou com os terminais de todos os
cromossomos de ambas as espécies. Regides cistron, segmentos de DNA de
informacéo de sintese de proteinas/peptideos, foram encontradas em dois teldmeros
de cromossomos submetacéntricos em E. fetida e na regido subterminal de dois
cromossomos acrocéntricos em O. complanatus, deixando clara a relacdo entre o
mapeamento do DNAr e a regido organizadora de nucléolo (NOR).

Apesar dos poucos trabalhos relacionados a citogenética de minhocas, uma
variedade de metodologias é utilizada para a obtencdo de bons cromossomos em
metéfase. Assim, no trabalho realizado por Timm et al. (2012), foi criada uma
metodologia adaptada, baseando-se em diversas metodologias anteriormente
utilizadas, para conseguir obter um maior nimero de metafases com menos custo e

tempo para desenvolvimento.

2. 2 Histologia

O estudo histolégico de minhocas vem sendo cada vez mais realizado devido
a grande quantidade de tdxicos que estdo sendo usados nos solos, entretanto, estes
estudos visam apenas as alteracBes causadas no interior das minhocas, nao
havendo artigos publicados que facam um comparativo em nivel de espécies ou até
mesmo de familias, como também né&o foram encontrados artigos que corroborem se
a histologia serve como diferenciador taxondmico nesse grupo ou nao.

A espécie E. fetida foi utilizada para os estudos histologicos de Ruppert et al.

(2005) e Bilej et al. (2010). Ruppert et al. (2005) utilizaram um corte transversal
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ilustrativo como forma didatica de visualizacdo da anatomia interna, fazendo uma
descricdo dos 6rgdos que sao encontrados. Segundo eles, a camada epidérmica
apresenta células glandulares e é revestida por uma fina cuticula. Os musculos
circulares e longitudinais sdo bastante desenvolvidos, devido ao tipo de locomocao,
e 0s septos que dividem os celomas séo relativamente completos. Ja Bilej et al.
(2010), mostraram um corte transversal real, descrevendo e indicando os tecidos e
estruturas encontradas na regido mediana do intestino.

Grande parte dos artigos que mencionam a histologia de minhocas nao faz
uma caracterizacdo de como sdo estruturados os tecidos e 6rgdos em condicdes
normais, apenas fazem uma andlise de impacto de produtos e substancias, como,
por exemplo, herbicidas e metais pesados.

Morowati (2000) e Gobi e Gunasekaran (2010) fizeram analises no intestino
de Pheretima elongata Parrier e E. fetida, apés submeter essas espécies aos
herbicidas glifosato e butaclor, respectivamente. Morowati (2000) percebeu que
houve mudancas na estrutura histologica de P. elongata, observando a ruptura e
morte de células do intestino, causando a morte de diversos individuos. Porém, apés
trés semanas da exposicao, foi relatada a renovacéo da camada epitelial do intestino
e recuperacdo dos espécimes remanescentes. Gobi e Gunasekaran (2010)
observaram grandes alteracbes nos tecidos de E. fetida. O herbicida utilizado
destruiu a camada epitelial do intestino, reduziu o tecido cloragégeno, a biomassa, a
guantidade de casulos e fundiu as vilosidades.

Wang et al. (2015) testaram o efeito de cinco neonicotindides, pesticidas
derivados da nicotina, em diferentes concentragdes para analise dos impactos nas
células da epiderme do intestino médio de E. fetida. Estes pesticidas tiveram ac¢des
semelhantes aos de Morowati (2000) e Gobi e Gunasekaran (2010). Foi constada
uma crescente deterioracdo das células conforme aumentava a concentracdo dos
pesticidas, algumas células da mucosa hipertrofiaram e foi observada uma
irregularidade na compartimentacao celular. Na maior concentracédo, foi observada a
desintegracdo das células epidermais. O aumento na concentracdo de
neonicotinéides no corpo da minhoca também ocasionou, além da degradacao da
compartimentagcdo celular, uma diminuicdo da densidade do citoplasma e

irregularidades na forma dos nucleos.



3 Materiais e Métodos

3. 1 Coleta dos espécimes

Foram coletados 10 individuos de quatro minhocarios localizados na regiao
de Pelotas durante o ano de 2015, embora o primeiro j4 estivesse sendo utilizado
como local de estudo para trabalhos anteriores por nés mesmos. Sao eles:
minhocario da Estacdo Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado,
localizado em Pelotas, RS (31°37'S, 52°31'0); minhocério de uma propriedade rural
da Colbénia Sdo Domingos, no municipio de Morro Redondo, RS (31°32'S, 52°37'0),
minhocério de uma propriedade rural do Assentamento da Palma, situada no
municipio do Capédo do Ledo, RS (31°48'S, 52°28'O) e uma propriedade rural da
Colbnia Sesmaria, localizada em S&o Lourenco do Sul, RS (31°21'S, 52°16'0).
Também foram utilizados individuos, ditos E. fetida e E. andrei ja identificados,
vindos do Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), RS, os quais também foram utilizados no experimento para a
obtencéo de resultados deste trabalho.

Os individuos coletados foram transportados em frascos plasticos de 2L,
contendo o solo do local de coleta e tampa perfurada para aeracado, até a Estacao
Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado, onde foram identificados pelas
caracteristicas externas. Apos a identificacdo, foram encaminhados a Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Pelotas para serem submetidos as técnicas
citogenéticas e histolégicas.

3. 2 Andlise citogenética

Para a analise citogenética, as minhocas foram colocadas em uma placa de

pétri com parafina solida, abertas utilizando bisturi com auxilio de pincas histolégicas
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e alfinetes para manter o corpo dos individuos aberto para a retirada da vesicula
seminal. No trabalho de Timm et al. (2012), diversos 6rgdos das minhocas foram
testados para verificar qual que apresentaria maior quantidade de divisbes. Foi
verificado que a vesicula seminal e os ultimos segmentos, quando amputados 24h
antes, apresentavam maiores numeros de divisbes e, por questdo de facilidade e
economia de tempo, no presente trabalho foi utilizado a vesicula seminal.

Para a obtencdo de cromossomos mitéticos em metafase, foi realizada uma
técnica adaptada por Timm et al. (2012), que consta na injecdo de 0,5% de
colchicina em varias regibes da minhoca 24h antes da dissec¢cdo (GARBAR,;
VLASENKO, 2007; SHEN et al., 2011), a retirada do 6érgdo de estudo e posterior
incubacdo em solucéo hipotdnica de 3 a 5h e fixacdo com uma combinacao de trés
fixadores com ordem crescente de concentracdo de &cido acético (fixador 1: 1mL de
acido acético/1,5mL de etanol/2mL de &gua destilada; fixador 2: 1mL de &cido
acético/1,5mL de etanol; fixador 3: acido acético 100%) ou em Carnoy (3 etanol:1
acido acético). Para a coloracdo do material a ser analisado, foi realizada a técnica
de esmagamento corada com orceina (HONGELL; TERHIVUO, 1989; VITTURI et
al., 2000; KASHMENSKAYA; POLYAKOV, 2008; SHEN et al., 2011).

Para obtencdo de cromossomos meiéticos, o processo foi 0 mesmo, com excecao
da aplicacéo de colchicina 24h antes da dissecc¢ao, para evitar o interrompimento da
formacao dos fusos mitéticos.

As laminas foram analisadas utilizando a técnica de varredura de lamina em
microscopio éptico Nikon Eclipse E200, com uma camera fotografica Moticam 5, de
cinco megapixels, acoplada. As melhores imagens de mitoses e meioses foram

capturadas com a utilizacao do programa Motic® Imagem Plus 2.0.

3. 3 Caracterizacao histolégica

Para a histologia, foi analisado um individuo por espécie de minhoca. Os
cortes foram realizados nos primeiros 20 segmentos, que compreendem do
prostbmio até o clitelo e fixadas Bouin. As pecas passaram pelo processo de

desidratacéo, diafanizagéo em xilol PA e inclusdo em parafina.
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Prostémio
Cavidade bucal
Ganglio cerebral

Faringe
Musculos faringianos

Nefridio
Glandula calcifera

Testiculo Vesicula seminal

Funil seminal

Ovario

Funil ovidutal

Ovissaco Duto espermatico

Décimo quinto segmento Papo

Moela

Intestino

Figura 1 - Esquema regido corporal de minhoca (Ruppert et al. 2005).

Logo apos, foram realizados cortes seriados de 5um e as laminas numeradas
e identificadas de acordo com a classificacdo taxonémica. Dos cortes seriados foram
confeccionadas 15 laminas histolégicas para cada individuo, cada individuo com
uma média de 50 cortes.

Posteriormente as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE)
analisadas em microscopio 6ptico Nikon Eclipse E200, com uma camera fotografica
Moticam 5, de cinco megapixels, acoplada. As imagens foram capturadas com a

utilizacao do programa Motic® Imagem Plus 2.0.



4 Resultados e Discussao

4.1 Anélise Citogenética

Como resultado da metodologia utilizada para a obtencéo de cromossomos,
diversas células em divisdo foram encontradas, tanto em mitose, quanto em meiose,

e os cariétipos montados (Fig. 2).

Figura 2 — Fotografia de células de Eisenia andrei em divisdo mitotica. Cromossomos evidentes
(2n=22).

Foi montado o cariétipo da espécie E. andrei (Fig. 3), com procedéncia do
minhocario da Estacdo Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado de
Pelotas, que mostrou-se morfologicamente muito semelhante ao cari6tipo proposto
por Vitturi (1991) da espécie E. fetida (Fig. 4), espécie bastante confundida com a

primeira devido a semelhancas morfologicas externas.
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Figura 3 — Imagem do carittipo de Eisenia andrei (2n=22).
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Figura 4 — Imagem do cari6tipo de Eisenia fetida (2n=22) (Vitturi, 1991).

Ambos o0s caribtipos apresentaram-se com 2n = 22 cromossomos, sendo 0s
pares 1, 2 e 5 metacéntricos, 4, 6, 9 e 10 submetacéntricos e 3, 7, 8 e 11
acrocéntricos.

Essa similaridade no namero e na morfologia cromossdémica confirma o
estreito relacionamento entre essas duas espécies.

Além disso, também foram encontrados cromossomos agrupados de E.
andrei, provavelmente de uma mesma célula, caracterizando assim, uma poliploidia
(Fig. 5). Diversos autores, como Muldal (1952), Viktorov (1997), Garbar et al. (2009)
e Shen et al. (2011), j4 relataram e confirmaram casos de poliploidia em
Lumbricidae, todos estes relacionando a poliploidia a partenogénese.

Partenogénese € uma estratégia reprodutiva que permite o desenvolvimento da
poliploidia (SHEN et al., 2011).
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Figura 5 — Fotografia de células polipléides de Eisenia andrei, com coloracéo de orceina (rosa) e
Giemsa (azul/roxo).

Na meiose foi identificado um padréo de divisdo nos cromossomos de E.
andrei, onde constatou seu numero haploide n = 11 e cada bivalente apresentando
um ou dois quiasmas terminais/subterminais durante o dipléteno/diacinese,
garantindo ao bivalente uma forma ora de anel, ora de bastdo. Foram constados
também em alguns ndcleos, bivalentes acrocéntricos com um U(nico quiasma
intersticial, o que conferiu ao par, a forma de cruz (Fig. 6 e Fig. 7).

A

Figura 6 — Fotografia de células de Eisenia andrei em meiose (n=11).
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Figura 7 — Imagem de quatro ndcleos de Eisenia andrei em meiose. Bivalentes e quiasmas.

Em 2015 né&o foi possivel obter cromossomos de boa qualidade para as
andlises citogenéticas das espécies encontradas nos diferentes minhocarios. Uma
das hipoteses levantadas foi a questao da sazonalidade, contudo, embora o periodo
de experimentacado tenha durado cerca de dois anos, no ano de 2014 foram obtidos
cromossomos das minhocas do minhocario da Embrapa em todos os meses do ano.
J& no ano de 2015, quando as coletas foram realizadas nos demais minhocérios,
nao foi possivel obter divisdes celulares.

Outra hipotese levantada foi 0 estresse da coleta e posterior encaminhamento
para analise, onde a mudanca de habitat faria com que ocorresse reducdo no
namero de células em divisdo, pois as minhocas foram retiradas dos seus
respectivos minhocéarios e acondicionadas em potes, com o mesmo substrato do
minhocario, porém com um volume bastante reduzido em compara¢do ao anterior,
por cerca de trés a quatro dias até serem levadas ao laboratério para disseccao.
Para descartar essa hipotese, toda a metodologia foi realizada na Embrapa Estacéo
Experimental Cascata, onde a minhoca foi retirada do minhocério e logo submetida a
dissecacdo. Também sem sucesso, porém as células apresentavam-se da mesma
forma de quando as minhocas eram acondicionadas nos potes pequenos.

Assim, concluiu-se que a falta de células em divisdo ndo estd associado a
fatores ambientais de clima e ao estresse de acondicionamento.

Devido a esse problema, ndo foi possivel observar nem o nimero e nem a
morfologia cromossdmica tanto para E. fetida, quanto para E. andrei dos demais

minhocarios, impossibilitando o0 mapeamento das espécies na regiao.
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4.2 Anélise Histoldgica

Foram realizados estudos histoldgicos de dois individuos, sendo um individuo
da espécie E. andrei proveniente da Estacao Experimental Cascata, Embrapa Clima
Temperado, Pelotas e outro individuo da espécie E. fetida, proveniente da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Foram realizados cortes dos segmentos iniciais, regiao do prostdmio até o
clitelo, onde as pecas foram emblocadas com o prostdmio para cima. Os cortes na
altura do prostdomio foram descartados e os cortes seriados comegaram na altura da

cabeca (Fig. 8 e Fig. 9).

Figura 8 — Fotografia da histologia geral de Eisenia andrei. Cuticula (Cut), epiderme (E), musculos
circulares (MC), musculos longitudinais (ML), musculatura intestinal (Ml), tiflossol (T), tecido
cloragégeno (TC), intestino (Int), glandulas (G), abertura das cerdas (C) e cordao nervoso ventral
(CN). (Obj. 4x).
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Figura 9 — Fotografia da histologia geral de Eisenia fetida. Cuticula (Cut), epiderme (E), mUsculos
circulares (MC), musculos longitudinais (ML), tiflossol (T), tecido cloragbégeno (TC), intestino (Int),
glandulas (G) e abertura das cerdas (C). (Obj 4x).

Apesar dos cortes nao serem exatamente dos mesmos segmentos,
analisando os cortes sequencialmente é possivel se observar um padrdo geral na
anatomia interna das espécies.

Os dados obtidos nesse trabalho corroboram com Ruppert et al. (2005), que
observou uma fina cuticula sobrepde uma epiderme repleta de células glandulares
secretoras de muco. Os musculos, principalmente os circulares, sao bastante
desenvolvidos devido as contracdes peristalticas, tipo de locomocao do grupo, onde
a contracdo muscular circular causa um alongamento nos segmentos para o
rastejamento e proporcionam um pulso de pressdo no liquido celdmico. Ja os
musculos longitudinais sdo mais importantes na escavacao, dilatacdo e ancoragem
dos segmentos no solo (RUPPERT et al., 2005). Embora os autores tenham se
baseado na espécie E. fetida para fazer esta descricdo, esse padrao histolégico é
notado também para E. andrei (Fig. 10).
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Figura 10 — Fotografia da histologia de Eisenia andrei (esquerda) e Eisenia fetida (direita). Padrdo de
cuticula (seta), epiderme com células glandulares (G), musculatura circular (MC) e longitudinal (ML)
semelhantes (Obj. 40x).

O trato digestério é reto e relativamente simples. A cavidade bucal situa-se
abaixo do prostomio e abre-se na faringe, que se apresenta revestida dorsalmente
por musculatura e glandulas faringianas que secretam substéncias como muco e
enzimas. Logo apos a faringe, surge um tubulo esofagico estreito, onde chega ao
papo, modificacdo da familia Lumbricidae, que apresenta uma parede fina e tem
funcdo de armazenamento. Algumas glandulas, como as calciferas, sdo encontradas
em algumas partes do esdfago, porém sua funcionalidade ainda € incerta. O
intestino segue como um tubo reto que se estende ao longo do corpo, com excegao
de alguns ultimos segmentos. A metade inicial do intestino tem fungéo de secrecao e
digestdo, enquanto a segunda metade tem funcdo principalmente de absorcéo
(RUPPERT et al., 2005).

O intestino é revestido por células prismaticas repletas de microvilosidades e
logo no inicio é possivel observar uma protuberéancia superficial bastante grande
chamada tiflossol e ao redor de todo o intestino visualiza-se um aglomerado de
células que formam o tecido cloragégeno (TC) (Fig. 11). De acordo com Ruppert et
al. (2005), essas modificagcdes tem funcdo de aumentar a capacidade de absorcao
das minhocas, no caso do tiflossol, e sintese e armazenamento de glicogénio e

gordura, no caso do tecido clorag6geno.
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Figura 11 — Fotografia do intestino de Eisenia andrei. Tiflossol (seta), epitélio prismatico (E) com
microvilosidades (*), tecido muscular (M), tecido cloragégeno (C). (Obj. 40x).

Levando em conta que os cortes histolégicos que estdo sendo comparados
sdo de segmentos bastante proximos, analisando o quadro comparativo em relagao
a digestdo, sintese e armazenamento de substancias, a espécie E. andrei
apresenta-se mais desenvolvida que a E. fetida, mostrando ter um tiflossol mais
proeminente, tendo assim, uma area de absorcdo intestinal maior, e tecido
cloragdégeno com uma quantidade maior de células e musculatura.

Dominguez (2004) cita E. fetida e E. andrei como as principais espécies
utilizadas nas minhoculturas para diversas finalidades. Em questao de qualidade de
hamus, um sistema digestério mais desenvolvido pode fazer a diferenca no produto
final, aumentando a qualidade do adubo e, consequentemente, a qualidade do solo.
Dessa forma, baseado no estudo histolégico, a espécie E. andrei pode ser a mais
apropriada para a utilizacdo em minhocarios que visam essa produc¢do. Entretanto,
esses dados precisam ser comprovados com pesquisas comparativas na producéo
de humus.

Em corte histoldgico, é possivel observar uma fusdo de dois corddes
nervosos ventrais (Fig. 11). De acordo com Ruppert et al. (2005), existem cinco
fibras nervosas gigantes dentro de cada corddo, trés sdo muito grandes e se
agrupam no lado meio-dorsal, as outras duas, menos evidentes, situam-se no meio-

ventral e apresentam-se mais largamente separadas.



5. Conclusodes

Apesar das dificuldades encontradas durante a realizacao do trabalho, o que
dificultou a obtencédo de alguns dados, foi confirmado que, tanto a E. andrei, quanto
a E. fetida apresentam o numero diploide considerado menos derivado dentro da
familia Lumbricidae (2n=22). Além disso, ficou evidente o relacionamento entre as
duas espécies, pois ambas apresentam 0 mesmo numero e morfologia
cromossOmica, assim, concluindo também, que as caracteristicas citogenéticas em
nivel de coloracdo convencional ndo servem como caracter taxonémico.

O surgimento de células poliploides em E. andrei, que jA& € comum em
algumas espécies do mesmo género, sugere que esta espécie esteja realizando
partenogénese em certas ocasifes, embora a reproducdo sexuada ainda seja a
principal estratégia reprodutiva.

Em comparacéo histolégica, sugere-se que a espécie E. andrei seja a mais
apropriada para a utilizacdo em minhocérios que visam a producdo de humus de
melhor qualidade por apresentar um sistema digestério aparentemente mais
desenvolvido que E. fetida, embora ambas tenham se mostrado satisfatérias quando

utilizadas em testes ecotoxicologicos.
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