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Apresentacao

O presente documento descreve como utilizar o método bait-lamina na men-
suracao da atividade alimentar de invertebrados decompositores do solo. Tal
método tem sido cada vez mais utilizado em diversas partes do mundo por
ser simples e por se tratar de um indicador funcional da qualidade do solo re-
lacionado a atividade bioldgica. Inicialmente a equipe adquiriu uma quantida-
de pequena de laminas e testou o método de forma preliminar em pequenas
areas. Parte dos resultados sao relatados neste documento. O aprendizado
com a utilizagdo do método, as dificuldades e as vantagens sdo relatadas.
Uma parte do presente documento teve origem em algumas dificuldades que
surgiram durante o seu uso em laboratério e campo e as duvidas frequentes
de usuarios principiantes e potenciais ao longo de 3 anos de uso das bait-
-laminas. Sao poucos os indicadores disponiveis sobre o funcionamento do
solo para os invertebrados, parte importante da biota do solo e que devem
ser conservados para que nao haja perda da biodiversidade. Portanto, espe-
ramos que este documento e essa ferramenta sejam Uteis para aqueles que
queiram complementar seus estudos de monitoramento da qualidade do solo
e de sistemas.

Sebastido Pedro da Silva Neto
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Introducao

O solo & um recurso nao renovavel pois uma vez degradado pode levar va-
rias geracdes até que se recupere. Por meio do solo o homem obtem be-
neficios para a agricultura e a manutencao de ecossistemas terrestres na
forma de servigos ecossistémicos, tais como produtividade primaria, provisao
e ciclagem de nutrientes, sequestro e regulacdo do carbono, regulagéo e
purificagcdo da agua e habitat para a biodiversidade. Esses servigos sao de-
sencadeados por complexas interagbes entre os micro e macroorganismos,
plantas, animais e o componente mineral que mantém o funcionamento do
solo (Creamer et al., 2016).

A producao agropecuaria sustentavel tem sido cada vez mais demandada
pela sociedade. Um dos desafios € encontrar indicadores que mensurem
o quanto um determinado sistema agricola (e os manejos utilizados) pode
interferir nas fungbes do solo, prejudicando ou melhorando a provisdo dos
servigcos ecossistémicos. Proteger e deter a perda da biodiversidade € um
dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel 15 sobre “Vida na Terra” da
Agenda 2030 da Organizagédo das Nacdes Unidas (Barroso et al., 2018). No
caso do solo, isso implica manter ou criar condi¢cdes favoraveis a sobrevivén-
cia e manutencao dos organismos para preservar a funcao habitat do solo.

Nesse contexto, uma ferramenta de pouca complexidade e diretamente re-
lacionada com a atividade dos organismos vivos seria uma forma desejavel
de avaliagao da qualidade bioldgica do solo para inferir a sustentabilidade do
sistema agricola. O bait-lamina (ldamina isca em inglés) € um método de ava-
liacdo funcional da qualidade do solo por meio da mensuragéo da atividade
alimentar dos invertebrados edaficos criada por von Térne (1990). Pequenas
ldminas retangulares com orificios circulares preenchidos com uma isca a
base de celulose s&o inseridas no solo onde permanecem por um determina-
do periodo. Ao consumirem a isca, os invertebrados decompositores ativos
presentes no solo como, por exemplo, minhocas, enquitreideos, acaros e
colémbolos abrem cavidades ou a perfuram, (van Gestel et al., 2003). Assim,
quanto maior o consumo, maior sera a quantidade de orificios abertos e, con-
sequentemente, a atividade alimentar estimada dos invertebrados no local
(von Toérne, 1990; Musso et al., 2014). Os orificios distribuidos verticalmente
permitem uma avaliagdo por profundidade do solo até 8 cm. O método foi
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aperfeicoado por Kratz (1998) e padronizado e descrito internacionalmen-
te na norma International Organization for Standardization 18311 (2016). O
método, embora ndo permita fazer analise de abundancia ou diversidade de
invertebrados que se alimentam das iscas, tem sido cada vez mais citado na
literatura cientifica como um indicador funcional da qualidade biolégica do
solo. A simplicidade de execugéo torna o método bait-lamina extremamente
atrativo e interessante para avaliagbes expeditas da funcionalidade do solo
do ponto de vista da atividade da fauna edafica decompositora.

O bait-lamina ja foi utilizado para comparar sistemas agricolas sob diferentes
manejos e auxiliar na avaliagdo da qualidade do solo em relagao a sua fun-
¢ao de habitat para os organismos habitantes do solo (Graenitz; Bauer, 2000;
Birkhofer et al., 2011; Podgaisky et al., 2011; Tao et al., 2016; Pessoto et al.,
2020). O método foi utilizado em varios trabalhos que estudaram os efeitos
do uso de agrotoxicos e outros insumos sobre a atividade alimentar dos in-
vertebrados (Casabé et al., 2007; Niemeyer et al., 2018; Alves et al., 2020).
O método também foi usado para comparar diferentes condi¢cdes de areas
naturais (ROmbke et al., 2006; Musso et al., 2014) ou para prever os efeitos
do aquecimento global na reducdo de taxas de decomposigdo da matéria
organica do solo (Thakur et al., 2017).

Neste documento, 0 método bait-lamina sera descrito em detalhes, levando
em conta necessidades de adaptagdes, bem como suas vantagens e limita-
¢des considerando resultados preliminares obtidos em areas de lavoura e
pastagem do Cerrado.

Preparo, aplicacao e interpretacao
do método bait-lamina

O método bait-lamina estd detalhado na norma ISO 18311 (International
Organization for Standardization, 2016). A seguir, 0 método é descrito de ma-
neira mais pormenorizada do que na norma em algumas etapas mais criticas
em que normalmente os iniciantes tém duvidas. Além dos materiais e equi-
pamentos utilizados para montagem das l&minas e preparo da isca, serao
descritos a seguir os procedimentos para instalagdo no campo, leitura e inter-
pretacéo dos resultados e as adaptagdes adotadas.
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Descricao e construcao das laminas

As laminas sédo confeccionadas em PVC nas dimensdes de 150 mm (com-
primento) x 6 mm (largura) x 1 mm (espessura) perfuradas com 16 orificios
distantes 5 mm uma da outra a partir de 85 mm da extremidade inferior pon-
tiaguda (Figura 1A). As perfuragbes devem ser conicas em ambas as faces
da lamina para favorecer a fixagao da isca (Figura 1B e 1C). O primeiro ori-
ficio corresponde a profundidade de 0,5 cm do solo, e o ultimo, mais pro-
ximo da extremidade pontiaguda, corresponde a 8,0 cm de profundidade.
Os resultados apresentados no presente estudo foram gerados utilizando-
-se laminas fabricadas e comercializadas pela empresa alema terra protecta
GmbH, ndo sdo comercializadas no Brasil, mas que podem ser confecciona-
das artesanalmente.

® © o ° 9 06 0 o 00 &8 0o o

Figura 1. bait-lamina de PVC de 150 mm x 6 mm x 1 mm com 16 perfuragdes (A) ao
lado de uma régua. Detalhe da cavidade perfurada em formato conico (B). Detalhe de
ldminas com perfuragdes vazias e preenchidas com isca (C).

Fotos: Cintia Carla Niva
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Material para a isca e o seu preparo

» Celulose microcristalina (70%).
» Farinha de aveia (27%).

» Carvao ativado em po (3%).

+ Agua deionizada.

As perfuragdes das laminas de PVC descritas no item anterior (Figura 1) de-
vem ser preenchidas com uma mistura de celulose microcristalina, farinha
de aveia, carvao ativado em pé e agua deionizada em quantidade suficiente
para formar uma massa moldavel (Figura 2A ). Os componentes secos devem
ser pesados, misturados na proporgéao indicada, acondicionados em frascos
vedados e armazenados em local fresco e sem iluminagéo direta até o mo-
mento do preenchimento das laminas, ocasidao em que a agua é adicionada.

Figura 2. Massa da isca pronta para o preenchimento das perfuragdes da lamina (A).
Preenchimento com isca (B).

Preenchimento da lamina com iscas

Antes do procedimento, as maos devem ser lavadas com detergente neutro
e enxaguadas com agua abundante para remover os vestigios de gordura,
perfume ou outro produto. Alternativamente use luvas como, por exemplo, as

Fotos: Cintia Carla Niva
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nitrilicas sem talco, por nao possuirem cheiro que possa se impregnar na isca
e interferir no comportamento dos invertebrados. A bancada deve estar limpa,
sem sujeira, poeira ou outro residuo que seja fonte de contaminagéo.

A mistura seca para a isca (30 g) deve ser umedecida com agua deioni-
zada, adicionada gota a gota com uma pipeta, até atingir uma consisténcia
pastosa (semelhante a massinha de modelagem) que permita ser moldada
(Figura 2A). Dependendo da eficiéncia no preenchimento, essa quantidade
€ suficiente para 15 laminas. Uma massa com aspecto levemente farelado
preenchera de forma mais eficiente. O excesso de umidade pode favorecer o
surgimento de falhas na isca apos o preenchimento e secagem, uma vez que
a massa mais Umida fica menos espessa e rasga com mais facilidade devido
a contracéo durante a secagem. A farinha de aveia pode ser substituida por
outro material organico dependendo do objetivo do trabalho e da disponibi-
lidade como, por exemplo, farelo ou farinha de trigo (Podgaisky et al., 2011;
International Organization for Standardization, 2016), p6 de folhas de Urtica
dioica (Gongalsky et al., 2008), que é rica em proteina e de facil obtencao
nos paises de clima temperado, ou outro material, mas isso pode alterar a
capacidade de adeséao da isca na lamina.

As laminas devem ser preenchidas manualmente sobre uma bancada lim-
pa. Uma pequena esfera de aproximadamente 0,5 mm de didmetro deve ser
feita e pressionada contra os orificios da [dmina, um a um, até preenché-los
(Figura 2A e B). E possivel preencher 1-2 laminas com essa quantidade. O
procedimento deve ser repetido no verso da lamina. As rebarbas e o excesso
da massa ao redor das perfuragoées devem ser removidos. As l[aminas preen-
chidas devem ser secas a sombra em local limpo, fresco e arejado por um
periodo entre 12h e 24h. Apds esse periodo, o preenchimento é refeito em
todas as laminas para cobrir as falhas que surgiram ap6s a secagem com o
intuito de padronizar a quantidade de isca. A observagao das |laminas contra
a luz ajuda a detectar falhas de preenchimento. Normalmente, duas camadas
de massa sdo suficientes para o completo preenchimento. As rebarbas po-
dem ser reutilizadas para preencher a lamina seguinte umedecendo a massa
novamente se necessario. Porém esse aproveitamento deve ser evitado de-
pois de muitas horas ou apds manuseio excessivo, uma vez que pode ocorrer
o desenvolvimento de microrganismos na isca. Em geral, uma pessoa com
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pratica, é capaz de preencher uma camada de isca em 100-150 laminas por
dia de trabalho com facilidade.

As laminas preenchidas estardo prontas para uso apds secagem da isca por
pelo menos 72 horas (Figura 1C), em local fresco e arejado. A sobreposi¢ao
e o abafamento das laminas recém preenchidas devem ser evitados devido
ao risco do desenvolvimento de fungos sobre a isca, sobretudo nos dias mais
quentes e em locais com maior umidade do ar.

Material para o transporte e conservagao das laminas

» Sacos plasticos.

» Papel aluminio para embalar e imobilizar as laminas dentro dos sacos
plasticos.

» Etiquetas autoadesivas para identificagdo das amostras.

» Canetas de tinta permanente para anotagdes no saco plastico.

Material para instalacao no campo e
equipamentos de protecao individual

» Placas de Petri para o preparo da massa de isca.

» Espatulas para misturar a massa de isca.

» Pipetas Pasteur ou conta gotas para umedecer a isca.

» Facas com lamina reta de 15 cm a 20 cm de comprimento e nao mais
que 3 cm de largura, para abertura das fendas no solo (por exemplo:
faca de péo, faca de desossa).

* Marreta ou martelo para auxiliar na abertura das fendas no solo.

» Luvas nitrilicas para preenchimento das iscas e instalagdo das laminas
no campo.

» Baldes para carregar as ferramentas e laminas nos ensaios a campo.

» Caixa térmica para o transporte das laminas do laboratério para o cam-
po e vice versa.
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» Estacas de marcagédo no campo para facilitar localizagdo do ponto, pre-
ferencialmente finas, para evitar distirbio no ambiente e. Em matas, fi-
tas coloridas podem ser amarradas em arvores proximas ao ponto.

» Pinga de ponta fina ou estilete para limpeza e remocgao das iscas das
l&minas.

* Escova macia para limpeza das laminas.

Reagentes para higienizagao e limpeza

* Hipoclorito de sédio a 10%, para limpeza das laminas apds uso em solo
com algum tipo de contaminagao.

» Detergente liquido neutro, para lavar as ldminas e as bancadas de
trabalho.

» Etanol 70% para limpar as laminas e as bancadas de trabalho.

Equipamentos de laboratério

» Balancga analitica ou semianalitica.
» Geladeira, para conservagao temporaria das laminas trazidas do campo.

» Lupa binocular, para auxiliar na identificacdo e contagem das iscas
consumidas.

Instalagao das laminas

Em cada ponto amostral, o excesso de serapilheira ou palhada deve ser re-
movido para que seja possivel visualizar a superficie do solo e facilitar a
insercédo das ldminas. Em seguida, uma fenda perpendicular a superficie do
solo deve ser feita com o auxilio de uma faca de lamina estreita. No caso de
solos mais compactados, o uso de uma marreta de borracha ou um martelo
pode ser necessario para permitir a penetragdo adequada. A faca deve ser
removida cuidadosamente para evitar desestruturacdo do solo movimentan-
do-se a faca apenas no sentido do corte. Caso o orificio fique muito largo,
devera ser abandonado e refeito em outro local préximo. A l[amina deve ser
inserida cuidadosamente na fenda de modo a permanecer na posigao verti-
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cal, perpendicular a superficie e com ambas as faces em contato com o solo.
O movimento de insercéo da lamina deve ser feito segurando-a o mais perto
possivel da superficie do solo para evitar que ela se quebre ao meio ou que
as iscas se soltem (Figura 3B). Todas as iscas devem ficar enterradas, sendo
que a primeira (a mais distante da extremidade pontiaguda) deve correspon-
der a 0,5 cm de profundidade (Figura 3C). A distancia entre uma lamina e
outra deve ser de aproximadamente 3 cm. Se houver alguma raiz ou qualquer
outro obstaculo que atrapalhe a distribuicdo equidistante, a lamina podera ser
deslocada o quanto for necessario.

Apés a instalagdo das laminas no ponto amostral, a palhada ou serapilheira
deve ser recolocada para que o local mantenha a condi¢édo original. O uso
de estacas de marcagéo do ponto é recomendavel para facilitar a localizacao
das laminas apds o periodo de exposic¢ao (Figura 3D).

Caso haja circulagédo de animais, pessoas ou maquinario na area a ser ava-
liada, & recomendavel que as laminas figuem protegidas para evitar que se-
jam pisoteadas e danificadas. Alternativamente, um nimero maior de laminas
deve ser usado ja prevendo possiveis perdas. A protegdo pode ser feita por
meio de gaiolas (por exemplo, gaiolas de exclusdo), ou evitando-se a instala-
¢ao das laminas nos locais ou em periodos em que os animais e/ ou maqui-
nario estarao presentes. Em areas de vegetacao natural, deve-se levar em
consideragao a presenca de animais silvestres que, eventualmente, podem
alimentar-se das laminas ou retira-las do local por curiosidade.

Retirada das laminas

As laminas de um mesmo ponto devem ser retiradas do solo cuidadosamente
e embrulhadas em uma folha de papel aluminio dobrada em forma sanfonada
(Figura 4C e 4D) e com tamanho suficiente para guardar em um saco plastico
devidamente identificado. Em cada dobra é colocada apenas uma lamina.
Alternativamente as laminas podem ser enroladas em papel aluminio imo-
bilizando-as para que n&o se choquem umas com as outras no transporte o
qgue podera aumentar o risco de perda das iscas remanescentes nos orificios
(Figura 4). As laminas devem ser mantidas em local fresco e sombreado den-
tro de caixas térmicas durante o transporte para evitar a formacao de mofo, e
no laboratério, colocadas sob refrigeragao até a leitura.
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0,5¢cm

8.cm
profundidade

Figura 3. Procedimento de abertura de uma fenda no solo com auxilio de uma faca
e martelo, antes da inser¢do da bait Iamina (A). Inser¢do das laminas no solo (B).
Desenho esquematico mostrando a posicdo da lamina depois de inserida no solo (C).
Estaca de identificagcéo feita com haste de metal e fita colorida proxima ao conjunto
de laminas (D).

Fotos e ilustragéo: Cintia Carla Niva
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Figura 4. Laminas retiradas do solo e embaladas em folha de papel aluminio para
facilitar transporte e conservagéo até chegar ao laboratorio para fazer a leitura. Indivi-
dualizagédo das laminas em rolo (A e B) e em sanfona (C e D).

Desenho experimental e tempo de exposi¢ado das laminas

A 1SO 18311 (International Organization for Standardization, 2016) recomen-
da que entre 48 e 80 laminas sejam distribuidas, a cada hectare, em trés a
cinco conjuntos (amostras) de 16 laminas ou dez conjuntos de oito laminas e
menciona a possibilidade de usar até cinco laminas por conjunto (Figura 5).
A segunda opgéao é mais interessante estatisticamente pois promove uma co-

Fotos: Cintia Carla Niva
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bertura maior da area estudada e aumenta o numero amostral, e se 0 numero
de parcelas avaliado por tratamento for de pelo menos trés, a estatistica se
torna ainda mais robusta. Na pratica, essas recomendagdes tém por objetivo
encontrar um equilibrio entre esforgo amostral e qualidade do resultado. As
16 ldminas de um conjunto no ponto amostral sao distribuidas em um grid de
4 x 4 |aminas numa area aproximada de 30 cm x 30 cm dentro da parcela
(Figura 5C). A distancia entre os conjuntos deve ser de aproximadamente
10m-15 m, podendo ser menor se a quantidade de pontos amostrais em uma
dada area for maior. Em parcelas de poucos metros quadrados a distancia
entre os conjuntos e a quantidade de ldminas em cada um deles devera ser
redimensionada proporcionalmente.
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Figura 5. Esquema hipotético de trés padrdes de distribuicdo de 80 bait-laminas em
uma parcela de 1 ha. Cinco conjuntos de 16 laminas (A); dez conjuntos de oito lami-
nas (B); 16 conjuntos de cinco laminas (C). Cada conjunto de 16 laminas € instalado a
campo em uma pequena area de 30 cm x 30 cm, que corresponde ao ponto amostral.

O tempo de exposigao ideal seria aquele que permita o0 consumo de aproxi-
madamente 50% das iscas no controle ou area de referéncia, mas se houver
pelo menos 30% de consumo das iscas em um dos niveis de profundidade
das laminas na parcela de referéncia (ou controle), o teste é considerado
valido (Rémbke, 2014; International Organization for Standardization, 2016).

llustragao: Cintia Carla Niva
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Por outro lado, um consumo maior do que 90% no controle pode dificultar
comparacgdes entre os diferentes tratamentos e comprometer a sensibilidade
do método por mascarar possiveis efeitos dos tratamentos sobre a atividade
alimentar. O tempo de exposi¢cao das laminas no solo é variavel e depen-
dera de diversos fatores como temperatura, precipitagao, tipo de solo co-
bertura e vegetacao, e ainda, composi¢ao da isca. Considerando que todos
esses fatores podem influenciar nos resultados, testes preliminares devem
ser realizados para determinar o tempo ideal de exposi¢cao em cada condi¢cao
(International Organization for Standardization, 2016). Este teste pode ser
realizado utilizando 5 a 10 I&minas extras retiradas em intervalos regulares
de dias até que se verifigue o consumo minimo das laminas recomendado.
No bioma Amazénia, Rombke et al. (2006) observaram que o tempo de ex-
posig¢ao variando entre 4 e 8 dias foi suficiente para obtencao de resultados
satisfatorios. Por outro lado, Musso et al. (2014) no bioma Cerrado e Silva et
al. (2016) na regido Sul indicam a necessidade de exposi¢cao de 10 e 40 dias,
respectivamente.

Avaliagao do consumo das iscas

Cada orificio deve ser observado cuidadosamente de ambos os lados para
determinar o grau de consumo das iscas (Figura 6). Uma planilha devera
ser preparada, onde as linhas correspondem a cada profundidade das iscas,
iniciando de 0,5 cm e cada coluna correspondera a uma lamina do conjunto
(Tabela 1). O grau de consumo é categorizado conforme os seguintes pa-
drbes estabelecidos:

1) Padrdo tudo ou nada (International Organization for Standardization,
2016):

A — cavidade aberta = isca consumida, ou seja, mais de 50% da massa
do orificio consumida, somando os dois lados.

F — cavidade fechada = isca ndo consumida, ou seja, menos de 50%
da massa do orificio consumida, somando os dois lados.

2) Padrao escalonado:

A — cavidade aberta = isca consumida = mais de 70% da massa do
orificio consumida, somando os dois lados.
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M — cavidade meio aberta = isca parcialmente consumida = 31 a 69%
da massa do orificio consumida, somando os dois lados.

F — cavidade fechada = isca ndo consumida = menos de 30% da mas-
sa do orificio consumida, somando os dois lados.

& { 1.8 4 . B
Figura 6. Exemplos de categorizagdo do consumo de iscas. A atribuicdo da categoria

A, M ou F dependerd da quantidade consumida de isca levando-se em consideracao
o somatorio das duas faces de cada cavidade.

Fotos: Cintia Carla Niva
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Tabela 1. Exemplo de planilha para leitura do consumo de iscas utilizando o padréao
escalonado de categorias. A planilha exemplifica a leitura de um conjunto de oito Iami-
nas (Ponto 1) da “Lavoura 3”.

Lavoura 3 Laminas do Ponto 1
Profundidade 1 4 5

0,5
1

A
A
A
M
A
A
A
4 M
M
M
A
F
F
F
F
F

> > > > > > > > > > > > > > > >
ST T T > > > > > > > << > o> 0
M M M M M M M > T TN T T T > > T

M M M M M > T m T > > > > > > >
m > > > > > > M > T o> o>
MM T T T T m T T <> >

m T m > M < MMM > > >

A planilha deve ser preenchida com os codigos A, F ou M correspondentes
as categorias do consumo da isca para cada orificio (Tabela 1). A leitura do
consumo da isca tem um certo grau de subjetividade e por isso pode haver
duvidas na classificagao. Portanto, € recomendavel que uma Unica pessoa
faca a avaliagdo do consumo de todo o experimento, ou entdo é necessario
o alinhamento dos membros da equipe no julgamento do que é considerado
cavidade aberta, fechada ou meio aberta.

Aisca nem sempre é consumida a ponto de causar uma perfuragao completa
que deixe a luz passar quando observada contra a claridade. Uma isca que
foi consumida apenas parcialmente e mais superficialmente, o que € comum,
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pode gerar duvidas (Figura 6). A categoria M indicada nas Figuras 6B e 6C
seria considerada F no padrao tudo ou nada se um dos lados da isca nao
tiver sinais de consumo, enquanto a categoria M representada na Figura 6D
e 6H passaria a ser A, pois mais da metade da isca foi consumida. Pode
ser necessario remover o conteudo das perfuragcdes para conferir se o solo
nao esta bloqueando a visualizagdo da quantidade de isca consumida. Por
exemplo, na Figura 6H, observa-se uma perfuragdo completamente preen-
chida com solo o qual, apés analise, foi constatado que nao tinha resquicio
de isca. A coloracéo acinzentada da isca geralmente auxilia na distincdo dos
dois materiais.

O primeiro padrao descrito acima, padrao tudo ou nada, € o mais utilizado,
mas a experiéncia com os dois padroes de classificagdo demonstrou que
o segundo permite uma categorizagdo do consumo de iscas por parte do
avaliador mais fidedigna e com menos margem de divergéncia no caso de
perfuragdes com iscas consumidas parcialmente. Podgaisky et al. (2011)
compararam a atividade alimentar em pastagem pastejada e n&o pastejada
com e sem a inclusao da categoria de consumo intermediario nos calculos.
Concluiram que a inclusdo dos valores de consumo intermediario conferiu
maior precisdo na avaliagdo (com valores maiores de atividade alimentar),
mas nao demonstraram a diferenc¢a na influéncia do pastejo na atividade ali-
mentar. Portanto, a adogao do padréo escalonado para avaliar a atividade
alimentar pode otimizar o aproveitamento dos dados.

Interpretagcao dos resultados e calculo
da atividade alimentar

Para o calculo do percentual de consumo de iscas em uma amostra, pri-
meiramente € necessario converter as categorias do consumo das iscas em
variaveis quantitativas, onde A= 1, M= 0,5 e F= 0. Em seguida, calcula-se o
percentual de consumo por profundidade de cada amostra considerando o
somatorio de todas as laminas do conjunto usadas no mesmo ponto amos-
tral. Se foram usadas 8 laminas por ponto, calcula-se o percentual de cada
nivel de profundidade considerando os oito valores. O valor do consumo de
iscas daquele ponto (amostra) sera o percentual de consumo de todas as
[dminas do conjunto. O percentual de consumo da parcela (repetigao do tra-
tamento) sera a média de todos os percentuais das amostras (Figura 7).
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Na Figura 7, sdo apresentados os valores de consumo da isca de um dos
pontos amostrais (conjunto de oito Idaminas) da parcela “Lavoura 3”. Cada co-
luna branca corresponde a uma lamina e cada linha corresponde a uma das
dezesseis profundidades. Na Figura 7A, as colunas azuis a direita se referem
a soma do valor de consumo das iscas (0, 1 ou 0,5) e o percentual calculado
considerando-se os oito valores de cada linha. A ultima linha da coluna de
percentual é o valor (52,3%) calculado de atividade alimentar do conjunto.
Na Figura 7B, a mesma planilha de dados mostra a atividade alimentar obti-
da para a parcela por profundidade, e geral (30,3%, na ultima linha laranja),
calculada como média dos percentuais de cada conjunto.

A B
- B C D E F G H | J K L M N (o] AF AG AH Al A AK
Lavoura 3 Laminas do Ponto 1 Laminas do Ponto 2 Lavoura 3}
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Figura 7. Vista parcial da planilha de calculo da atividade alimentar de invertebrados
a partir do percentual de consumo de iscas. Consumo de iscas de cada orificio das
laminas, conforme padrao escalonado, nas células de cor branca e o somatério e per-
centual de consumo nas colunas azuis a direita (A e B). Percentual médio de consumo
para a parcela “Lavoura 3” na coluna alaranjada, por profundidade e geral na ultima
linha (B).

Apresentacao dos dados e analise estatistica

A atividade alimentar de invertebrados é geralmente apresentada em va-
lores percentuais da quantidade de iscas consumidas. A taxa de atividade
alimentar de uma area é o valor do consumo geral observado na area em
questao. Quando se deseja evidenciar o efeito nas diferentes profundidades,
os dados podem ser apresentados em forma grafica usando os percentuais
de consumo de cada profundidade em barras ou linhas (Alves et al., 2020).
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Os valores de atividade alimentar podem ser, ainda, reunidos em intervalos
maiores, por exemplo, de 2 cm em 2 cm de profundidade (Pessoto et al.,
2020). Dependendo do objetivo do trabalho a apresentacao dos dados pode
variar consideravelmente.

As analises estatisticas também podem variar conforme o objetivo do traba-
lho e forma de apresentacdo dos dados. E bastante comum o uso de analise
de variancia e quando os dados ndo atendem os pressupostos da Anova, um
teste ndo paramétrico € recomendado. No caso de se comparar a atividade
alimentar ao longo do perfil do solo, o Modelo Linear Geral € o recomendado
pela 1ISO 18311 (International Organization for Standardization, 2016) e as
comparagdes podem ser realizadas entre as médias de cada profundidade.
Analises de regressdo também podem ser aplicadas para avaliar o efeito da
profundidade do solo em cada tratamento (Musso et al., 2014).

Exemplos de aplicacao e
interpretacao dos resultados

Composicao da isca para avaliagao da
atividade alimentar de invertebrados

Para a determinagdo da composigcao das iscas e procedimentos de preparo
e instalacéo das laminas, alguns testes foram realizados preliminarmente na
época de chuvas a partir do final de 2015 até inicio de 2016. Dois tipos de
[dminas foram testadas, a bait-lamina da terra protecta GmbH ja preenchida
com a isca de fabrica e a lamina artesanal em PVC perfuradas em formato ci-
lindrico e preenchidas com isca a base de carboximetilcelulose de viscosida-
de média de grau farmacéutico, conforme citado por Musso et al. (2014). De
imediato notou-se dificuldade no preenchimento das perfuragdes das laminas
com a isca, sendo necessario mais de cinco camadas da massa de isca até
preencher as perfuragdes da lamina por completo. Trés conjuntos de dez Ia-
minas foram instaladas em area de cerradao e da mesma forma em uma area
de pastagem com Urochloa brizantha cv. BRS Piata. Verificou-se que o con-
sumo das iscas das laminas originais e artesanais resultaram em consumos
de iscas bastante semelhantes, atingindo em média 60% no cerradao e 70%
na pastagem apos 7 dias de exposi¢ao. Entretanto, numa ocasiao de chuva
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torrencial, as iscas das laminas artesanais desapareceram por completo, en-
quanto que nas laminas da terra protecta as iscas ainda estavam aderidas
apos 4 dias de exposigao.

Testou-se entdo diferentes composi¢cdes da isca a fim de aumentar a efi-
ciéncia de preenchimento, durabilidade no campo e, ao mesmo tempo, que
fossem consumidas de forma satisfatéria pelos invertebrados. Foram usadas
apenas as laminas importadas adquiridas do fabricante, uma vez que as la-
minas artesanais sem a cavidade cbnica apresentaram uma frequéncia de
perdas de isca maior que 30% apos o periodo de secagem.

Foram testados seis tipos de combinagbes de isca variando apenas a fon-
te de matéria organica (aveia, trigo ou milho) e tipo de celulose (carboxi-
metilcelulose ou celulose microcristalina) e o carvao ativado foi mantido na
propor¢cao recomendada em todas as combinacdes. As bait-laminas foram
testadas em solo de uma area de cerradao, no final da época de chuvas em
maio de 2016 (Figura 8). Observou-se que as iscas de carboximetilcelulose
foram consumidas mais rapidamente do que as com celulose microcristalina,
enquanto as iscas com farinha de milho foram menos consumidas do que
aquelas com aveia e com trigo. Adicionalmente, no laboratério, trés laminas
com farinha de aveia com carboximetilcelulose e trés com celulose microcris-
talina foram inseridas em um gel aquoso de agar 1% para observar a dissolu-
¢ao das iscas ao longo do tempo. Apds 24 horas, todas as iscas preparadas
com carboximetilcelulose haviam se desmanchado, enquanto as iscas com
celulose microcristalina permaneceram presas as perfuragbes das laminas
além de 72 horas. Inferiu-se que a isca preparada com celulose microcrista-
lina, apesar de se degradar mais lentamente (38% versus 87% da isca com
carboximetilcelulose), poderia gerar dados mais confiaveis e relacionaveis
a atividade alimentar dos invertebrados, mesmo em condi¢gbes chuvosas.
Assim, optou-se também por continuar a utilizar farinha de aveia, pois em
testes anteriores a campo esse material ndo havia apresentado problemas
de consumo. O minimo de 30% de consumo de isca é o recomendado pela
norma International Organization for Standardization (2016) para considerar
o teste valido, entdo o periodo de 9 dias poderia ser considerado aceitavel
para a aplicacdo do método bait-lamina com iscas a base de celulose mi-
crocristalina e farinha de aveia. Em um estudo feito no Parque Nacional de
Brasilia, Musso et al. (2014) verificaram um periodo de 10 dias como sendo
ideal para 0 mesmo método.
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Figura 8. Atividade alimentar de invertebrados (percentual médio de iscas consumi-
das) mensurada com bait-laminas preenchidas com iscas de diferentes composi¢des
expostas por 9 dias em solo de area de cerraddo do Campo Experimental da Embrapa
Cerrados, Planaltina, DF em maio de 2016. MM - celulose microcristalina e farinha
de trigo; MT, celulose microcristalina e farinha de trigo; MA - celulose microcristalina
e farinha de aveia; CM - carboximetilcelulose e farinha de milho moido; CT - carboxi-
metilcelulose e farinha de trigo e CA - carboximetilcelulose e aveia (n= 10 laminas por
tipo de isca, exceto CA com 7).

Aplicagoes do método bait-lamina: eficiéncia e limitagoes

O método bait-lamina foi descrito no documento ISO 18311 (International
Organization for Standardization, 2016) como uma ferramenta para avaliar o
efeito de atividades antrépicas sobre a atividade alimentar de invertebrados
do solo, mas também com a possibilidade de ser usado no monitoramento
da qualidade biolégica do solo. Os resultados apresentados a seguir sao de
testes realizados no contexto de monitoramento da qualidade biolégica do
solo e serdo utilizados para ilustrar e discutir a eficiéncia do método e suas
limitacdes, e ao mesmo tempo, validar o tempo de exposigdo de 9-10 dias
em diferentes ambientes.

Com o intuito de verificar se as formagdes de vegetacao natural do Cerrado
influenciam a atividade alimentar de invertebrados no solo de forma diferente,
areas de Mata de Galeria (MG), cerrado sentido restrito (CSR) e campo cer-
rado (CC) foram avaliadas no Parque Nacional de Brasilia (Figura 9). Quanto
ao consumo geral, independente das profundidades, as trés fitofisionomias
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nao diferiram significativamente entre si, mas nas profundidades 1 cm e 1,5
cm a atividade alimentar em MG, considerada como a area de referéncia, foi
superior ao verificado no CSR e CC. Entretanto, nos trés ambientes, ndo se
observou um gradiente claro de consumo em funcgao da profundidade do solo
como relatado em outros trabalhos na Amazénia (Rémbke et al., 2006), na
Alemanha (Marwitz et al., 2014) e em campos naturais no Cerrado durante a
seca (Musso et al., 2014). O teste foi realizado em maio, num periodo de tran-
sicdo entre chuva e seca, e resultou em uma atividade alimentar em fungao
da profundidade com padrédo condizente com o observado por Musso et al.
(2014) na época chuvosa. O teor de matéria organica no solo em MG foi de
18,2%, quatro a cinco vezes o valor observado nas outras fitofisionomias, e a
umidade do solo (MG= 65%; CSR= 33%; CC= 32%) foi praticamente o dobro
(Figura 9), fato que pode ter favorecido a maior atividade de invertebrados
edaficos em comparacgao as outras fitofisionomias. Em MG, o solo apresen-
tava uma camada espessa de matéria organica com alta umidade, enquanto
nas outras duas fitofisionomias, a superficie do solo era mais exposta ao sol
durante boa parte do dia, favorecendo a evaporacao.
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Figura 9. Atividade alimentar (percentual médio de iscas consumidas) por invertebra-
dos mensurada com bait-laminas expostas por 9 dias em solo de area de Mata de
Galeria (MG), cerrado sentido restrito (CSR) e campo cerrado (CC) no Parque Nacio-
nal de Brasilia, em maio de 2017. Iscas de celulose microcristalina, farinha de aveia e
carvao ativado (n= 4, seis conjuntos de 16 laminas por fitofisionomia). Os asteriscos
indicam a diferenga significativa da atividade alimentar entre MG e as demais fitofisio-
nomias na profundidade indicada (Kruskal-Wallis; p<0,05).
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Em outro teste realizado em uma area de soja e cerrado, com 0 mesmo pe-
riodo de exposi¢ao que o anterior (9 dias), a atividade alimentar ndo alcangou
30% em nenhum dos dois ambientes, embora o consumo de iscas tenha sido
substancialmente menor na area de soja do que no cerrado sentido restrito,
mas a umidade do solo (Cerrado= 27% e na Soja= 33%) foi semelhante nos
dois locais (Figura 10). Comparando-se o consumo de iscas nos dois ambien-
tes naturais, CSR e Cerrado (Figura 9 e 10), os valores foram bem préximos.
N&o obstante, pelo critério de validade do teste de pelo menos 30% das iscas
consumidas em uma das profundidades na area de referéncia (ISO, 2016),
este teste n&o seria considerado valido e seria recomendavel repeti-lo usan-
do um periodo de exposi¢do mais longo.
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Figura 10. Atividade alimentar (percentual médio de iscas consumidas e desvio pa-
drdo) de invertebrados mensurada com bait-laminas expostas por 9 dias em latossolo
de area de soja e cerrado no Campo Experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina,
DF em maio de 2017. Iscas de celulose microcristalina, aveia e carvéo ativado (n = 4
conjuntos de 16 laminas).

A avaliagdo de atividade alimentar foi realizada também em uma fazenda
agroecologica em Cataldo, estado de Goias (Figura 11), por um periodo de
exposicao de 14 dias. Comparou-se uma area de corredor agroecolégico
(area com variedade de plantas de plantas de cobertura e outras espécies
vegetais) com uma area de plantagado de milho no inicio da época de chuvas.
Devido ao periodo maior de exposi¢ao, o consumo médio de iscas foi proximo
ou acima de 90% e a umidade do solo foi de 24% nos locais amostrados, o
que dificultou avaliar a diferenca entre elas. A atividade alimentar no corredor
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agroecologico (area com maior diversidade de plantas de cobertura e outras
espécies vegetais) foi levemente menor do que a area cultivada com milho ao
longo do gradiente de profundidade do solo, além de apresentar um padrao
menos regular. Devido a presencga de plantas com diferentes caracteristicas
no corredor agroecolégico, inclusive no sistema radicular e na produgéo de
exsudatos, o padrao de consumo de iscas ao longo da profundidade pode
ter variado mais. Possivelmente, um periodo menor de exposicao, revelaria
com mais clareza a diferenca da atividade alimentar nas duas areas. Nessas
condigdes, também nao foi observado um gradiente de consumo das iscas
em fungao da profundidade, o que pode estar relacionado ao recente revolvi-
mento do solo realizado nas duas areas.
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Figura 11. Atividade alimentar (percentual médio de iscas consumidas e desvio pa-
drdo) de invertebrados mensurada com bait-lamina expostas por 14 dias em areas de
cultivo agroecolégico de milho e corredores agroecoldgicos na Fazenda Corinalves,
Cataldo, GO, em novembro de 2018. Iscas de celulose microcristalina, farinha de
aveia e carvao ativado em po (n = 3, 15 amostras de oito laminas por sistema). Nao
houve diferenca significativa entre os sistemas (Anova, LSD; p<0.05).

Um ensaio com numero maior de repeticdes e laminas extras para 0 moni-
toramento do consumo das iscas foi realizado no Campo Experimental da
Embrapa Cerrados em areas de pastagem (P), integragéo pecuaria floresta
(IPF) e cerraddo (CD) com um numero maior de conjuntos de laminas por sis-
tema (18 conjuntos divididos em trés repeticdes de cada sistema e 13 laminas
por conjunto) e laminas extras para o monitoramento do consumo das iscas,
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no final da época de chuvas em fevereiro de 2017. Os dois primeiros siste-
mas sdo compostos por Urochloa brizantha cv. Piata, e o segundo apresenta
renques com fila dupla de Eucalyptus urograndis espagadas a cada 22 m de
entrerrenques. Para o monitoramento do consumo de iscas, dois conjuntos
de cinco laminas foram instalados na area de CD e dois conjuntos na area de
P. Apds 5 dias de exposigao, um conjunto de Iaminas foi retirado para verificar
o consumo das iscas. As laminas do CD e P apresentaram aproximadamente
35 e 37% das iscas consumidas e, no décimo dia, as laminas apresentaram
52 e 65% das iscas consumidas. Se as laminas tivessem sido retiradas em
qualquer um dos dois momentos, o teste provavelmente seria considerado
valido, mas ao retirar as laminas no quinto dia, o risco do n&o alcance do
critério de 30% de consumo em uma das profundidades seria maior. Dessa
forma, decidiu-se por retirar as laminas no 12° dia de exposi¢ao para elevar
um pouco mais 0 consumo e tentar aumentar a sensibilidade dos resultados.

O consumo geral médio em CD, P e IPF variou de 66 a 82% e n&o apresentou
diferenca significativa entre os sistemas, enquanto a umidade do solo foi maior
em CD (Umidade do solo, P= 22,5%; IPF= 22%, CD= 35,5%) (Figura 12). A
analise dos dados por profundidade revelou que IPF e P se diferenciaram de
CD nas camadas mais superficiais, ou seja, a atividade alimentar foi maior em
IPF e P até 1,5 cm de profundidade do solo. O IPF e P apresentaram ativida-
de alimentar e perfil de consumo em profundidade bastante semelhantes. Em
ambos os sistemas a mesma graminea foi introduzida ha cinco anos da pre-
sente avaliagdo enquanto o eucalipto foi introduzido no IPF oito anos antes.
Essa semelhanga nos dois sistemas e 0 manejo associado a cada um nao
influenciaram a atividade alimentar dos invertebrados de forma significativa.
Inclusive, comparando-se os dados coletados nos renques e entrerrenques,
observou-se 78% e 79% de consumo de iscas, respectivamente, e com pa-
dréo em profundidade semelhante (Figura 12).

O presente estudo reforgca a importancia de testes preliminares, ou o uso de
laminas extras durante o experimento para o acompanhamento do consumo
de iscas, na determinagéo do periodo de exposi¢ao ideal das bait-laminas
no campo. Os resultados apresentados confirmam o periodo de 9, e nao
mais que 12 dias, como aceitavel para a aplicagao do método bait-lamina no
Cerrado, ao menos nos ambientes testados até o momento.
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Figura 12. Atividade alimentar geral (A) e por profundidade (B) (percentual médio
de iscas consumidas e desvio padrédo) de invertebrados mensurada com bait-lamina
expostas por 12 dias em Latossolo (n = 3; 6 conjuntos de 13 laminas por parcela).
Teste realizado em experimento de longa duragdo do campo experimental da Em-
brapa Cerrados, Planaltina, DF em fevereiro-margo de 2017 usando laminas preen-
chidas com iscas de celulose microcristalina, farinha de aveia e carvao ativado. CD,
cerradao; P, Pastagem de Urochloa brizantha cv. Piata; IPF, Sistema de Integragéo
Pecuaria-Floresta composto de U. brizantha cv. Piatd e Eucalyptus urograndis. Aste-
riscos indicam as profundidades que apresentaram diferenca significativa de CD para
os outros sistemas e letras diferentes indicam diferenga significativa entre sistemas
(Anova, LSD; p<0.05).
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Esperava-se que em area natural a atividade alimentar dos invertebrados
fosse maior, no entanto, os resultados obtidos até o momento apontam para
uma atividade relativamente baixa, as vezes menor do que em sistemas com
pastagens. E possivel que os invertebrados edéaficos no Cerrado natural es-
tejam distribuidos até camadas mais profundas do que 8 cm, que é o alcance
maximo da lamina. Outra possivel explicacao seria o abundante sistema radi-
cular da pastagem, que cria microhabitats favoraveis a atividade alimentar na
sua rizosfera. Além disso, é possivel que em determinadas condigdes a oferta
de recursos alimentares para invertebrados nos sistemas naturais seja bem
maior, deixando a isca de celulose e aveia menos atrativa, resultando assim
numa atividade alimentar menor. Essa hipétese ainda devera ser testada uti-
lizando-se iscas preparadas com residuos organicos provenientes do local
estudado. Dados sobre a diversidade de invertebrados dos locais estudados
também auxiliarao a compreender o quanto a abundancia e diversidade exis-
tentes no local foram determinantes na atividade alimentar.

Duvidas frequentes

1) Ha diferenca entre as laminas comercializadas e as confeccionadas
artesanalmente?

* Em geral, sim. Mas depende da forma que as perfuragbes foram feitas
na lamina. Os orificios feitos com furadeira, vazando a lamina de um
lado para o outro, ndo seguram a isca eficientemente depois de secas,
pois com a perda da agua, a isca se contrai e perde a aderéncia com a
l&mina, saindo com facilidade do orificio. Apesar de serem muito mais
baratas, aproximadamente 30%—40% das l&minas perdem alguma
isca apos secagem e nao podem ser utilizadas. O formato cénico das
perfuragdes (Figura 1B), como € o caso das laminas comercializadas,
€ um detalhe essencial para a otimizagao do método.

2) As laminas podem ser feitas com outro material?

» Sim, mas sua eficiéncia deve ser avaliada. Por exemplo, as iscas nao
se fixam bem em |laminas de metal e ha o agravante de absorverem
calor quando exposto ao sol, o que pode interferir no comportamento
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da biota abaixo do solo. Materiais que se degradam ou quebram com
facilidade também devem ser evitados.

Qualquer tipo de celulose em pé pode ser usado para fazer a isca?

Sim, mas a celulose microcristalina € mais barata e permite preenchi-
mento mais rapido. A carboximetilcelulose pode ser utilizada, mas ela
€ muito mais soluvel em agua e precisa de mais camadas para preen-
cher completamente os orificios da lamina.

Por quanto tempo as laminas devem ficar inseridas no solo?

Em geral, entre 9 e 12 dias (considerando os dados no bioma Cerrado),
mas esse periodo pode variar dependendo do material das iscas ou
das caracteristicas do local. O tempo ideal deve ser testado previa-
mente ou monitorado com laminas extras paralelamente ao ensaio em
andamento.

Qual é o periodo maximo que as laminas trazidas do campo podem
ficar armazenadas?

O ideal é fazer a leitura das laminas logo apds a retirada, no mesmo
dia, mas nem sempre é possivel. Na geladeira, podem ficar por cerca
de duas ou trés semanas envoltas em papel aluminio e dentro de um
saco plastico, pois a atividade dos invertebrados ¢é inibida devido a
baixa temperatura. Porém, quanto maior o tempo, maior a quantidade
de fungos que se desenvolvem sobre a [amina. Além de dificultar a
avaliagao, a taxa de consumo da isca pode se alterar. Com a avaliagao
das laminas realizada no mesmo dia de sua retirada do solo, além de
diminuir as incertezas, permite a observagéo de invertebrados ainda
vivos que eventualmente ficaram presos dentro da isca.

O método bait-lamina sozinho é eficiente para avaliar a qualidade bio-
I6gica do solo a campo?

N&o. O bait-lamina € um método de principio simples que permite
uma avaliagdo rapida da qualidade biolégica do solo do ponto de vista
funcional, mas para um diagndstico mais preciso, deve ser acompa-
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nhado, preferencialmente, de outros métodos como a amostragem de
mondlitos, amostragem por funil ou armadilhas de queda, que geram
dados sobre a abundancia e diversidade de invertebrados. O método
funcional é complementar aos métodos que estudam a comunidade
de invertebrados do solo. Analises quimicas e fisicas do solo, entre as
quais matéria organica e umidade, também s&o desejaveis, uma vez
que podem ajudar na interpretacédo dos resultados. Todavia, 0 método
bait-lamina também pode ser uma ferramenta exploratéria interessante
para apoiar tomadas de decisdo em relacao a aplicagdo (ou nio) de
métodos mais laboriosos e dispendiosos de avaliagdo da qualidade
bioldgica do solo relacionada a fauna edafica.

Consideracoes finais

O método bait-lamina é, de fato, uma ferramenta de simples manuseio para
medir a atividade alimentar de invertebrados do solo de forma rapida, mas
nao permite a identificagdo dos invertebrados envolvidos. Em poucas sema-
nas, € possivel preparar e aplicar o método a campo e analisar os dados,
a depender do periodo recomendado de exposigdo da l&mina ao solo, que
neste trabalho foi de 9-12 dias. O método pode se tornar mais eficiente se
os cuidados descritos neste documento forem adotados, tais como cuidado
com os detalhes no preparo da isca e preenchimento das laminas, um teste
preliminar ou paralelo para determinar o periodo de exposi¢cao das laminas
no campo e cuidados na avaliagdo do consumo das iscas. Espera-se que
este documento possa auxiliar aqueles que queiram utilizar o uso do método
bait-lamina como indicador funcional na avaliagdo ou no monitoramento da
qualidade biolégica do solo, tanto em ecossistemas naturais como agroecos-
sistemas, ou em areas expostas a algum outro tipo de estresse de origem
antrépica.
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