COLETA DE FORMIGAS COM EXTRATOR DE WINKLER (PADRÃO FeitosaLab):
Escolha dos pontos para retirada de amostras


Na retirada das amostras de serapilheira no campo para extração de formigas em aparelhos de Winkler, não há uma diferença significativa entre o padrão de coleta convencional e o adotado pela nossa equipe. A principal diferença é a flexibilidade admitida para a escolha do local de onde a amostra será retirada. Enquanto em um trabalho típico com coleta de formigas de serapilheira (sob um desenho amostral rígido) as amostras são coletadas exatamente no ou muito próximas ao ponto de coleta demarcado no transecto, nós admitimos uma distância razoável entre o ponto demarcado e o local de retirada da amostra (aprox. 5m). Isso é feito para que haja uma maior liberdade na escolha dos pontos de onde a amostra será retirada. A ideia é procurar locais onde haja um acúmulo significativo de matéria orgânica, ou pelo menos um acúmulo maior do que em áreas mais expostas da mata, pois nestes lugares a complexidade estrutural permite a nidificação de um maior número de espécies representativas da área. Entre os locais preferenciais estão: (1) bases de grandes árvores onde haja um acúmulo significativo de material orgânico; (2) troncos caídos em decomposição, neste caso, se o tronco estiver podre a ponto de se desfazer, recomenda-se que ele seja destruído (fragmentado) e submetido à peneiração; (3) áreas com adensamento de pequenas raízes (caracterizadas pelo solo “afofado”); e (4) pequenos vales formados por diferenças na elevação do solo. Entre os locais preferenciais é bom ir variando para que as amostras não sejam feitas apenas em bases de troncos ou em troncos em decomposição. 
Coleta das amostras


Uma vez escolhido o ponto de retirada das amostras inicia-se o processo de remoção e peneiração da serapilheira. Com a ajuda de uma pá, pequena picareta, facão ou mesmo as mãos (desde que com luvas apropriadas) remove-se completamente a serapilheira de uma área de aproximadamente 1m2, incluindo pequenos galhos mortos, raízes, fragmentos de casca de árvores, frutos secos e toda matéria formadora do folhiço. O material deve ser recolhido e peneirado aos poucos, para não comprometer a integridade do peneirador e não sobrecarregar a pessoa que estiver peneirando (se o peneirador ficar com muita serapilheira fica mais difícil de peneirar não só pelo peso, mas também porque não há espaço para que a serapilheira se movimente). Contudo, o movimento de peneiração deve ser contínuo e vigoroso até que a maior parte do material particulado tenha descido pela grade do peneirador. Não há uma medida exata para o preenchimento do peneirador, a retirada da amostra deve cessar quando o ponto de coleta escolhido estiver “limpo” (podendo inclusive incluir um pouquinho da primeira camada de solo), o que geralmente coincide com o fundo do peneirador cheio a até aproximadamente 1/5 do seu comprimento total (enchemos um peneirador mais ou menos três vezes em cada ponto). Uma vez retirada a amostra, o fundo do peneirador é cuidadosamente aberto e a matéria orgânica peneirada é transferida para os sacos de tecido que devem estar em posse dos coletores. Antes de fechar o saco de tecido o coletor coloca uma etiqueta com os dados do ponto de coleta (área, transecto, parcela, número do Winkler) preferencialmente escritos com caneta nanquim em papel vegetal (de preferência numa etiqueta não muito pequena para facilitar o encontro da etiqueta posteriormente em meio a amostra). Uma vez fechado saco, o coletor recolhe a amostra e parte para o próximo ponto de coleta.
Transporte das amostras


Os sacos com a serapilheira peneirada contêm toda a artropodofauna presente no ponto de coleta, sendo, portanto, extremamente sensíveis. O transporte deve ser feito com o máximo de cuidado, evitando-se a todo custo o empilhamento excessivo das amostras, a exposição à água e, principalmente, à incidência solar direta. Para o transporte geralmente utilizamos os sacos estanques, pois protegem um pouco mais do sol e em caso de chuva são impermeáveis. Um curto período de tempo de exposição ao sol é suficiente para matar as formas de vida coletadas, o que inviabiliza a triagem. Uma vez chegando ao local de processamento das amostras, as mesmas devem continuar afastadas da água e do sol e de preferência não ficarem por muito tempo nos sacos de tecido, devendo ser transferidas o mais rápido possível para os extratores. Se o material for ficar em um carro durante uma pausa no transporte verificar se este encontra-se na sombra, se não, retirar as amostras do carro e procurar um local com sombra e arejado.
Montagem dos extratores e colocação das amostras

Os extratores devem ser obrigatoriamente montados (pendurados) em um local abrigado do vento, sol, chuva e da passagem de pessoas. Varandas cobertas, galpões e cômodos vazios são locais preferenciais. A montagem é relativamente simples: estende-se uma longa corda firmemente amarrada em dois pontos extremos, com alguns pontos de sustentação ao longo da corda para distribuir o peso e evitar que a mesma se curve muito. Vigas de telhado, colunas e ganchos de rede são bons pontos de fixação. É aconselhável colocar cordas de sustentação ao longo da corda principal para dividir o peso e evitar grandes “barrigas”. O número de extratores pendurados irá variar de acordo com o número máximo de amostras coletadas em um único dia, incluindo extratores sobressalentes para a extração de amostras residuais. É importante ter em mente que os extratores devem estar em uma altura que permita o manuseio confortável das amostras, sem a necessidade de se realizar movimentos bruscos que comprometam as amostras. É sempre bom lembrar as pessoas dos arredores para ter cuidado extremo com os extratores. Ao final da montagem dos extratores, os mesmos devem ficar com a parte superior aberta para receber as amostras e um copo coletor deve ser colocado e fixado no fundo de cada aparelho. Uma vez certos de que os extratores estão bem fixados em um local seguro dá-se início à transferência das amostras de serapilheira para os aparelhos de extração. A colocação das amostras nos extratores segue um protocolo distinto de acordo com a equipe de coleta. Aqui será descrito o método adotado pela nossa equipe. 

Esta operação é sempre feita por, no mínimo, duas pessoas. Antes de se iniciar o processo, um recipiente com água e tiras de pano-esponja vegetal devem ser deixados à mão, pois estas tiras umedecidas serão posteriormente colocadas nos copos coletores de cada extrator. Duas bandejas grandes são colocadas lado a lado no chão, bem próximo ao local onde os extratores estão pendurados. Então, as amostras (sacos de tecido) trazidas do campo são abertas e seu conteúdo despejado cuidadosamente nas bandejas. Neste momento a etiqueta com os dados de campo da amostra deve ser localizada. Ela irá indicar em que extrator de Winkler a amostra será pendurada, uma vez que a triagem é feita na sequência em que as amostras foram coletadas e, desta forma, os extratores com as amostras devem estar nesta sequência. Geralmente, identificamos com fitas plásticas (pedaços de sacolas escritas com caneta) o início do transecto na corda onde ficam os extratores. Com a ajuda de uma pequena pá (a mesma utilizada em campo), um dos integrantes da equipe recolhe a serapilheira das bandejas enquanto o outro segura firmemente o saco de filó (malha perfurada) que acompanha o kit de extração. Este saco é então cuidadosamente preenchido, até que não comporte mais o material peneirado. Então, cuidadosamente, o integrante que tem em mãos o saco de filó cheio o leva para o extrator de Winkler correspondente à sequência de coleta e, com o auxílio dos pequenos ganchos metálicos, pendura a amostra no interior do extrator. Enquanto a amostra está sendo colocada no extrator, o outro integrante apanha uma tira de pano-esponja e a umedece em água. É importante que o pano-esponja não esteja encharcado, mas molhado o bastante para conservar a umidade no interior do copo até o início da triagem. Ao colocar a amostra no extrator, algumas partículas de terra solta irão cair no copo coletor previamente fixado, neste momento o integrante retira a terra caída no copo e a devolve para o topo da amostra já pendurada (saco de filó). Antes de devolver o copo ao extrator novamente, o pano-esponja umedecido é colocado nele (preferencialmente enrolado em espiral). O copo é então devolvido ao extrator e fixado através de um nó simples de laço. A parte superior do Winkler, que se encontrava aberta até então, é finalmente fechada através de um nó simples e firme. Todo o processo é então repetido, até que todas as amostras tenham sido colocadas nos extratores na ordem correta em que foram coletadas. Isso irá facilitar em muito o processo de triagem.

Os membros da equipe irão notar que normalmente sobrará um pequeno resíduo das amostras coletadas em campo. Este resíduo é deixado de lado durante o processo de montagem dos extratores de Winkler e, ao final, é unificado nas bandejas e colocado nos extratores sobressalentes, que posteriormente serão triados e tratados como coleta qualitativa (resíduo). Também durante o processo de colocação das amostras, algumas formigas podem escapar das bandejas. É interessante que a equipe tenha pinças e um frasco com álcool à mão para capturar estes exemplares que posteriormente podem ser colocados no mesmo frasco que o material coletado nas amostras de resíduo.

Triagem das amostras


Nas primeiras horas após a colocação das amostras nos extratores ocorre uma queda significativa de formigas e outros artrópodes no copo coletor. Por isso, a primeira triagem deve ser feita em até três horas após a colocação das amostras, caso contrário as formigas passam a interagir agressivamente e o material é gradativamente danificado. O material proveniente de cada amostra será acondicionado em seu próprio frasco com álcool. Contudo, antes de dar início à triagem, a equipe deve preparar os frascos com álcool e os rótulos que serão colocados no interior de cada frasco. O rótulo deve conter os dados de área, parcela e Winkler (amostra). Isto é, um rótulo para cada amostra de acordo com a sequência que o material foi coletado e disposto nos extratores de Winkler e UM único frasco para as amostras de resíduo (se houver).

Com os frascos e rótulos preparados tem início a triagem do material. Os membros da equipe pegam uma bandeja branca e se alternam na retirada dos copos coletores dos extratores, tomando cuidado para não “pular” amostras ou perder o controle das amostras já triadas, pois cada amostra está na sequência correta e NÃO pode ser trocada quando o material coletado for colocado nos frascos rotulados. O material coletado nos copos é despejado na bandeja e todas as formigas são colocadas no frasco correspondente à sua amostra com o auxílio de uma pinça mole. Neste momento, os integrantes irão notar que, além das formigas, um grande número de outros artrópodes terá sido coletado. Estes artrópodes NÃO devem ser colocados no mesmo frasco que as formigas e sim em um único frasco a parte para ser doado a especialistas nos grupos posteriormente. Como existem formigas de tamanho extremamente reduzido e difíceis de serem observadas quando não estão em movimento, é importante que os integrantes usem uma lanterna de cabeça durante as triagens para melhorar a iluminação ou pelo menos escolham um local bem iluminado para triar o material. Muita atenção deve ser tomada em relação às formigas mortas ou que se fingem de mortas, incluindo aquelas que ficam aderidas ao pano-esponja. É importante não perder nenhum indivíduo durante a triagem.

Ao final da triagem de uma amostra, o pano esponja deve ser novamente umedecido e o copo devolvido ao extrator até a próxima triagem. Uma nova triagem pode ser feita em até oito horas após a primeira, pois o número de formigas na amostra cai bastante. Uma terceira (e última) triagem só será feita ao final das 48 horas em que as amostras ficam instaladas, pouco antes das mesmas serem retiradas dos extratores. Ao final da triagem, a serapilheira peneirada resultante das amostras deve ser descartada em local apropriado e os extratores de Winkler devem ser limpos para evitar contaminação das amostras futuras. Só então as novas amostras são colocadas nos extratores. Ao final das triagens, os frascos devem ser acondicionados em local seguro e embalados adequadamente para o transporte.
