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Introducdo geral e Objetivos 1

INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

A ordem Isoptera constitui um dos pricinpais grupos insetos sociais que
compreende 7 familias e 14 subfamilias (KRISHNA 1970, GRASSE 1986).

Em geral, os cupins s3o conhecidos por pertencerem a dois grupos : cupins
inferiores e cupins superiores (SNYDER 1949, EMERSON 1955). Esta designacao ¢
baseada na presenga de protozoarios no intestino posterior dos cupins inferiores, o que
ndo ocorre nos cupins superiores. Contudo, esses dois grupos ndo significam insetos
com similaridades filogenéticas nem diferentes origens (COSTA-LEONARDO 2002).

Os cupins superiores constituem uma Unica familia, os Termitidae que abrange
quatro subfamilias: Termitinae, Apicotermitinae, Macrotermitinae e Nasutitermitinae
(KRISHNA 1970, SANDS 1972).

A familia Termitidae ¢ caracterizada por apresentar um sistema de castas rigido
com desenvolvimento pos-embrionario definido precocemente (KRISHNA 1969,
NOIROT 1969). Essa familia € a maior entre os térmitas e possui mais de 200 géneros
descritos (PEARCE & WAIT 1994, CONSTANTINO 1999).

A divisdo de trabalho ¢ uma caracteristica predominante do sistema social em
Isoptera. Na sociedade dos cupins pode-se encontrar castas neutras e reprodutivas com
especializagdes morfoldgicas relacionadas as diferentes fungdes exercidas por elas
dentro da colonia. Os reprodutores sdo representados pelo par real (rei e rainha) e a casta

neutra pelos operarios e soldados (NOIROT 1969). Os operarios sdo responsaveis pelas
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tarefas de manutencdo do ninho, como coleta, construcdo e cuidado com a cria e os
soldados pela defesa da coldnia.

Nos cupins da subfamilia Nasutitermitinae a casta do soldado difere bastante das
outras castas existentes na colonia (KRISTON et al. 1977). Os Nasutitermitinae
constituem um grupo tropical e subtropical que ¢ considerado o mais especializado entre
as subfamilias de Termitidae (KRISHNA 1970). Os soldados dessa subfamilia possuem
uma especializagdo morfologica bastante caracteristica, a glandula frontal, que é uma
estrutura Unica, originaria de uma invaginagao cefalica (QUENNEDEY 1984).

A glandula frontal elimina o seu produto de secrecdo para o exterior do corpo do
inseto por um poro frontal ou fontanela. A secrecdo dessa glandula, geralmente, ¢
composta por substancias quimicas diversificadas entre as diferentes espécies, as quais
vao atuar diretamente na defesa contra inimigos ou como feromoénio de alarme
(PRESTWICH, 1982, 1983, 1987).

Existem diversas estruturas associadas a glandula frontal, como rostro alongado
(“naso”) e formagdes como poros, sulcos e espinhos, 0s quais condicionam o modo de
emissdo da secre¢do glandular (QUENNEDEY & DELIGNE 1975, DELIGNE et al.
1981). O modo de emissao e a funcao dessa secrecdo da glandula frontal sdo
desconhecidos, especialmente nos soldados de cupins neotropicais. Além disso, a
musculatura associada a glandula frontal foi ignorada nas analises esparsas referentes a
essa glandula e ndo tem sido objeto de estudo dos pesquisadores de Isoptera.

A subfamilia Nasutitermitinae apresenta dois grupos de géneros. Um
exclusivamente neotropical, em que os soldados sdo providos de mandibulas e glandula
frontal e outro, em que os soldados possuem mandibulas vestigiais e um tubo frontal ou
“naso” longo como terminacao da glandula frontal. Os soldados de ambos os grupos,
sdo conhecidos como soldados “nasutos”, mas os ultimos sdo conhecidos como “nasutos
verdadeiros”.

A filogenia dos Nasutitermitinae ndo estd ainda elucidada (MIURA et al. 2000).
Alguns autores sugerem uma origem difilética para os nasutos verdadeiros, enquanto
outros defendem uma origem monofilética (KRISHNA 1970, PRESTWICH &
COLLINS 1981, MILLER 1986, MIURA et al. 2000).

Em vista do exposto, os objetivos desse trabalho foram: realizar um estudo

morfologico da glandula frontal, do tubo frontal e da musculatura associada a glandula
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frontal em soldados de diversos géneros da subfamilia Nasutitermitinae.
Adicionalmente, pardmetros da morfologia externa da cabega desses soldados foram
acrescentados aos dados morfologicos para testar a hipotese de que esses dados
morfologicos sdo uteis para o estabelecimento de correlagdes filogenéticas entre os

géneros estudados.
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REVISAO DE LITERATURA

Cupins sao insetos sociais da ordem Isoptera, com cerca de 3000 espécies
descritas no mundo (CONSTANTINO 1999, KAMBHAMPATI & EGGLETON
2000). Esses insetos sdo essencialmente tropicais e sua abunddncia aumenta com a
aproximacdo do Equador (PEARCE & WAITE 1994). Eles provocam danos
econdmicos em dareas modificadas pelo homem, alimentando-se principalmente de
produtos celuldsicos, mas tém importancia fundamental na ciclagem de nutrientes em
ambientes naturais (WOOD & SANDS 1978).

Esses insetos constituem a unica ordem em que todas as espécies podem ser
consideradas como eussociais (CANCELLO 1989) apresentando um sistema social
singular ¢ com individuos morfo-fisiologicamente diferentes agrupados em castas
(KRISHNA & WEESNER 1969) as quais sdao determinadas por hormdnios
morfogenéticos (OKOT-KOTBER et al. 1993).

Reconhecem-se trés castas fundamentais nas colonias de cupins: imago, operario
e soldado. Os imagos representam a classe reprodutiva e sdo individuos alados, os quais
originam o casal real fundador da colonia. Aos operarios cabe a obtencao de alimento, o
cuidado com os imaturos € com os reprodutores, assim como a construcao e reparo do
ninho. Os soldados sdo responsaveis pela defesa da colonia e sua distingdo morfoldgica
e comportamental ¢ tdo especializada que eles ndo sdo capazes de se alimentarem
sozinhos.

De acordo com WEESNER (1969) a casta de soldado dos cupins ¢ morfologica
e funcionalmente distinta de todas as outras castas existentes em uma colonia de

Isoptera. NOIROT & BORDEREAU (1991) relatam que operarios e soldados sao
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considerados individuos imaturos, pois esses insetos sempre apresentam glandulas de
muda desenvolvidas.

GRASSE (1986) classifica os Isoptera em 7 familias: Mastotermitidae,
Termopsidae, Kalotermitidae, Hodotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidac e
Termitidae.

A familia Termitidae (Apicotermitinae, Termitinae, Macrotermitinae,
Nasutitermitinae) compreende a maior familia de Isoptera, contendo 3/4 das espécies de
cupins conhecidas. Essa familia ¢ a mais derivada e diversificada entre os Isoptera,
exibindo uma ampla variedade de especializagdes sociais, além de nao apresentar
protozodrios simbionticos no interior do trato digestivo (KRISHNA 19609).

Geralmente, a casta dos soldados estd equipada com um sofisticado sistema de
defesa. Em algumas espécies, as mandibulas sdo grandes e bastante esclerotizadas, ja
em outras, elas sdo vestigiais e a capsula cefilica apresenta uma estrutura para ejetar
secrecoes defensivas (WEESNER 1969, NOIROT 1969, PRESTWICH 1979). Nas
atividades de defesa, nenhum inseto emprega arsenal quimico tdo variado quanto os
cupins, nem apresenta sistemas tdo diversos de eje¢do das substincias defensivas
(COSTA-LEONARDO 1989).

Nos Termitidae, os soldados sempre se originam da linhagem neutra, ou seja,
freqiientemente se diferenciam a partir de operarios apds dois instares sucessivos. Na
primeira muda o operario da origem ao pré-soldado e posteriormente esse se diferencia
em soldado (MYLES & CHANG 1984). O pré-soldado ¢ um individuo imaturo muito
pouco pigmentado mas que ja apresenta caracteristicas de um soldado (THORNE
1996).

Os Nasutitermitinae, estdo amplamente distribuidos nas regides tropicais do
mundo, além de constituirem os térmitas mais especializados entre os Termitidae e
também a maior sufamilia de Isoptera (KRISHNA 1970). EMERSON (1955) listou 550
espécies de Nasutitermitinae no mundo ¢ ARAUJO (1970) reconheceu 185 espécies
para a regido neotropical.

De acordo com MIURA et al. (1998) a subfamilia Nasutitermitinae ¢ o grupo
irmao da subfamilia Termitinae e estad localizada no &pice da arvore filogenética dos
Isoptera. Como ja citado anteriormente, os géneros de Nasutitermitinae podem ser

reunidos em dois grupos: os dos nasutos mandibulados que estdo restritos a regiao
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neotropical ¢ os dos nasutos verdadeiros, de ocorréncia pantropical. Os soldados dos
nasutos mandibulados tém mandibulas funcionais e um aparato frontal mais ou menos
desenvolvido, constituido pela glandula frontal e tubo frontal ou “naso” como em
Cornitermes e Syntermes, enquanto os nasutos verdadeiros possuem um ‘“naso” bem
desenvolvido e mandibulas vestigiais como as de Nasutitermes € Subulitermes.

A posicao filogenética dos Nasutitermitinae ainda ndo estd estabelecida.
AHMAD (1950) sugeriu a existéncia de dois grupos principais na subfamilia, um mais
basal englobando os géneros mandibulados e uma diversificagdo apical, envolvendo os
nasutos verdadeiros o que remonta a uma origem difilética. Contudo, essa divisao foi
revista e filogenias mais recentes, baseadas em caracteres morfoldgicos (MILLER 1986,
1997, NOIROT 2001), na composicdo quimica das secrecdes defensivas
(PRESTWICH & COLLINS 1981, PRESTWICH 1983) e nos padroes de casta
(ROISIN 1992, 1996; MIURA et al. 1998) corroboram a monofilia dos nasutos
verdadeiros sugerindo, portanto, uma origem monofilética para a subfamilia.

De acordo com MILLER (1997) os nasutos mandibulados podem ser
monofiléticos e merecem “status” de uma subfamilia separada. Contudo, de acordo
com MIURA et al. (2000) eles também podem ser parafiléticos aos nasutos verdadeiros
ou mesmo polifiléticos.

CONSTANTINO (1995) em um estudo sobre Syntermes, género geralmente
incluido na subfamilia Nasutitermitinae, sugeriu que a presenca do tubo frontal pode ser
um caso de convergéncia ou paralelismo. Além disso, o tubo frontal poderia ter
evoluido independentemente (CONSTANTINO 1994). Outros pesquisadores também
acreditam que o desenvolvimento do “naso” e a reducdo da mandibula sejam um
exemplo classico de evolucdo paralela (EMERSON 1952, 1961, AHMAD 1950,
SANDS, 1957).

Embora, CONSTANTINO (1994, 1995) considere a possibilidade dos nasutos
mandibulados constituirem um grupo irmao dos nasutos verdadeiros e MILLER (1997)
propor a inclusdo dos mandibulados em uma nova subfamilia, ndo tendo relagdo com os
nasutos verdadeiros, nenhum desses autores questiona a hipdtese desses ultimos terem
deridado de algum ancestral mandibulado

NOIROT (2001) estudando a estrutura do intestino, ndo encontrou nenhuma
sinapomorfia para os Nasutitermintinae, mas separou os mandibulados (Grupo

Syntermes) dos nasutos verdadeiros, sendo que nesses ultimos, os géneros Nasutitermes
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e Subulitermes, aparecem como grupos irmaos. Esse mesmo autor levanta a hipotese de
que o tubo frontal poderia ter uma origem difilética.

Do exposto, pode-se notar que a posicao filogenética dos Nasutitermitinae nao
esta totalmente definida. Uma questdo preocupante para a solugdo da filogenia, ¢ a
grande diversidade da fauna Nasutitermitinae neotropical. A América do Sul ¢
considerada o berco dessa subfamilia, j& que todos os géneros mandibulados sdo
encontrados nessa regido. Isso também ¢ valido, para uma grande diversidade de
nasutos verdadeiros, como Subulitermes e Coatitermes, que possuem padroes
plesiomorficos de castas e nao apresentam dimorfismo sexual ou especializacao entre os
sexos (ROISIN 1996).

MIURA et al. (2000) estudando Nasutitermes questionam o fato dos nasutos
mandibulados serem considerados pleisomorficos, pois todos 0s nasutos tiveram tempo
suficiente para diversificarem depois da dispersio da Gondwana. Com o atual
conhecimento que se tem a respeito desses grupos de cupins, ¢ dificil decidir se eles sdo
grupos irmaos ou se estdo mais remotamente relacionados. Se esta ultima hipotese for
verdadeira, a subfamilia Nasutitermitinae seria parafilética. Portanto, todo o
conhecimento gerado da biologia dos Nasutitermitinae pode colaborar nessa questdo e
principalmente o estudo das glandulas exdcrinas desses insetos.

Hipoteses filogenéticas baseadas na analise de caracteres morfologicos ja foram
propostas anteriormente para os cupins. As principais incluem as propostas feitas por
HARE (1937), SNYDER (1949), GRASSE (1949), AHMAD (1950), EMERSON
(1952, 1955). Depois desses autores, NOIROT (1995) utilizou a morfologia do tubo
digestivo como carater para a filogenia dos Isoptera, e mais tarde AMPION &
QUENNEDEY (1981) propuseram uma classificacdo baseada nas glandulas exdcrinas
abdominais.

As filogenias propostas mostram desacordos entre varias hipdteses no que diz
respeito ao numero de familias, subfamilias a das relagdes entre familias, subfamilias e
géneros.

De acordo com KAMBHAMPATI & EGGLETON (2000), existem duas criticas
basicas sobre as filogenias dos Isoptera. Primeiro, muitas propostas estdo baseadas em
um limitado nimero de caracteres. Neste sentido, HARE (1937) e AHMAD (1950)

utilizaram, como caracteres pertinentes, somente as mandibulas dos soldados, operarios
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e imagos. KRISHNA (1961) utilizou alguns caracteres das asas, antenas, torax e
mandibulas, enquanto NOIROT (1995) se restringiu a anatomia do tubo digestivo. A
segunda questdo seria que, na maioria dos estudos falta uma analise cladistica rigorosa
dos caracters utilizados.

O estudo de fosseis dos cupins mostrou que durante a evolugdo, caracteres com
importantes informagdes filogenéticas tém sido perdidos, adquiridos e modificados
(KRISHNA 1970). Contudo, as filogenias propostas ndo s6 estdo dependentes dos
caracteres utilizados, mas existem também problemas relacionados a grande diversidade
dos Isoptera e as especializagdes, morfoldgicas e comportamentais (KAMBHAMPATI
& EGGLETON 2000). Outro problema, ¢ que filogenias estimadas a partir de caracteres
das diferentes castas podem ser congruentes. Por outro lado, caracteres que comparam a
casta especializada de soldado, que possui 0 mesmo sistema basico genético, corrige os
erros devido as convergéncias e homologias, fornecendo excelentes dados para a
classificagdo genérica e para estudos filogenéticos (KAMBHAMPATI & EGGLETON
2000). Dentre os caracteres especificos de soldados, destacam-se as glandulas exdcrinas
que atuam nos mecanismos de defesa e/ou producao de feromodnios.

Nos cupins, as glandulas exdcrinas sdo responsaveis pela comunicagdo quimica
da sociedade. Esses orgdos apresentam trés classes de células glandulares: classe I, II e
IIT sendo essa classificagdo baseada em sua relagao com a cuticula do corpo do inseto e
alguma implicacao funcional como a forma na qual a secre¢do ¢ eliminada (NOIROT &
QUENNEDEY 1991).

As células glandulares da classe I sdo simplesmente células epidérmicas
espessadas especializadas, cobertas por cuticula, a qual ¢ secretada pelas proprias
células secretoras. As células glandulares de classe II s3o células epidérmicas
diferenciadas, cuja secre¢do precisa ser transferida para as células epidérmicas para
atravessar a cuticula e ser eliminada. Essas células ndo apresentam microvilosidades,
caracteristica encontrada nas células glandulares da classe I e I1I. A célula glandular da
classe III ¢ percorrida por um ducto ou canal cuticular constituido e produzido por uma
célula especializada, o qual ¢ continuo com o ducto ou canal da célula que o secretou.
(NOIROT & QUENNEDEY 1974, 1991)

As substancias produzidas pelas glandulas exdcrinas podem ter fungdes

feromonais e/ou defensivas. Caracteristicamente as secregdes defensivas sao liberadas
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das glandulas fechadas somente quando um ponto de estimulacao tatil ¢ ativado, e desse
modo ha uma conservacao da reserva alomonal do inseto (BLUM 1985).

Os soldados dos cupins apresentam duas formas de defesa: a defesa mecanica e a
quimica. Para a defesa mecanica, eles utilizam estruturas tegumentares ou anatomicas
como, por exemplo, as mandibulas e as cabegas. A secre¢ao da glandula frontal
constitui 0 mecanismo de defesa quimico dos Nasutitermitinae (COSTA-LEONARDO
& DE SALVO 1987). A glandula frontal ¢ Unica, esta localizada na cabeca, sendo que
nao existe glandula equivalente nos outros insetos sociais (NOIROT 1969).

A glandula frontal restringe-se a um espessamento da epiderme nos operarios €
nas ninfas (NOIROT 1969). Apenas nos soldados e em alguns imagos ela se apresenta
desenvolvida, com todas as caracteristicas de uma glandula exécrina (NOIROT 1969,
GRASSE 1982). O conjunto formado pela glandula frontal e pelas estruturas associadas
que participam da defesa quimica ¢ denominado arma frontal (QUENNEDEY &
DELIGNE 1975). Na realidade, a arma frontal dos soldados de Isoptera ¢ constituida
pela glandula frontal, poro frontal e estruturas cefalicas da fronte, clipeo e labro, que
juntos possuem uma funcdo defensiva (DELIGNE et al. 1981). Na subfamilia
Nasutitermitinae a glandula frontal ocupa a maior parte da capsula craniana e as
substancias quimicas produzidas por ela sdo diferentes entre os diversos géneros
(GRASSE 1982).

Em estudos, realizados com a glandula frontal de Armitermes, Rhynchotermes e
Cornitermes, foram encontrados o0s seguintes compostos quimicos: terpenoides,
compostos derivados do acetato e algumas lactonas macrociclicas, enquanto, na
glandula frontal de soldados de Nasutitermes e Trinervitermes foram encontrados
diterpenos (PRESTWICH & COLLINS, 1981).

Geralmente, a base da glandula frontal consiste de um epitélio secretor
envolvido por uma densa musculatura que, quando estimulada, contrai for¢ando a
liberacao da secregdo estocada na luz da glandula (QUENNEDEY 1984).

A musculatura visceral dos insetos ¢ estriada devido a seus miofilamentos
estarem regularmente arranjados, diferindo dos musculos viscerais dos vertebrados, que
sao constituidos por musculatura lisa. Essa musculatura pode ser extrinseca, com
origem na parede do corpo e inserida dentro do orgdo, ou pode ser uma musculatura
visceral intrinseca a qual ¢ associada apenas ao 6rgdo, sem ligagdo com a parede do

corpo
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(CHAPMAN 1998).

COSTA-LEONARDO & DE SALVO (1987) descreveram fibras musculares
intrinsecas na glandula frontal em Cornitermes cumulans e Armitermes eumignathus.
NOIROT (2001) observou esses musculos em montagens totais das glandulas frontais
de Procornitermes araujoi, Embiratermes neotenicos e Armitermes holmgreni. Porém,
essa musculatura caracteristica nunca foi observada ao redor da glandula frontal de
outros soldados de cupins, inclusive dos cupins nasutos (NOIROT 2001). A presenga
dessa musculatura nos mandibulados pode ser um forte argumento para uma
convergéncia na evolu¢ao do tubo frontal do grupo dos mandibulados e dos nasutos
(NOIROT 2001).
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MATERIAL E METODOS

Material:

Neste estudo foram utilizados soldados dos seguintes espécies:
Subfamilia Nasutitermitidae:
Nasutos mandibulados: Armitermes euamignathus, Cornitermes cumulans,
Embiratermes heterotypus, Procornitermes araujoi, Rhynchotermes nasutissimus,
Syntermes dirus,
Nasutos verdadeiros: Atlantitermes sp., Constrictotermes cyphergaster, Diversitermes
similis, Nasutitermes aquilinus, Nasutitermes corniger, Nasutitermes sp., Subulitermes
microssoma, Velocitermes heteropterus.
Subfamilia Termitinae: Neocapritermes opacus.

Esses insetos foram coletados manualmente com auxilio de pingas em ninhos
nas regides de Minas Gerais , Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. Os
Soldados de E. heterotypus foram coletados em armadilhas de papel higiénico. Além
desses soldados foram utilizados pré-soldados (soldados brancos) de N. corniger.

A subfamilia Nasutitermitinae ¢ dividida em dois grupos: os nasutos
mandibulados (Fig. 1) e os nasutos verdadeiros (Fig. 2). Os soldados nasutos
mandibulados tendem a serem maiores que os soldados nasutos verdadeiros (FONTES
1987). A cabeca desses soldados apresenta um “naso” menor e uma mandibula mais
desenvolvida (Fig. 1). J& os soldados dos nasutos verdadeiros apresentam um “naso”
desenvolvido e mandibulas vestigiais (Fig. 2).

Os nasutos verdadeiros podem apresentar tamanhos diferentes de soldados,
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sendo possivel encontrar espécies com um tipo de soldado (espécie monomorfica), dois
tipos de soldados (espécie dimorfica), trés tipos de soldados (espécie trimodfica)e até
mais de trés (espécie polimorfica). O dimorfismo pode ser esporadicamente encontrado

em Nasutitermes aquilinus e o trimorfismo parece ser encontrado em todas as espécies
de Velocitermes e Diversitermes (FONTES 1987). No entanto, CONSTANTINO (1999)
relata que o género Diversitermes pode ser di ou trimorfico. Esse polimorfismo dos
soldados da subfamilia Nasutitermitinae expressa-se sob forma de variagdes de tamanho

e alguns detalhes da morfologia (FONTES 1987).

Método:

Para o presente estudo foram realizadas analises histoldgicas, microscopia
eletronica de varredura, microscopia eletronica de transmissdo e morfometria. Essas

metodologias estdo detalhadas dentro dos artigos pertinentes no item Resultados.
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Anexos
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Figura 1.

A) Vista geral da cabeca do soldado nasuto mandibulado de Cornitermes cumulans. B)
Vista geral da cabeca do soldado nasuto mandibulado de Embiratermes heterotypus. A
seta indica a abertura da glandula frontal. n = tubo frontal ou “naso”; md = mandibulas.
(Escala = 0,8mm).
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Figura 2.
A) Vista geral dos soldados nasutos verdadeiros pequeno (sp) e grande (sg) de
Diversitermes similis. As setas indicam o tubo frontal. (Escala = 1,25mm). B) Detalhe
do soldado pequeno de Diversitermes similis. A seta indica o tubo frontal (Escala =
0,5mm).
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RESULTADOS

Durante a realizacdo desta tese foram produzidos trés trabalhos que estdo em

fase de envio para revistas especializadas.

* Artigo 1 - Anatomia da glandula frontal e ultramorfologia do tubo frontal em soldados

da subfamilia Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).

* Artigo 2 - Histologia da glandula frontal e musculatura associada em soldados de

Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).

* Artigo 3 - A glandula frontal como caracter taxondmico de géneros neotropicais de

Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).
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Anatomia da glandula frontal e ultramorfologia do tubo frontal em soldados da

subfamilia Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).

RESUMO

Os soldados da subfamilia Nasutitermitinae sdo bastante peculiares porque
podem ser polimoérficos e possuem uma espécie de nariz, conhecido como "naso” ou
tubo frontal, podendo apresentar mandibulas desenvolvidas ou vestigiais. Muitos
soldados de cupins neotropicais sao utilizados para o estudo da natureza quimica de suas
secrecoes defensivas, contudo, dados da anatomia e histologia das glandulas exocrinas
sdo escassos. Neste trabalho ¢ apresentada uma comparagdo anatomica da glandula
frontal, estrutura defensiva, em soldados da subfamilia Nasutitermitinae (Syntermes
dirus, Syntermes nanus, Constrictotermes cyphergaster, Nasutitermes corniger €
Velocitermes heteropterus) com énfase na ultramorfologia e ultra-estrutura do tubo
frontal. Células glandulares do tipo III estdo presentes no tubo frontal dos soldados
nasutos verdadeiros. Poros glandulares e sensilas campaniformes também foram

evidenciadas na superficie externa dessa estrutura.

PALAVRAS-CHAVE - cupim, glandula exécrina, defesa, nasuto, morfologia.
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Introducio

A divisdo de trabalho ¢ uma caracteristica predominante do sistema social em
Isoptera, sendo que nesses insetos cada casta mostra especializagdes morfologicas
correlacionadas com sua fungao (NOIROT 1969)

De acordo com GRASSE (1986) os cupins estio distribuidos em sete familias,
mas s6 Rhinotermitidae, Kalotermitidae, Serritermitidae e Termitidae estdo presentes no
Brasil. A familia Termitidaec ¢ a maior e a mais diversificada, sendo constituida por
quatro subfamilias: Macrotermitinae, Termitinae, Apicotermitinae e Nasutitermitinae.
Contudo, s6 as trés ultimas tém ocorréncia registrada no Brasil (CONSTANTINO
1999).

ROISIN (2000) enfatiza que a presenca da casta de soldado ¢ a mais
caracteristica autopomorfia dos Isoptera. Essa casta apresenta uma cabega esclerotizada
com estruturas defensivas e sempre possui um desenvolvimento via instar pré-soldado.
NOIROT & DARLINGTON (2000) afirmam que a casta de soldado dos cupins ¢ Unica
entre os insetos sociais, pois se destaca pela morfologia, desenvolvimento e
comportamento. Esses autores enfatizam que os soldados nunca constroem ou coletam
alimento e nem mesmo se alimentam por si proprios sendo que seu papel na deposi¢ao
de trilha deve ser uma condi¢do derivada.

Geralmente, o soldado se origina de um operario e essa transformagao inclui o
desenvolvimento ou alteracdo de certos orgdos, particularmente musculos, glandulas
defensivas, capsula cefalica, mandibulas e desaparecimento de certas estruturas, como
algumas regides bucais (DELIGNE et al. 1981). Essa transformacao torna os soldados
bastante diferentes dos operarios, principalmente os soldados dos Nasutitermitinae que
possuem uma glandula frontal na cabeca e podem apresentar um "naso™ bastante longo e
caracteristico (QUENNEDEY 1984, MIURA & MATSUMOTO 2000).

Nesses soldados conhecidos como ‘“nasutos” existe uma espécie de nariz
alongado que corresponde ao tubo frontal que tem como fun¢do expelir a secregao
produzida pela glandula frontal (COSTA-LEONARDO & DE SALVO 1987, COSTA-
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LEONARDO & BARSOTTI 1996, COSTA-LEONARDO 1998, 2001). De acordo com
KRISTON et al. (1977) na subfamilia Nasutitermitinae a casta de soldado ¢ sempre
peculiar e diferente dos outros individuos da coldnia, tanto que para DELIGNE et al.
(1981) essa casta ¢ a mais especializada dentre todas aquelas dos insetos sociais.

Em alguns Nasutitermitinae os soldados sdao polimorficos, podendo apresentar
dois ou trés tamanhos diferentes. Quando ocorrem dois tipos de soldados (casta
dimorfica), geralmente uma forma € pequena, ja que se origina dos operarios menores €
a outra forma ¢ grande, menos abundante e derivada dos operarios grandes (NOIROT
1969, MCMAHAN 1974, MCMAHAN & WATSON 1975). De acordo com NOIROT
& DARLINGTON (2000) esse polimorfismo parece estar freqiientemente
correlacionado com polietismo, mas o problema tem sido pouco explorado entre os
Isoptera.

Nos soldados de cupins, as glandulas exoOcrinas estdo representadas
principalmente pela glandula frontal, glandula esternal e glandulas salivares. Muitos
autores tém se dedicado ao conhecimento da natureza quimica das secre¢des defensivas
dos Isoptera (PRESTWICH 1979, 1983, 1988, DELIGNE et al. 1981), porém os dados
morfologicos e etoldgicos da defesa dos cupins sdo esparsos e incompletos (DELIGNE
et al. 1981, QUENNEDEY 1984), principalmente, no que diz respeito aos cupins
neotropicais.

Em vista do exposto, o objetivo deste estudo foi apresentar uma comparagdo
anatomica da glandula frontal em soldados da subfamilia Nasutitermitinae, com énfase

na ultramorfologia e ultraestutura do tubo frontal.

Material e Métodos

Insetos:

Neste estudo foram utilizados soldados das seguintes espécies: Syntermes dirus,
coletados em Vigosa (M.G.), Constrictotermes cyphergaster, coletados em Brasilia
(D.F.), Syntermes nanus, Nasutitermes corniger € Velocitermes heteropterus, coletados

em Santa Rita do Passa Quatro (S.P.).
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Anatomia:
Para a determinacdo da estrutura anatomica, a glandula frontal do soldado de S.
dirus foi desenhada por transparéncia do tegumento com auxilio de camara clara

acoplada a um estereomicroscopio.

Histologia:

Alguns soldados foram fixados inteiros em mistura de Bouin, desidratados em
série alcoolica crescente, tranferidos para xilol e incluidos em parafina. Outros soldados
tiveram suas cabecas isoladas do corpo e transferidas para paraformaldeido a 4% em
tampado fosfato de soédio, 0,1 M. A seguir, foram desidratadas em série crescente de
etanol (70 a 95%) e incluidas em resina JB4.

As seccdes histologicas obtidas, tanto do material incluido em parafina como
daquele incluido em resina, foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas em

fotomicroscopio Zeiss.

Ultramorfologia:

Soldados inteiros ou as cabecas isoladas desses insetos foram fixadas em
Karnovsky e desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70 a 95% mais trés
banhos de etanol 100% por 15 minutos cada). Posteriormente, o material foi colocado
na mistura de dlcool e acetona (1:1) e finalmente em acetona pura. A seguir, o material
foi levado ao ponto critico (Balzers CPD 030) para completa desidratagdo, fixado em
suporte de aluminio, metalizado com ouro em “sputtering” (Balzers SCD 050) e

fotografado em microscopio eletronico de varredura Jeol ou Phillips.

Ultra-Estrutura:

Cabegas de soldados foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato
0,1 M, pH 7.4, p6s-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampao, desidratadas
em etanol/acetona e incluidas em Epon-araldite. Os cortes obtidos foram contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em microscopio eletronico de

transmissao Zeiss.
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Resultados

A estrutura anatomica da glandula frontal nas duas espécies de Syntermes
analisadas mostra que nesses soldados ela ¢ um 6rgao impar, pequeno, em relagdo a
cabeca do inseto e de aspecto saculiforme (Fig. 1).

Os resultados histologicos confirmam que a glandula ¢ um saco simples
constituido por uma camada unica de células cilindricas (Fig. 2A). Essas células
eliminam sua secrecdo para a luz da glandula que funciona como reservatério de
estocagem do produto. Um corte tangencial da glandula mostra a inser¢do de musculos
estriados que parece ter uma relagdo bastante estreita com as células glandulares (Fig.
2B).

As células do epitélio glandular mostram nucleos alongados, uma borda estriada
evidente e uma espessa cuticula apical (Fig. 2C).

As seccdes histologicas de um soldado nasuto com mandibulas vestigiais, nesse
caso, um soldado de Constrictotermes cyphergaster, confirmam que a glandula frontal é
uma estrutura Unica e ocupa quase toda a cabega desse inseto (Fig. 3A). A forma da
glandula frontal nesse soldado ¢ a de uma retorta ou vaso com a base alargada, onde
existe um epitélio glandular caracteristico. A por¢ao anterior da glandula frontal ¢ um
fino tubo alongado que penetra no tubo frontal e termina no poro frontal ou fontanela,
que ¢ a abertura glandular (Fig. 3A). No tubo frontal pode-se observar a fina camada
celular que envolve o revestimento quitinoso (Fig. 3B).

Ao redor da glandula frontal ¢ possivel visualizar uma musculatura bastante
desenvolvida que mostra ligacdo com o tegumento cefalico (Fig. 3A).

Os soldados de Syntermes apresentam mandibulas desenvolvidas e tubo frontal
curto enquanto os soldados nasutos verdadeiros, como Constrictotermes, Nasutitermes e
Velocitermes apresentam mandibulas vestigiais € um tubo frontal bastante longo (Figs. 4
e9).

A cabeca dos soldados nasutos tem, geralmente, a forma de uma péra (Fig. 4A) e
essa forma ¢ mantida mesmo quando a casta ¢ dimorfica, caso dos soldados de
Nasutitermes corniger. A extremidade do tubo frontal, tanto nos soldados grandes
quanto nos soldados pequenos dessa espécie, apresenta uma coloragdo marrom mais
clara quando comparada com o resto do "naso”. Nessa extremidade existe um poro

frontal que ¢ um pouco maior nos soldados grandes, mas em ambos os soldados
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ocorrem pélos, provavelmente sensoriais, sendo quatro longos e os restantes mais curtos
(Fig. 4B).

Poros glandulares correspondentes as aberturas de células glandulares do tipo III
também estdo presentes no tubo frontal (“naso”) dos soldados nasutos (Figs. 4B, 4C,
5B). Sensilas campaniformes também foram evidenciadas nessa estrutura conforme
ilustra a Fig. 4C.

Nos soldados de Velocitermes, onde a casta ¢ trimoérfica, o tubo frontal
apresentou pélos sensoriais, sensilas e poros glandulares (Fig. 5).

A ultra-estrutura do tubo frontal desse soldado mostra que existe um
revestimento cuticular interno dessa estrutura (Fig. 6) e que células dispostas ao redor
desse revestimento cuticular produzem secregdes que sdo jogadas na luz desse tubo por
meio de canais cuticulares (Fig. 6B). Essas células sdo caracterizadas por
apresentaremum acumulo de granulos de secrecdo com contetdo eletrodenso uniforme
na por¢do apical, onde também observa-se uma consideravel concentragdo de
mitocondrias, algumas figuras mielinicas e pequenos vactolos transparentes (Figs. 6A e
6B). Os contatos celulares sdo bastante sinuosos onde se observa jungdes septadas (Fig
6B). As células que constituem o canal secretor estao dispostas imediatamente abaixo da
cuticulae e sdo achatadas, com citoplasma pouco eletrodenso e nicleo com cromatina
algo condensada (Figs. 6A e 6B).O canaliculos descarga da secrecdo também sdo
revestidos por uma fina cuticula que se mostra mais eletrodensa que a cuticula que

reveste o reservatorio glandular (Fig 6B).

Discussio

De acordo com NOIROT & QUENNEDEY (1991) as glandulas exocrinas sao
estruturas especializadas na estocagem e emissao de produtos secretores. Em vista disso,
as células glandulares mostram uma capacidade especifica para a tomada de moléculas
precursoras ¢ a subseqiiente biossintese, além de regular efetivamente a liberacdo da
secrecao (BILLEN & MORGAN 1998).

Quando perturbados, os soldados monomérficos de Syntermes secretam um
liquido claro que ¢ liberado pelo curto naso através do poro frontal. Os cupins desse
género cortam folhas e apresentam forrageamento crepuscular e noturno (MATEWS

1977). De acordo com BAKER et al. (1981) quando os operdrios retornam ao ninho
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com o alimento, os soldados se postam externamente as colunas de operarios forrageiros
com as mandibulas abertas e cabegas elevadas. Essa posicao ¢ defensiva e, sendo esse
soldado um nasuto mandibulado, ele parece utilizar tanto a defesa mecanica
(representada pelas mandibulas) quanto a defesa quimica (representada pela glandula
frontal).

NOIROT & DARLINGTON (2000) discutem que em muitas espécies de
Termitidae ndo foi observada nenhuma caracteristica especial para ejecdo da secregdo e
seu uso permanece conjectural. Esse ndo parace ser o caso de Syntermes, onde a
secrecdo quimica da glandula frontal ja foi identificada como sendo constituida
principalmente por um hidrocarboneto (cis-B-ocimeno) e que ¢ toxica quando aplicada
topicamente em formigas (HOWSE 1984).

O padrao morfologico apresentado pela glandula frontal de Syntermes ja foi
descrito em soldados de outros cupins da subfamilia Nasutitermitinae, como por
exemplo Cornitermes e Armitermes (QUENNEDEY 1984, COSTA- LEONARDO &
DE SALVO 1987, COSTA-LEONARDO 1998, 2001). Esse padrao é: forma sacular,
auséncia de um pescoco glandular e musculatura associada constituida por fibras curtas
caracteristicas nao ligadas ao tegumento. O bordo em escova aumenta a area de
eliminacdo da secrecdo e ja foi descrito para cé€lulas glandulares de outros soldados de
térmitas.

A glandula frontal de Constrictotermes cyphergaster obedece ao padrao
encontrado em outros cupins nasutos com mandibulas atrofiadas como Nasutitermes,
Velocitermes e Trinervitermes (QUENNEDEY 1984, COSTA-LEONARDO & DE
SALVO 1987, COSTA-LEONARDO 1992). A presenga de um epitélio com células da
classe I na base da glandula e uma musculatura bastante desenvolvida, conectada ao
tegumento ¢ sempre caracteristica desse padrdo estrutural de glandula frontal. A
existéncia de um pescogo glandular que termina na metade posterior da capsula cefalica
em uma ampla cdmara, que funciona como reservatorio, presenca de poros no
tegumento externo do poro frontal, sdo outras caracteristicas desses cupins nasutos.

A microscopia eletronica de transmissdo mostrou que existem células da classe
[T espalhadas no tubo frontal dos nasutos verdadeiros (Fig. 6) e que o produto secretor
produzido por elas deve ser importante na secre¢dao final da glandula frontal desses
soldados, uma vez que ¢ descarregado na luz do tubo frontal. QUENNEDEY (1984)
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também encontrou a mesma morfologia glandular para soldados de Trinervitermes,
todavia, PRESTWICH (1983) descreveu diferentes misturas de terpenos presentes na
glandula frontal dos dois tipos de soldados desse género. Contudo, a morfologia
encontrada no presente estudo para a glandula frontal em soldados grandes e pequenos
de Nasutitermes corniger foi idéntica, assim como para os trés diferentes tipos de
soldados de Velocitermes.

Em geral, a secre¢do produzida por soldados do género Nasutitermes ¢ uma cola
constituida por dipertenos em um solvente monoterpeno (PRESTWICH 1979). BAKER
et al. (1984) isololaram um trinervitano da glandula frontal de Constrictotermes
cyphergaster. De acordo com PRESTWICH (1983) existe uma grande variedade de
compostos quimicos produzidos nas glindulas frontais dos soldados dos
Nasutitermitinae. A presenca de células do tipo I e células do tipo III na glanula frontal
sugere que diferentes compostos presentes no resevatdrio glandular sdo produzidos por
diferentes tipos celulares.

Nos cupins examinados o poro frontal estava sempre no apice do tubo frontal.
Em Syntermes a secregdo parece pingar do naso por agdo de uma musculatura intrinseca,
ja em Constrictotermes, Nasutitermes e Velocitermes, a abertura do tubo ¢ estreita € a
secrecdo viscosa ¢ esguichada pela contracdo de uma musculatura extrinseca.
CHAPMAN (1998) define uma musculatura, como visceral extrinseca, quando esta se
origina da parede do corpo do inseto e, intrinseca, quando ela estd associada somente
com o orgdo (nesse caso, a glandula frontal) e ndo mantém ligacdo com a parede do
corpo. Os resultados aqui obtidos mostraram que apenas Syntermes ¢ dotado de uma
musculatura intrinseca que esta associada a glandula frontal.

Muitos tipos de pélos sensoriais estdo associados com o poro frontal (DELIGNE
et al. 1981). Existem centenas de pélos ao redor da abertura frontal de Cornitermes
cumulans (COSTA-LEONARDO 1998). Contudo, QUENNEDEY (1984) também
encontrou quatro pélos maiores ao redor do poro frontal de 7rinervitermes, como os
descritos no presente estudo para Velocitermes. Sensilas campaniformes ja foram
descritas no labro de alguns soldados da familia Rhinotermitidae e no tubo frontal de
Spinitermes brevicornutus e Embiratermes festivellus (COSTA-LEONARDO &
BARSOTTI 1996).

De acordo com DELIGNE et al. (1981) tanto os pélos sensoriais como as
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sensilas campaniformes devem fornecer informagdes sobre a distor¢do da cuticula
tegumentar quando os soldados tocam os inimigos, tendo portanto, fung¢do
mecanorreceptora.

Nos insetos sociais, as glandulas exocrinas estdo relacionadas com a organizagao
social da colonia (BILLEN & MORGAN 1998) e a glandula frontal, como uma glandula
caracteristica dos soldados de Isoptera, evidencia um aspecto dos diferentes mecanismos

de defesa assumido por esses individuos nessa ordem de insetos.
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Figura 1. Esquema da glandula frontal (gf) do soldado de Syntermes dirus.
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Figura 2.

A) Secgdo longitudinal da glandula frontal do soldado de Syntermes dirus. eg= epitélio
glandular; 1= luz da glandula; s= secre¢do (Escala= 50pm).

B) Seccao longitudinal tangencial da glandula frontal evidenciando fibras musculares
estriadas (m) associadas ao epitélio secretor. t = tegumento. (Escala= 50um).

C) Detalhe do epitélio glandular (eg) em soldado de Syntermes dirus. Notar a borda
estriada (seta) correspondente a microvilosidades acima das células, além da grossa

cuticula apical (c¢). n=nucleo (Escala=10um).
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Figura 3.

A) Secgao sagital da cabega de soldado de Constrictotermes cyphergaster evidenciando
a forma de retorta da glandula (*) e musculatura (m) associada, a qual mostra liga¢ao

com o tegumento cefalico. Notar o epitélio secretor (seta) localizado na base da glandula
(Escala= 50um).

B) Seccao longitudinal do tubo frontal. pf = poro frontal (Escala= 50pum).
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Figura 4.

A) Vista geral de um soldado pequeno de Nasutitermes corniger evidenciando a cabeca
em forma de péra (Escala= 1 mm).

B) Detalhe da parte apical do "naso” onde se nota quatro pélos sensoriais maiores
entremeados com outros pélos de diversos tamanhos, além de poros glandulares bastante
conspicuos (setas) (Escala= 0,1mm).

C) Detalhe dos poros (p) e de uma sensila campaniforme (sc) (Escala= 5 um).
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Figura 5.
A) Cabega de soldado grande de Velocitermes heteropterus (Escala= 50um).
B) Detalhe do tubo frontal (naso). A seta indica o poro frontal e as cabecgas de setas os

poros glandulares espalhados no "naso™ por entre os pélos sensoriais (Escala= 25um).
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Figura 6.

A) Secgdo transversal do tubo frontal do soldado grande de Velocitermes heteropterus.
Notar uma célula glandular com vesiculas secretoras eletrodensas (s) e mitocondrias
(m); cc = célula do canal; ci= cuticula interna; cs = c€lula secretora; n = nucleo; fm =
figura mielinica; I= luz do tubo frontal (Escala= 1um).

B) Seccao transversal do tubo frontal do soldado grande de Velocitermes heteropterus.
Notar os canais condutores (setas) de células do tipo III atravessando a cuticula interna
(ci) para despejar a secre¢do no limen e as vesiculas (v) com aparéncia vacuolar. cc =
célula do canal; cs = célula secretora; js= Jun¢des septadas; 1= luz do tubo frontal; n =

nucleo (Escala= 1pum).
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ARTIGO 2.
Histologia da glandula frontal e musculatura associada em soldados de Nasutitermitinae

(Isoptera, Termitidae).
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Histologia da glandula frontal e musculatura associada em soldados de
Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).

Resumo

A subfamilia Nasutitermitinae ¢ composta por espécies de cupins nas quais os
soldados apresentam uma glandula frontal que ¢ evidenciada externamente pela
presenca de um tubo frontal ou "naso™ na cabega dos soldados. Neste trabalho realizou-
se uma andlise histologica comparativa da glandula frontal e sua relagdo com a
musculatura em alguns géneros de Nasutitermitinae. Os resultados mostram que nos
nasutos mandibulados estudados a glandula frontal ¢ saculiforme, constituida apenas de
células do tipo I e sua musculatura associada € intrinseca. J4, nos nasutos verdadeiros
estudados, a glandula frontal ¢ em forma de retorta ou vaso quimico, constituida de
células glandulares do tipo I e III e apresenta musculatura associada extrinseca. Nesses
nasutos verdadeiros, a glandula frontal ¢ mais desenvolvida que aquela presente nos
nasutos mandibulados. Esses resultados sdo discutidos em relagao aos mecanismos de

defesa dos diferentes grupos de cupins.

PALAVRAS-CHAVE: Glandula Frontal, Morfologia, Nasutitermitinae, Nasutos

Verdadeiros, Nasutos Mandibulados.
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Introducio

Cupins sdo insetos sociais da ordem Isoptera, essencialmente tropicais, € sua
abundancia aumenta com a aproximacdo do Equador (PEARCE & WAITE, 1994). Os
cupins tém importancia na ciclagem de nutrientes em ambientes naturais, porém
provocam danos econdmicos em areas modificadas pelo homem (WOOD & SANDS,
1978).

Os térmitas apresentam um sistema social singular e possuem individuos morfo-
fisiologicamente diferentes, agrupados em castas (KRISHNA & WEESNER, 1969).
Reconhecem-se trés castas fundamentais nas colonias de cupins: imago, operario €
soldado. Os soldados sdo responsaveis pela defesa da colonia, e sua distincdo
morfoldgica e comportamental ¢ tdo especializada que eles sdo incapazes de se
alimentarem sozinhos. Segundo WEESNER (1969), a casta de soldado dos cupins é
morfologicamente e funcionalmente distinta de todas as outras castas existentes em uma
coldnia de Isoptera. Geralmente, a casta dos soldados estd equipada com um sofisticado
sistema de defesa. Em algumas espécies, as mandibulas sdo grandes e bastante
esclerotizadas, ja em outras, elas sdo vestigiais e a cépsula cefalica apresenta uma
estrutura para ejetar as secre¢des defensivas (WEESNER, 1969; NOIROT, 1969;
PRESTWICH, 1979).

Nos cupins as glandulas exdcrinas sao responsaveis pela comunicagdo quimica
da sociedade. As substancias produzidas podem ter fungdes feromonais e/ou defensivas.
As secregoes defensivas sdo liberadas das glandulas fechadas somente quando um ponto
de estimulagdo tatil ¢ ativado, sendo que desse modo ha uma conservagao da reserva
alomonal do inseto (BLUM, 1985). Nos soldados de cupins existe uma glandula
exocrina caracteristica, a glandula frontal que produz substancias quimicas utilizadas na
defesa desses insetos (PRESTWICH, 1983).

Os soldados da subfamilia Nasutitemitinae apresentam uma glandula frontal
evidenciada externamente pela presenca de um tubo frontal ou “naso” na cabeca. Esses

soldados podem ser mandibulados ou ndo. Os mandibulados sdo conhecidos como
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nasutos mandibulados e os que possuem mandibulas vestigiais sao conhecidos como

nasutos verdadeiros.

O objetivo desse trabalho foi estudar comparativamente a glandula frontal em
alguns géneros da subfamilia Nasutitermitinae, com énfase principalmente na
morfologia do epitélio da glandula frontal e na musculatura associada a glandula

frontal.

Material e Métodos

Insetos

Neste estudo foram utilizados soldados dos seguintes espécies: Armitermes
euamignathus,  Atlantitermes  sp., Cornitermes cumulans, Constrictotermes
cyphergaster, Diversitermes similis, Embiratermes heterotypus, Nasutitermes aquilinus,
Nasutitermes corniger, Nasutitermes sp., Procornitermes araujoi, Rhynchotermes
nasutissimus, Subulitermes microssoma, Syntermes dirus, Velocitermes heteropterus.

Esses insetos foram coletados manualmente com auxilio de pingas em ninhos
nas regioes de Minas Gerais , S3o Paulo, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal (Tabela
1). Os Soldados de E. heterotypus foram coletados em armadilhas de papel higiénico.

Além desses soldados foram utilizados pré-soldados (soldados brancos) de N. corniger.

Analise Histolégica

Alguns soldados foram fixados inteiros em mistura de Bouin, desidratados em série
alcoolica crescente, tranferidos para xilol e incluidos em parafina. Outros soldados
tiveram suas cabecas isoldadas do corpo e essas foram transferidas para
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sddio, 0,1 M. A seguir, foram desidratadas
em série crescente de etanol (70 a 95%) ¢ incluidas em resina JB4.

As seccdes histologicas obtidas, tanto do material incluido em parafina como
daquele incluido em resina, foram coradas com hematoxilina e eosina, azul de toluidina

e examinadas em fotomicroscopio Zeiss.
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Analise Morfométrica

A morfometria foi realizada em seccdes histologicas sagitais da glandula frontal.
As medidas foram realizadas em um microscopio com auxilio do programa Image Pro-
Plus versao 4.1 (Media Cybernetics). Para essa andlise foram medidas a altura do
epitélio glandular e a espessura da cuticula, estrutura que reveste a glandula
internamente. Para a realizacdo dessas medidas foram escolhidos aleatoriamente cinco
células do epitélio glandular. Com auxilio do mesmo programa foram calculadas as
areas das glandulas frontais. Além disso mediu-se a area da cabeg¢a do soldado
utilizando-se os pardmentros descritos por ROONWAL (1969), com auxilio de lupa
Leica MZ 7.5 equipada com camera de captura de imagem e programa Leica Qwin Lite

para processamento de imagens.

Analise Estatistica

Para testar se ha uma relagdo entre o desenvolvimento da glandula frontal (y) e
os grupos de nasutos verdadeiros e mandibulados (x) foi feita uma andlise de variancia.
O teste foi realizado utilizando-se um modelo linear generalizado, conforme
recomendacdes de CRAWLEY (2002) e foram processados pelo software R (IHAKA &
GENTLEMAN 1996).

Resultados

Analise Histoldgica

Nos nasutos mandibulados representados por: Armitermes euamignathus,
Cornitermes cumulans, Embiratermes heterotypus, Procornitermes araujoi
Rhynchotermes nasutissimus e Syntermes dirus, a glandula frontal esta restrita a cabega
e se apresenta em forma de saco (Figs. 1 € 2).

A histologia da parede glandular mostra que ela ¢ constituida por uma camada
unica de células, as quais apresentam-se geralmente colunares, com nucleos grandes e
ovais localizados na regido mediana da célula (Figs. 3A, 3B, 3C e 3D). Nas espécies

estudadas a por¢do apical das células secretoras esta revestida por uma cutitula que
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delimita um limen, bem desenvolvido que funciona como reservatorio glandular (Figs.
1,2e3)

Apesar da musculatura da cabeca, ser bem desenvolvida, foi possivel identificar
a presenca de fibras musculares ao redor de toda glandula frontal, e caracteriza-las
como musculatura intrinseca (Figs. 3C e 3D).

Em relacdo aos nasutos verdadeiros constituidos pelas espécies Atlantitermes
sp., Constrictotermes cyphergaster, Diversitermes similis, Nasutitermes aquilinus,
Nasutitermes corniger, Nasutitermes sp., Subulitermes microsoma e Velocitermes
heteropterus, a glandula frontal ocupa grande parte da cabega estendendo-se até o
“naso”. Nesses soldados, a glandula frontal apresenta a forma de um vaso quimico ou
retorta (Figs. 4 e 5D). Na base desse vaso, pode-se distinguir o epitélio glandular
circundado por uma musculatura, bastante desenvolvida, ligada a cuticula da cabeca que
se caracteriza como musculatura extrinseca (Figs. 4B e 5B).

As células secretoras que formam o epitélio simples apresentam nucleos basais
com nucléolos evidentes (Fig 4C). O epitélio secretor estd separado da musculatura
(Figs. 4C, 6C e 7A). Na por¢do apical o epitélio estd revestido por uma cuticula
evidente (Fig. 4C).

Em Atlantitermes sp., C. cyphergaster, D. similis, S. microsoma e V.
heteropterus observou-se externamente ao epitélio da glandula frontal na regido
posterior da cabeca, o acimulo de células grandes, ovdides e com nucleos bastante
visiveis (Figs. 6A, 6B e 7B). Uma caracteristica marcante desse grupo de células é que
elas sdo dotadas de canais que desembocam na luz da glandula frontal. (Fig. 7B). Em
Nasutitermes corniger células semelhantes sao observadas proximas a glandula frontal
na regido antero-posterior (Fig. 6D). No pré-soldado dessa espécie essas células ja
existem (Fig. 6C) mas ndo estdo tdo desenvolvidas como no soldado (Fig 6D). Como
essas c€lulas sao dotadas de um canal pode-se classifica-las como células do tipo III. No
tubo frontal ou “naso” dos soldados nasutos verdadeiros também ocorrem células
glandulares do tipo III ao redor de um tubo interno delimitado por cuticula (Figs. 8A,

8B e 8C). Essas células estao espalhadas em toda superficie do “naso’desses insetos.

Analise Morfométrica

Para os nasutos mandibulados, os resultados referentes a relagdo area glandular e
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area da cabega mostram que a glandula frontal ¢ mais desenvolvida em E. heterotypus,
seguida por A. euamignathus, mas muito similar em C. cumulans, S. dirus e P. araujoi
(Tabela 2). Ja a relagdo epitélio glandular e cuticula, evidencia que em S. dirus a
cuticula ¢ bastante espessa, seguida por R. nasutissimus. Nos soldados de A.
euamignathus, C. cumulans e P. araujoi essa relagao ¢ similar (Tabela 2). A glandula
frontal nesses soldados ¢ menos desenvolvida que nos nasutos verdadeiros; F= 5.97 e
p<0.03 (Fig 9).

J&4 nos nasutos verdadeiros, os resultados referentes a relagdo area glandular e
area da cabeca mostram que a glandula frontal ¢ mais desenvolvida em S. microsoma,
C. cyphergaster e V. heteropterus mas muito similar em Atlantitermes sp., D. similis e
N. corniger (Tabela 3). Ja a relagdo, epitélio glandular e cuticula, mostra que em N.
corniger a cuticula ¢ bastante delgada, seguida por S. microsoma e D. similis. Nos
soldados de C. cyphergaster e V. heteropterus essa relagdo ¢ similar, porém nos
soldados de Atlantitermes sp. essa cuticula se apresenta mais espessa (Tabela 3). De
forma geral a glandula frontal nesses soldados ¢ mais desenvolvida que nos nasutos
mandibulados (Fig. 9).

Discussao

A glandula frontal restringe-se a um espessamento da epiderme nos operarios e
ninfas (NOIROT, 1969). Contudo, nos soldados e em alguns imagos ela estd
desenvolvida, com todas as caracteristicas de uma glandula exdcrina (GRASSE, 1982;
NOIROT, 1969). O conjunto formado pela glandula frontal e pelas estruturas associadas
que participam da defesa quimica ¢ denominado arma frontal (QUENNEDEY &
DELIGNE, 1975). Na realidade, a arma frontal dos soldados de Isoptera ¢ constituida
pela glandula frontal, poro frontal (abertura da glandula frontal), estruturas cefalicas da
fronte, clipeo e labro, que constituem todo um conjunto defensivo (DELIGNE et al.,
1981).

A forma sacular descrita neste estudo para a glandula frontal dos soldados
mandibulados ja havia sido reportada para os cupins Embiratermes festivellus (COSTA-
LEONARDO & BARSOTTI, 1996) e Conitermes cumulans (COSTA-LEONARDO,
1998).

COSTA-LEONARDO & BARSOTTI (1996) mostraram células do tipo III na
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parte superior da cabeca de Embiratermes festivellus mas essas células ndo fazem parte
da glandula frontal e parecem eliminar sua secre¢do para o exterior por poros presentes
na superficie do corpo do inseto.

A glandula frontal saculiforme dos nasutos mandibulados, ocupa uma regiao
pequena da cabeca quando comparada a glandula frontal dos nasutos verdadeiros. O
tipo celular que compde o epitélio da glandula frontal foi 0 mesmo em ambos os
nasutos, ou seja, todos apresentam células glandulares da classe I. Contudo, nos
nasutos verdadeiros também foram encontradas células glandulares da classe III ao
redor das células glandulares do tipo I. COSTA-LEONARDO (1992) estudando a
glandula frontal de Velocitermes sp. encontrou um grupo de células secretoras do tipo
I ao redor do epitélio glandular na parte basal da glandula. Células similares foram
encontradas na glandula frontal dos soldados de Atlantitermes, Subulitermes e V.
heteropterus, contudo, a localizacdo ¢ um pouco diferente. Em Nasutitermes a
localizagdo dessas células estd um pouco deslocada, mas elas também ocorrem.
GRASSE (1982) mostra que em Nasutitermes arboreous essas células também ocorrem,
contudo a localizacdo delas nao ¢ ao redor do epitélio.

De acordo com QUENNEDEY (1998) as células do tipo I, que sdo células
epidermais modificadas, sdo encontradas em muitas ordens de insetos como as que
aparecem nos esternitos do besouro Tenebrio (QUENNEDEY 2000). J& as células do
tipo III, que aparecem em grupo ou individuais, ndo envolvem o desaparecimento das
células epidermais. Essas células constituem a maioria dos 6rgdos glandulares descritos
ultra-estruturalmente (QUENNEDEY, 1998). Células da classe III presentes no "naso”
também ja foram descritas para Trinervitermes por QUENNEDEY (1984).

Em alguns soldados nasutos, a base da glandula frontal consiste de um epitélio
secretor envolvido por uma densa musculatura que, quando estimulada, se contrai
forcando a liberagdo do conteido luminal (QUENNEDEY, 1984). COSTA-
LEONARDO & DE SALVO (1987) sugeriram a existéncia de uma musculatura
intrinseca envolvendo a glandula frontal dos soldados mandibulados dos cupins
Cornitermes cumulans e Armitermes euamignathus. Os resultados aqui obtidos
mostraram uma diferenga bastante evidente na musculatura associada a glandula frontal
nos nasutos mandibulados, onde as fibras musculares sao intrinsecas, enquanto nos

nasutos verdadeiros a musculatura fica mais afastada do epitélio e ligada a cuticula da
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cabeca. Entretanto, o significado desta diferenca permanece desconhecido.

De acordo com QUENNEDEY (1984), a glandula frontal é um 6rgao peculiar,
sem equivaléncia em outros insetos. Essa glandula ocorre nas familias Termitidae,
Rhinotermitidae e Serritermitidae (COSTA-LEONARDO 1998, GRASSE 1982,
QUENNEDEY 1984). Em alguns soldados de Rhinotermitidae a glandula frontal
penetra profundamente no abdomen desses insetos. Contudo, a forma glandular mais
comum ¢ a saculiforme, com um epitélio e cuticula apical ao redor de um limen, que
funciona como reservatorio glandular (COSTA-LEONARDO 2002, DELIGNE ET AL.
1981, QUENNEDEY 1984), semelhante ao observado nos cupins aqui analisados.

A cuticula s6 ndo esta presente na glandula frontal de Serritermes, porque nesse
inseto a glandula frontal explode e o soldado morre em situacdo de perigo ( COSTA-
LEONARDO 1998, QUENNEDEY 1998). Nos outros cupins, onde a secre¢do da
glandula frontal ¢ expelida para o exterior do corpo do inseto, sempre existe uma
cuticula sobre as células epiteliais, como descrito para os soldados estudados. Essa
cuticula possui diferentes espessuras conforme a espécie analisada e de acordo com
QUENNEDEY (1984), uma camada cuticular mais fina deve permitir um transito mais
facil da secrecdo, porém, ndo oferece muita protecao as células epiteliais, se produtos
toxicos forem estocados no lumen glandular.

Os soldados dos Nasutitermitinae possuem uma variedade de compostos
quimicos em suas glandulas frontais (PRESTWICH 1982, PRESTWICH & COLLINS
1981). PRESTWICH (1983) relata que os soldados nasutos verdadeiros sempre
produzem uma cola em sua glandula frontal com uma alta concentragao de diterpenos
em um solvente monoterpeno. Varias espécies de Nasutitermes possuem monoterpenos
e diterpenos como secrecdes frontais, contudo, Syntermes possui monoterpenos e
sesquiterpenos (PRESTWICH 1982)

De acordo com PRESTWICH & COLLINS (1981) as secre¢oes defensivas do
soldado do género Subulitermes contém diterpenos idénticos aos presentes nas
glandulas frontais de espécies de Nasutitermes. ROSENGAUS et al. (2000) sugere que
as substancias produzidas pelos Nasutitermes possuem propriedaddes anti-fungicas.
Contudo, na glandula frontal dos nasutos mandibulados dos géneros Cornitermes,
Armitermes e Rhynchotermes os compostos diterpendides ndo estdo presentes sendo

que, em Armitermes euamignatus existe somente hidrocarbonetos e em Cornitermes
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weberi fenilacetaldeidos (BLUM et al. 1982).

Segundo VALTEROVA et al. (1989), em soldados de cupins da subfamilia
Nasutitermitinae que utilizam a defesa quimica, a habilidade de produzir determinadas
substancias ira depender da utilizagao de formas adicionais de defesa, como a mecanica,
representada pela presenca de mandibulas desenvolvidas. Esse fato pode explicar por
que em nasutos verdadeiros, portadores de mandibulas vestigiais, a glandula frontal ¢é
mais desenvolvida do que em nasutos mandibulados. Concluindo, os nasutos
verdadeiros utilizam apenas a defesa quimica enquanto os nasutos mandibulados
utilizam tando a defesa quimica como a mecanica. Alguns pesquisadores postulam que
o grande sucesso dos nasutos verdadeiros, que conseguem viver em diferentes habitats
(ninhos arboricolas, subterraneos e epigeos) se deve ao maior desenvolvimento da

glandula frontal que produz um arsenal quimico bastante diversificado e eficiente.
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Espécies Estudados
Armitermes euamignathus*
Atlantitermes sp.*
Cornitermes cumulans*

Constrictotermes cyphergaster®

Local de Coleta
Vicosa- MG
Rio Claro -SP
Vigosa- MG
Brasilia— D F

Diversitermes similis*

Rio Claro - SP

Embiratermes heterotypus *
Nasutitermes aquilinus
Nasutitermes corniger™®
Nasutitermes sp.
Procornitermes araujoi*
Rhynchotermes nasutissimus*
Subulitermes microsoma*

Syntermes dirus*

Rio Claro - SP

Rio Claro - SP

Santa Rita do Passa Quatro -SP
Dourados - MS

Ribeirdao Preto- SP

Rio Claro - SP

Santa Rita do Passa Quatro -SP
Vicosa- MG

Velocitermes heteropterus*

Santa Rita do Passa Quatro -SP

Tabela 1. Espécies de cupins estudadas e o local onde foram coletadas.

* A glandula frontal das espécies assinaladas foram submetidas a analise morfométrica.
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Espécie Estudada Relagao area: Relacdo Espessura:
glandula/cabeca Epitélio/Cuticula

Armitermes euamignathus

0,17 15,31
Cornitermes cumulans

0,14 10,02
Embiratermes heterotypus

0,19 19,69
Procornitermes araujoi

0,13 11,6
Rhynchotermes nasutissimus

0,11 5,95
Syntermes dirus

0,13 1,63

Tabela 2. Relacdo entre a area da glandula frontal e area da cabeca e relacdo entre a

espessura do epitélio glandular e cuticula em soldados nasutos mandibulados.
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Espécie Estudada Relagao area: Relacdo Espessura:
glandula/cabeca Epitélio/Cuticula

Atlantitermes sp.

0,05 2,52
Constrictotermes cyphergaster

IPRETS 0,14 6,69

Diversitermes similis

0,04 11,45
Nasutitermes corniger

0,04 20,24
Subulitermes microsoma

0,15 12,29
Velocitermes heteropterus 01 9,9

Tabela 3. Relacdo entre a area da glandula frontal e area da cabeca e relacdo entre a

espessura do epitélio glandular e cuticula em soldados nasutos verdadeiros.
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Figura 1.

A) Seccdo histologica da glandula frontal (gf) em soldado de Cornitermes cumulans.
Observar a forma saculiforme dessa glandula nesse inseto. eg = epitélio glandular e 1 =
luz da glandula. (Escala = 0,1mm).

B) Seccao histoldgica da glandula frontal em soldado de Syntermes dirus. ¢ = cuticula,
cl = células do tipo I, eg = epitélio glandular, 1 = luz da glandula e m = musulatura.

(Escala = 0,1mm).



Resultados - Artigo 2 18

Figura 2.

A) Vista geral da cabeca de um soldado de Rhynchotermes nasutissimus. A seta indica a
abertura da glandula frontal. md = mandidulas. (Escala = 0,8mm).

B) Secc¢do histologica da glandula frontal de R. nasutissimus. A seta indica o epitélio

glandular e | = luz da glandula frontal. (Escala = 0,1mm).
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Figura 3. A) Secc¢do histologica da glandula frontal do soldado de Armitermes
euamignathus. ¢ = cuticula, eg = epitélio glandular, 1 = luz da glandula frontal e m =
musculatura. Coloragdo: Azul de Toluidina. (Escala = 0,08mm).

B) Seccdo histologica da glandula frontal em soldado de Cornitermes cumulans. eg =
epitélio glandular, 1 = luz da glandula frontal ¢ m = musculatura. Coloracao:
Hematoxilina/Eosina. (Escala = 0,08mm).

C) Detalhe do epitélio glandular (eg) e musculatura associada (m) em soldado de A.
euamignathus. ¢ = cuticula, 1 = luz da glandula frontal e n = ntcleo. Coloragdo: Azul de
Toluidina. (Escala = 0,08mm).

D) Detalhe do epitélio glandular (eg) e musculatura associada (m) em soldado de C.
cumulans. ¢ = cuticula e 1 = luz da glandula frontal. Colora¢do: Hematoxilina/Eosina.
(Escala = 0,08mm).
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Figura 4.

A) Soldado de Nasutitermes sp. A seta indica o tubo frontal ou "naso”. (Escala =
0,1mm).

B) Seccdo sagital da cabeca de Nasutitermes sp. Observar a glandula frontal em forma
de retorta ou vaso quimico. A seta estd indicando o epitélio glandular. 1 = luz da
glandula frontal. (Escala = 0,1mm).

C) Detalhe do epitélio glandular (eg) e musculatura associada (m). ¢ =cuticula, 1 = luz

da glandula frontal e n = nucleo. (Escala = 0,0 lmm).
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Figura 5.

A) Corte para-sagital da cabega do soldado de Constrictotermes cyphergaster
evidenciando a glandula frontal. A seta indica o epitélio glandular. | = luz da glandula
frontal e m = musculatura. Coloragao: Hematoxilina/Eosina. (Escala = 0,08mm).
B)Detalhe do epitélio glandular (eg) e musculatura associada (m) da glandula frontal em
soldado de Constrictotermes cyphergaster. 1 = luz da glandula frontal. Coloragdo:
Hematoxilina/Eosina. (Escala = 0.08mm).

C) Sec¢do histologica da cabega de soldado de Atlantitermes sp. evidenciando a
glandula frontal (gf). Coloragao:Hematoxilina/Eosina. (Escala = 0,08mm).

D) Detalhe da glandula frontal em soldado de Atlantitermes sp.. ¢ = cuticula, eg =
epitélio glandular, 1 = luz da glandula frontal e m = musculatura. Coloragao:

Hematoxilina/Eosina. (Escala: 0,08mm).
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Figura 6.
A) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em soldado pequeno
de Diversitermes similis. A seta indica células do tipo III. ¢ = cuticula e r = reservatdrio
glandular. Colorac¢ao: Hematoxilina/Eosina. (Escala: 18 um).

B) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em soldado de
Constrictotermes cyphergaster. A seta indica um grupo de células do tipo IIl. e r =
reservatorio glandular. Coloragdo: Hematoxilina/Eosina. (Escala: 50 pm).

C) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em pré-soldado
(grande) de Nasutitermes corniger. As setas indicam células do tipo III em
desenvolvimento. r = reservatorio glandular. Coloragdo: Hematoxilina/Eosina. (Escala:
0,08mm).

D) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em soldado grande de
Nasutitermes corniger. As setas indicam células do tipo III bastante desenvolvidas. r =
reservatorio glandular. Coloragdo: Hematoxilina/Eosina. (Escala: 0,08mm).

E) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em soldado de
Subulitermes microssoma. ¢ = cuticula e r = reservatorio glandular. Coloracdo: Azul de
Toluidina. (Escala: 0,08mm).

F) Epitélio da glandula frontal (eg) e musculatura associada (m) em soldado de
Atlantitermes sp. ¢ = cuticula e r = reservatorio glandular. Coloracao:

Hematoxilina/Eosina. (Escala: 0,08mm).
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Figura 7.

A)Seccao histologica do epitélio glandular da glandula frontal em soldado pequeno de
Velocitermes heteropterus. A seta indica a cuticula apical das células tipo I (c1) que
formam o epitélio glandular. 1 = luz da glandula frontal, m= musculatura, n = nicleo e s
= secrecdo da célula. (Escala = 0,01mm).

B) Detalhe das células glandulares do tipo III (c3) localizadas na por¢do posterior da
cabega em soldado pequeno de Velocitermes heteropterus. A seta indica a cuticula da
cabega. cs = célula secretora, ca = canal da célula secretora e n = nucleo. (Escala =
0,01mm).



Resultados - Artigo 2 24

Figura 8.

A) Secc¢ao histologica do tubo frontal ("naso™) em soldado de Subulitermes microsoma.
Observar a presenca de células do tipo III (c3). (Escala = 0,1mm).

B) Seccao histoldgica do "naso” em soldado de Atlantitermes sp. Observar a presenca
de células do tipo III (¢3) . (Escala = 0,1mm).

C) Seccao histologica do "naso” em soldado de Constrictotermes cyphergaster.

Observar a presenca de células do tipo III (c3) . (Escala =20um ).
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A glandula frontal como caracter taxondomico de géneros neotropicais de

Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae).

RESUMO

Cupins sdo insetos sociais da ordem Isoptera, essencialmente tropicais. Tém
importancia fundamental na ciclagem de nutrientes em ambientes naturais e podem
provocar danos econdmicos em dreas modificadas pelo homem. As espécies de
Nasutitermitinae compreendem as mais diversificadas e derivadas entre os Isoptera. A
filogenia dessa subfamilia tem sido objeto de divergéncias. Na tentativa de esclarecer
esse problema, propde—se a utilizacdo de caracteres morfologicos da glandula frontal,
musculatura associada e morfologia da cabeca do inseto como indicadores das relacdes
filogenéticas entre alguns géneros de Nasutitermitinae. Esses pardmetros foram
escolhidos como caracteres e estudados em uma andlise cladistica detalhada. Os

resultados sugerem a monofilia do grupo.

PALAVRAS-CHAVE: Cupins, Filogenia, Glandula Frontal, Nasutitermitinae, soldado.
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Introducio

Os cupins constituem a Unica ordem em que todas as espécies podem ser
consideradas como eussociais (CANCELLO 1989). Eles apresentam um sistema social
singular com agrupamentos em castas morfo-fisiologicamente distintas (KRISHNA &
WEESNER 1969), sendo trés castas fundamentais nas col6nias de cupins: imago,
operario e soldado. Dessas trés castas os soldados sdo responsdveis pela defesa da
colonia, e sua distingdo morfoldgica e comportamental ¢ tdo especializada que eles ndo
sdo capazes de se alimentarem sozinhos. Geralmente, a casta dos soldados esta equipada
com um sofisticado sistema de defesa. Em algumas espécies, as mandibulas sao grandes
e bastante esclerotizadas, ja em outras, elas sao vestigiais e a capsula cefalica apresenta
uma estrutura, o naso, para ejetar as secre¢des defensivas (WEESNER 1969, NOIROT
1969, PRESTWICH 1979). Nas atividades de defesa, nenhum inseto emprega arsenal
quimico tdo variado quanto os cupins, nem apresenta sistemas tdo diversos de ejecao
das substancias defensivas (COSTA-LEONARDO 1989). Essa casta ¢ bastante
modificada nas diferentes espécies e por isso ¢ utilizada na sistemdtica do grupo
(CONSTANTINO 1999).

Dentro dos Isoptera, a subfamilia Nasutitermitinae ¢ a mais amplamente
distribuida nas regides tropicais do mundo, além de ser também a mais especializada
entre os Termitidae (KRISHNA 1970). Essa subfamilia é o grupo irmao dos Termitinae
e esta localizada no apice da arvore filogenética dos Isoptera (MIURA et al. 1998) . Os
géneros de Nasutitermitinae podem ser reunidos em dois grupos: os dos nasutos
mandibulados, que estdo restritos a regido neotropical e os dos nasutos verdadeiros, de
ocorréncia pantropical.

Os soldados dos nasutos mandibulados tém mandibulas funcionais e um aparato
frontal ndo muito desenvolvido, constituido pela glandula frontal e “naso”. Os nasutos
verdadeiros possuem sempre um “naso” bem desenvolvido e mandibulas vestigiais.

A posicao filogenética dos Nasutitermitinae ainda ndo estd claramente definida.
AHMAD (1950) sugeriu a existéncia de dois grupos principais na subfamilia, um mais

basal englobando os géneros mandibulados e uma diversificagdo apical, envolvendo os
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nasutos verdadeiros. Contudo, essa divisdo foi muito criticada e filogenias mais
recentes, baseadas em caracteres morfologicos (MILLER 1986, 1997, NOIROT 2001),
na composi¢cdo quimica das secregdes defensivas (PRESTWICH & COLLINS 1981,
PRESTWICH 1983) e nos padrdes de casta (ROISIN 1992, 1996, MIURA et al. 1998)
corroboram com a monofilia dos nasutos verdadeiros.

Do exposto, pode-se notar que a posicdo filogenética dos Nasutitermitinae ¢é
ainda questionavel. Portanto, todo o conhecimento obtido sobre a biologia dos
Nasutitermitinae podem colaborar nessa questao e devem ser explorados, entre eles a
morfologia das glandulas exocrinas.

Os soldados dos cupins apresentam duas formas de defesa: a defesa mecanica e a
quimica. Para a defesa mecanica, esses insetos utilizam estruturas tegumentares ou
anatdomicas como, por exemplo, as mandibulas e a cabega. A secrecdo da glandula
frontal constitui um mecanismo de defesa quimico em cupins da subfamilia
Nasutitermitinae (COSTA-LEONARDO & DE SALVO 1987). Essa estrutura € unica,
estd localizada na cabeca, sendo que ndo existe glandula equivalente nos outros insetos
sociais (NOIROT 1969). Em alguns soldados, a glandula frontal ocupa a maior parte da
capsula cefilica, e as substancias quimicas, produzidas por ela, sdo bastante diversas
entre os diferentes géneros de Isoptera (PRESTWICH 1983).

Na tentativa de elucidar o entendimento das relagdes filogenéticas entre os
soldados nasutos e mandibulados da subfamilia Nasutitermitinae foi realizada uma
analise cladistica detalhada de alguns caracteres morfologicos desse inseto,

principalmente da glandula frontal.

Material e Métodos

Material:

Neste estudo foram utilizados soldados dos seguintes géneros: Armitermes,
Atlantitermes,  Cornitermes,  Constrictotermes,  Diversitermes,  Embiratermes,
Nasutitermes, Neocapritermes, Procornitermes, Rhynchotermes, Subulitermes,
Syntermes e Velocitermes. Esses insetos, exceto Embiratermes que foi coletado com

isca de papel higiénico, foram coletados manualmente com auxilio de pingas em ninhos



Resultados - Artigo 3 4

nos estados de Sao Paulo, Minas gerais e Distrito Federal (Tabela. 1).

Método:

Morfologia interna

Os soldados dos géneros citados acima foram fixados em Bouin Alcoolico ou
Paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M. Apos a fixagdo, as cabegas
foram isoladas e desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (de 70 a 95%)

seguindo-se infiltragdo em historesina LEICA durante 72h a 4°C. Apos esse periodo, as

cabegas dos insetos foram incluidas em moldes adequados na mesma historesina com
catalisador, para a polimeriza¢ao em estufa a 37°C.

As amostras foram cortadas em navalhas de vidro em microtomo LEICA RM
2145, na espessura de 5-6 mm. Os cortes assim obtidos, foram corados com
hematoxilina-eosina.

Para o estudo filogenético foram analisados os seguintes caracteres da glandula
frontal: forma da glandula; tipos celulares presentes na glandula; area glandular; altura
do epitélio glandular; espessura da cuticula; presenga de musculatura intrinseca a
glandula; relacdo area glandula/cabega e relacao espessura epitélio/cuticula.

As medidas foram realizadas em um microscopio Leica com auxilio do

programa Image Pro-Plus versao 4.1 (Media Cybernetics).

Morfologia externa

Para este estudo, foram escolhidos 10 individuos de cada género aleatoriamente,
nos quais foram medidos os caracteres da morfologia externa com auxilio de
estereomicroscopio Leica MZ 7.5 equipada com camera de captura imagem e programa
Leica Qwin Lite para processamento de imagens. Os caracteres escolhidos foram: Area
da cabeca; comprimento da cabega; largura da cabeca; presenca ou auséncia de pélos
na abertura do “naso”; comprimento do “naso”; largura da base do “naso”; didmetro da

abertura do “naso”; largura da base da mandibula; comprimento da mandibula; largura
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da base do labro; comprimento do labro; nimero de segmentos da antenas; distancia
entre as antenas; numero de segmentos dos palpos maxilares; relagdo comprimento
naso/cabeca. Os parametros utilizados para as medidas estdo de acordo com a
metodologia de ROONWAL (1969).

A andlise cladistica foi realizada utilizando-se o programa PAUP (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) 4.0. O grupo externo utilizado foi o género Neocapritermes
e a polaridade dos caracteres foi estabelecida por comparacdo com o grupo externo
(WATROUS & WHEELER 1981; MADDISON et al. 1984, NIXON & CARPENTER
1993, SWOFFORD et al. 1996, citados por PAULA 2000).

Os caracteres utilizados foram em sua grande maioria binarios, contudo, também
foram encontrados alguns caracteres em multiestados, mas sempre foram comsiderados

nao ordenados (Tabela. 2)

Resultados e Discussao

A distribuicdo de caracteres nas espécies analisadas estd apresentada na Tabela
3. Os resultados mostram que foram encontradas diferengas marcantes nos géneros
estudados em relacdo a morfologia externa, porém, a estrutura da glandula frontal
nesses insetos ¢ muito parecida, diferindo pela musculatura associada que nos nasutos
mandibulados ¢ intrinseca e nos nasutos verdadeiros ¢ extrinseca, além da presenca de
células glandulares da classe III nos nasutos verdadeiros. Além disso, foram observadas
diferengas em dimensdes na altura do epitélio glandular, cuticula e no tamanho da
glandula. A forma da glandula também ¢ diferente entre os nasutos mandibulados e os
verdadeiros. Nos nasutos mandibulados a glandula frontal ¢ em forma de saco e nos
nasutos verdadeiros ela se apresenta em forma de um vasoquimico ou retorta.

A andlise cladistica resultou em um cladograma (Fig 1) que confirma a hipotese
de monofilia do grupo. Os dados mostram que foi obtido um indice de consisténcia
(CI) de 0,56 , um indice de retengao de (RI) de 0,69 e um indice de homoplasia de 0,43.

Atualmente, o “status”filogenético da subfamilia Nasutitermitinae ndo esta
muito bem definido, sendo que os autores divergem entre si, atribuindo uma origem
monofilética, difilética e até mesmo parafilética para esse grupo de cupins.

De acordo com MILLER (1997) os nasutos mandibulados podem ser

monofiléticos e merecem at¢é um “status” de uma subfamilia separada. Contudo,
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MIURA et al. (2000) sugerem que esses insetos também podem ser parafiléticos aos
nasutos verdadeiros ou até mesmo polifiléticos.

CONSTANTINO (1995) em um estudo sobre Syntermes, género geralmente
incluido na subfamilia Nasutitermitinae, sugeriu que a presenga do tubo frontal pode ser
um caso de convergéncia ou paralelismo. O autor sugere que o tubo frontal poderia ter
evoluido independentemente (CONSTANTINO 1994). Alguns pesquisadores também
afirmam que o desenvolvimento do “naso” e a reducdo da mandibula seja um exemplo
classico de evolugao paralela (EMERSON 1952, 1961, AHMAD 1950, SANDS 1957).

O cladograma obtido neste trabalho corrobora com a hipotese de monofilia para
os nasutos verdadeiros assim como o cladograma demonstrado por MILLER (1996)
(Fig. 2) e DONOVAN et al. (2001). Por ourto lado, os nasutos mandibulados,
Cornitermes, Syntermes € Procornitermes formaram um grupo monofilético, sendo o
grupo menos derivado. A monofilia ¢ suportada pela seguinte combinacao de
caracteres: glandula frontal pouco desenvolvida, "naso” curto, mandibulas
desenvolvidas. J4 Armitermes, Embiratermes e Rhynchotermes parecem ter origem
parafilética, sendo o ultimo, grupo irmao dos nasutos verdadeiros, o que ¢ suportado
pela sinapomorfia didmetro da abertura do naso.

A glandula frontal ndo ¢ estruturalmente tdo diferente quando se compara o
grupo dos nasutos verdadeiros ¢ dos mandibulados. Como as difirengas sao pequenas,
provavelmente, ela ndo surgiu por convergéncia adaptativa e sim por meio de um
ancestral comum. Os nasutos verdadeiros e os mandibulados podem ter se originado
desse ancestral comum e s6 mais tarde ¢ que os grupos se diversificaram de acordo com
o habitat de cada um.

AMPION & QUENNEDEY (1981) usaram dados ultra-estruturais e histoldgicos
das glandulas epidermais abdominais de alados com o objetivo de compreender as
relagdes filogenéticas entre os cupins. Para os Nasutitermitinae, os autores descrevem
um resultado semelhante ao encontrado neste trabalho, em que os nasutos mandibulados
estdo localizados basalmente e os nasutos verdadeiros numa posi¢ao mais apical.

Concluindo, como a subfamilia Nasutitermitinae € a mais diversificada e
abundante entre os Isoptera (PRESTWICH 1982), a inclusdao de um maior de espécies
no estudo deve gerar resultados bastante satisfatorios. Contudo, ¢ importante salientar

que estudos cladisticos, com caracteriticas ligadas @ morfologia da glandula frontal e
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musculatura associada, podem ser utilizados para se obter um melhor esclarecimento do

“status” filogenético dos Nasutitermitinae.
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Espécies Estudadas

Local de Coleta

13

Armitermes euamignathus
Atlantitermes sp.

Cornitermes cumulans
Constrictotermes cyphergaster

Diversitermes similis

Vigosa- MG
Rio Claro -SP
Vicosa- MG
Brasilia- DF
Rio Claro - SP

Embiratermes heterotypus
Nasutitermes corniger
Neocapritermes opacus

Procornitermes araujoi

Rio Claro - SP

Santa Rita do Passa Quatro — Sp.
Vicosa- MG

Ribeirao Preto- SP

Rhynchotermes nasutissimus
Subulitermes microsoma
Syntermes dirus

Velocitermes heteropterus

Tabela 1. Tabela com a lista das espécies de cupins estudadas e o local onde foram

coletadas.

Rio Claro - SP

Rio Claro - SP

Vigosa- MG

Santa Rita do Passa Quatro — SP
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Caracteres
1. Forma da Glandula
2. Tipo celular da glandula
3. Tipo celular do canal

4 Musculatura

Polarizagao
saco (0)

Tipol (0)
Tipo I (0)

vaso (1)
Diferente (1)
Diferente (1)

Intrinseca (0) Extrinseca (1)

5. Relacao Espessura Epitélo/cuticula <7(0) entre 7 e 14 (1) > 14

6. Altura do epitélio glandular (mm) 0,02-0,04 (0) >0,05 (1)

7. Area da glandula (mm) Pequeno (0)  Meédio (1)  Grande (2)
8. Altura da cuticula na glandula (mm) <0,01 (0) >0,01 (1)

9. Relagdo area glandula /cabeca <0,1 (0) >0,1 (1)

10. Numero de soldados 1(0) >1(1)

11. Area da cabeca (mm) >5(0) Entre 3e5 (1) <3(2)
12. Largura da cabega (mm) >0,8 (0) 0,5-0,8 (1)  0,37-0,5(2)
13. Comprimento da cabec¢a (mm) >0,9 (0) 0,7-0,9 (1) <0,6 (2)
14. Comprimento do "naso” (mm) <0,4 (0) 0,4-0,6 (1) >0,6 (2)
15. Largura da Base do "naso” (mm) <0,34 (0) > 0,34 (1)

16. Diametro da abertura do "naso™ (mm) grande (0) pequeno (1)

17. Comprimento da mandibula (mm) >1(0) <1 (1) Vestigial(2)
18. Largura da base da mandibula (mm) >0,4(1) <0,4(0)  Vestigial(2)
19. Comprimento do labro (mm) >0,09 (0) 0,05-0,09 (1) <0,05(2)
20. Largura da base do labro (mm) <0,6 (0) 0,4-0,6 (1) <04 (2)
21. Distancia entre as antenas (mm) >0,8(0) 0,4-0,8 (1) <04 (2)
22. Numero de segmentos das antenas <13 (0) >13 (1)

23. Ntumero de segmentos do palpos >5(0) <5(1)

maxilares

24. Pélos visiveis em lupa na abertura do  Auséncia (0) Presenga (1)

"naso”

25. Relag@o comprimento naso/cabeca <0,8(0) 0,8—1,0(1) >1,0(2)

Tabela 2. Tabela com os caracteres utilizados e a polariza¢do realizada baseada no

grupo externo Neocapritermes.
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Espécies

Neocapritermes opacus

Armitermes euamignatus
Cornitermes cumulans

Embiratermes heterotypus
Procornitermes araujoi

Rhynchotermes nasutissimus

Syntermes dirus

Atlantitermes sp.

Constrictotermes cyphergaster

Diversitermes similis

Nasutitermes corniger

Subulitermes microsoma

Velocitermes heteropterus

Tabela 3. Matriz para andlise cladistica
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Neocapritermes opacus

Armitermes euamignatus

Rhyncotermes nasutissimus

Atlantitermes sp.

Subulitermes microssoma

Velocitermes heteropterus

Constrictotermes cyphergaster

Diversitermes similis

Nasutitermes corniger

Embiratermes heterotypus

Cornitermes cumulans

Syntermes dirus

Procornitermes araujoi

Figura 1. Cladograma obtido com dados da tabela 3.
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Subulitermes

. A NG UL AIFIIETMES

Velocitermes

Longipeditermes

Nasutitermes

Rhyncotermes

e — e e Armitermes

Curvitermes
Procornitermes
Cornitermes
Ancestral
S———
Hipotético
Labiotermes
Paracornitermes
Syntermes

Figura 2. Cladograma extraido e adaptado de MILLER (1986).
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DICUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Na colonia dos cupins existe um sistema de comunicagdo no qual o
comportamento de um inseto ¢ dominado por outro (O'TOOLE et al. 1999). Em todos
os aspectos da vida social desses insetos, comportamentos como reconhecimento de
parentesco, cuidado com os jovens e defesa, sdo guiados por semioquimicos, dentre eles
os feromonios (KAIB 1999).

De acordo com CRUZ-LANDIM & ABDALLA (2002) os semioquimicos siao
produzidos em glandulas exocrinas e eliminados para o exterior do corpo do inseto,
onde vao exercer a sua fun¢do, o que pode dar-se por contato entre os individuos ou a
distancia.

As glandulas exocrinas encontram-se distribuidas por todo o corpo dos insetos
sociais, com diferencas entre os sexos, castas e espécies ( BILLEN & MORGAN 1998,
SOBOTINIK et al. 2003).

Dados, a respeito da composicao das glandulas exocrinas nos Isoptera, mostram
uma grande diversificagdo de substincias quimicas (PRESTWICH 1979) com
diferencas funcionais.

A glandula frontal ¢ uma estrutura impar que ocorre em soldados, € ndo tem
equivaléncia nos outros insetos sociais.

Os dados obtidos neste trabalho mostram que na glandula frontal ocorrem dois
tipos celulares: tipo I e tipo III (QUENNEDEY, 1984, AMPION & QUENNEDEY
1991), contudo a morfologia dessa glandula ¢ um pouco mais sofisticada que aquelas de
outras glandulas epidermais, porque envolve o aparecimento de um limen que funciona
como reservatorio glandular e estoca grandes quantidades de secrecdo (COSTA-
LEONARDO 2002).



Discussao Geral e Conclusoes 83

Filogenias mais antigas para os Nasutitermitinae propdem uma origem do
soldado nasuto a partir de um ancestral mandibulado (HOLMGREEN 1912, HARE
1937). Contudo, mais tarde, EMERSON (1949) ja admitia um ancestral comum para os
géneros Procornitermes € Paracornitermes.

Depois, SANDS (1957, 1965), KOVOOR (1969) e KRISHNA (1970) sugeriram
uma origem difilética para a subfamilia Nasutitermitinae, baseada em caracteres de
mandibulas e anatomia do tubo digestivo.

Dados mais recentes, obtidos por PRESTWICH & COLLINS (1981), MILLER
(1986) E KAMBHANPATI & ECGLETON (2000) apoiaram um esquema monofilético,
como encontrado nesse estudo.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

1) A glandula frontal dos soldados nasutos mandibulados estudados apresenta uma
forma saculiforme.

2) A glandula frontal dos soldados nasutos verdadeiros apresenta a forma de um vaso
quimico ou retorta.

3) Células do tipo III ocorrem estdo agrupadas, em locais especificos, ao redor do
epitélio frontal nos soldados nasutos verdadeiros e em toda a superficie do tubo
frontal.

4) Poros glandulares e sensilas campaniformes ocorrem nos tubos frontais dos nasutos
verdadeiros.

5) Existe uma musculatura intrinseca a glandula frontal nos soldados mandibulados.

6) A andlise cladistica dos dados obtidos com a microscopia de luz, eletronica e
medidas de estruturas externas da cabega dos soldados, corrobora com a hipotese da
monofilia do grupo. Esses resultados refor¢am ainda mais que a glandula frontal
dever ser estudada em outros géneros ndo contemplados neste estudo. De maneira
geral, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o entendimento da
morfologia das glandulas exocrinas dos térmitas, além sugerir relacdes filogenéticas
entre os géneros de Nasutitermitinae neotropicais, grupo tao pouco estudado entre os

Isoptera.
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RESUMO

Os cupins sdo insetos sociais da ordem Isoptera. Eles causam danos nas ares
modificadas pelo homem, mas sdo fundamentais na decomposi¢do da materia organica
em ambientes naturais. A ordem Isoptera € a inica ordem dos Insecta em que todos os
organismos sao eussociais. Os térmitas apresentam uma sociedade com sobreposi¢do de
mais de duas geracdes, cuidado parental e com divisdo de trabalho, tendo individuos
morfologicamente diferentes na mesma colonia (castas). Na colonia dos cupins sdo
encontradas trés castas, os reprodutores que tém func¢do de perpetuar a colonia; os
operarios que cuidam da limpeza, da constru¢do do ninho e da alimentagdo dos
individuos da coldnia; e os soldados que defendem a colonia dos inimigos naturais.
Dentre os Isoptera, a subfamilia Nasutitermitinac se destaca pela morfologia dos
soldados que apresentam um aparato de defesa peculiar na cabega, composto por uma
glandula frontal cuja abertura desemboca no final de um “naso”. Essa glandula produz
compostos quimicos que atuam na defesa da sociedade agindo como substancias
anticicatrizantes ou toxicas. A presenca do “naso” € a caracteristica principal que agrupa
esses insetos na subfamilia, porém o status filogenético desse grupo ainda ndo estd
totalmente esclarecido. Os Nasutitermitinae apresentam dois grupos distintos: Os
nasutos mandibulados (cupins que apresentam “naso” ¢ mandibulas desenvolvidas) e os
nasutos verdadeiros (cupins que apresentam apenas ‘“naso”, porém as mandibulas sao
vestigiais). Esses dois grupos sdo muito diversificados e existem discussoes a respeito
da monofilia ou difilia dessa subfamilia.

Neste trabalho estudou-se a histologia da glandula frontal e musculatura
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associada em varios géneros, pertencentes aos Nasutitermitinae, com a finalidade de
entender melhor a morfologia dessa glandula exocrina e obter caracteres para um estudo
detalhado de filogenia. Nos estudos cladisticos foram analisados caracteres
morfoldgicos da glandula frontal, da musculatura associada e da morfologia externa da

cabeca do soldado. Os resultados obtidos corroboram com a hipotese da monofilia do

grupo.
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Abstract

Termites (Insecta: Isoptera) are social insects. They cause damage in areas that were
modified by humans and are elementary in the organic matter decomposition process.
Isoptera are the unique insect with all the species eusocial. The termites are organized in a
society that overlap at least two generations. Parental care and division of the work are
important features of this society that is composed of individuals with morphological
differences, the castes. Termite colonies present three castes; the reproductive caste that is
responsible for reproduction; the workers that are involved with cleaning and nest building;
and the soldiers that are fundamental in the defense of the colony against natural enemies.
Among termites, Nasutitermitinae has soldiers with a peculiar morphology. These soldiers
have a defense structure in their heads, which is composed of a frontal gland, that open in a
frontal pore placed in the end of the nasus. This gland produces chemical compounds that
are used in the defense of the colony, acting as toxins or anticicatizating substances. The
nasus is the principal character grouping these species inside this subfamily, otherwise the
phylogenetic status of the group is unresolved. The Nasutitermitinae belongs two distinct
group: the mandibled nasutes (soldier with nasus and mandibles) and the true nasutes
(soldiers with nasus and vestigial mandibles). These two groups are very diversified and
monophyletic or diphyletic origin of the Nasutitermitinae are discussed. The present study

shows histological data of the frontal gland and of the associated musculature of several
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genera of Nasusitermitinae. The results are also used by cladistic analysis. We analyzed
morphological data of the frontal gland, the associated musculature and the external
morphology of the soldier head. The obtained data agree with the monophyletic

relationships among the genera studied.
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