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RESUMO

O bioma Cerrado possui uma das termitofaunas mais diversas do mundo. Cornitermes
cumulans é um cupim neotropical conhecido pela construgdo de ninhos em monticulos e por
armazenar alimento no nucleo celulésico do ninho. Apesar de ser considerado uma espécie-
chave do Cerrado, aspectos basicos da biologia deste cupim ndo estdo esclarecidos,
principalmente em relacdo a fisiologia da sua alimentacdo e seu comportamento de
forrageamento. A simbiose entre cupins superiores e bactérias é considerada essencial para a
sobrevivéncia destes insetos, pois tem papel fundamental na digestédo do alimento consumido
por estes insetos. No entanto, 0s ninhos de cupins também possuem uma grande variedade de
microrganismos presentes nas paredes destas estruturas, 0s quais podem estar ou nao
diretamente associados com a digestdo lignoceluldsica. Atualmente, analises moleculares tém
relevado novas informacdes sobre os mecanismos de digestéo da lignocelulose no intestino de
cupins. Contudo, esses estudos ndo consideram 0s microrganismos associados ao alimento
armazenado no interior dos ninhos e seu papel na biologia de cupins. Em vista do exposto, a
presente pesquisa investigou aspectos da coleta do alimento e dinamica do forrageamento de
C. cumulans sob condigOes laboratoriais por meio de bioensaios. Adicionalmente buscou-se
comparar morfologicamente e morfometricamente uma populacdo de operéarios coletada no
interior do ninho com uma populacdo forrageira, levando-se em conta principalmente o
desgaste das mandibulas. Adicionalmente, o presente estudo teve como objetivo compreender
a estocagem de alimento por Cornitermes cumulans, do ponto de vista bioquimico, por meio
de testes de atividade enzimatica; e molecular, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA.
Neste contexto, hipotetizamos que esta espécie armazena o alimento para facilitar a degradacédo
da lignocelulose antes da ingestdo do mesmo. A andlise da dindmica do forrageamento mostrou
que a casta operaria é responsavel pela descoberta do alimento e recrutamento dos
companheiros do ninho. Nas condic¢des laboratoriais testadas, um operario pioneiro de C.
cumulans levou 30,72 £ 16,75 min para descobrir a fonte alimentar e iniciar o recrutamento.
Iniciado o recrutamento, cerca de 10 minutos depois foi considerado recrutamento massivo pelo
aumento significativo no recrutamento de companheiros de ninho, e apds cerca de 25 minutos,
0 recrutamento se tornou estavel. Este processo de recrutamento em fases também ocorre em
espécies do género Nasutitermes e até mesmo espécies de cupins subterraneos como

Coptotermes gestroi. Além disso, o presente estudo comprovou, por meio de bioensaio, a teoria



de que C. cumulans armazena alimento no ninho e que amostras de operarios forrageiros
diferem daquelas coletadas no interior do ninho, principalmente pelo desgaste das mandibulas.
A andlise enzimatica revelou que o extrato bruto dos operarios e soldados de C. cumulans é
capaz de degradar substratos naturais e sintéticos, como B-glucano e pNP-G, sugerindo a
atividade de enzimas das familias GH 1; 3 (B-glicosidase) 9; 16 (endo- B-1,4-glucanase).
Adicionalmente, o extrato bruto do alimento armazenado por esta espécie comportou-se de
forma complementar, degradando substratos derivados de hemiceluloses, como xilano e
arabinoxilano, indicando a atividade de enzimas das familias GH 3; 8; 10; 11; 31; e 35 (B-1,4-
xilosidases, endo-B-1,3:1,4-xilanases, P-galactosidases e o-galactosidases). A diversidade
microbiana mostrou que o alimento armazenado e o material da parede do ninho apresentam
comunidades microbidticas semelhantes, predominando bactérias do filo Actinobacteria e
Proteobacteria, conhecidas pela capacidade celulolitica, hemicelulolitica e fixacdo de
nitrogénio. Adicionalmente, a microbiota intestinal foi primariamente dominada por
Spirochaetes (Treponema sp: Spirochaetes) em C. cumulans e Firmicutes (Candidatus
Arthromitus: Clostridia) em Procornitermes araujoi. Estes filos apresentam espécies
conhecidas pela fixacdo de nitrogénio atmosférico como meio de enriquecimento de dietas
pobres em nitrogénio e fermentacdo do carboidrato através da acetogénese como forma de
obtencgéo de energia, respectivamente. A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que a
espécie Cornitermes cumulans apresenta uma dindmica de forrageamento em fases e que
armazena alimento no interior de seu ninho. Tal alimento armazenado por C. cumulans e sua
microbiota hemicelulolitica associada aumentam a capacidade de assimilacdo de outros
componentes da biomassa vegetal por este cupim, garantindo a ele uma vantagem em relacéo
as espécies que ndo possuem o0 habito de armazenar alimento no interior do ninho, como P.

araujoi.

Palavras — chave: cupins superiores, armazenamento de alimento, cupins forrageiros,

morfometria, comportamento, hidrolases glicoliticas, 16S rRNA, diversidade microbiana.
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ABSTRACT

The Cerrado biome has one of the most diverse termitofaunas in the world. Cornitermes
cumulans is a neotropical termite known for building nests in mounds and store food in the
cellulosic core nest. Although it is considered a key species of the Cerrado, basic aspects of the
biology of this termite are not clarified, mainly in relation to the physiology of its feeding and
its foraging behavior. The symbiosis between upper termites and bacteria is considered essential
for the survival of these insects, since it plays a fundamental role in the digestion of the food
consumed by these insects. However, termite nests also have a wide variety of microorganisms
present on the walls of these structures, which may or may not be directly associated with
lignocellulosic digestion. Currently, molecular analyzes have revealed new information on the
mechanisms of digestion of lignocellulose in the intestine of termites. However, these studies
do not consider the microorganisms associated with food stored inside the nests and their role
in termite biology. In view of the above, the present study investigated aspects of food gathering
and foraging dynamics of C. cumulans under laboratory conditions using bioassays. In addition,
we sought to compare morphometrically and morphometrically a population of workers
collected inside the nest with a forage population, taking into account mainly the wear of the
jaws. Additionally, prosente study aimed to understand the food storage for Cornitermes
cumulans, the biochemical point of view, by means of enzyme activity tests; And molecular,
by sequencing the 16S rRNA gene. In this context, we hypothesized that this species stores the
food to facilitate the degradation of lignocellulose before its ingestion. The analysis of the
foraging dynamics showed that the caste worker is responsible for the discovery of food and
recruitment of the companions of the nest. In laboratory conditions tested, a pioneer worker C.
cumulans took 30.72 + 16.75 min to find the food source and start recruiting. Initiated
recruitment, about 10 minutes later was considered massive recruitment by the significant
increase in recruitment of nest mates, and after about 25 minutes, recruitment became stable.
This recruitment process in phases also occurs in the genus Nasutitermes and even species of
subterranean termites such as Coptotermes gestroi. Furthermore, this study demonstrated by
means of bioassay, the theory that C. cumulans stores food in the nest and feed samples differ
from those workers collected within the nest, particularly by wear of the jaws. Enzyme analysis

revealed that the crude extract of the workers and C. cumulans soldiers is capable of degrading



natural and synthetic substrates such as B-glucan and pNP-G, suggesting the activity of enzymes
of GH families 1; 3 (B-glycosidase) 9; 16 (endo-B-1,4-glucanase). Additionally, the crude
extract of the food stored by this species behaved in a complementary way, degrading substrates
derived from hemicelluloses, such as xylan and arabinoxylan, indicating the activity of enzymes
of GH 3 families; 8; 10; 11; 31; And 35 (B-1,4-xylosidases, endo-B-1,3: 1,4-xylanases, [-
galactosidases and a-galactosidases). The microbial diversity showed that the stored food and
the material of the wall of the nest present similar microbiotic communities, predominating
bacteria of the phylum Actinobacteria and Proteobacteria, known for the cellulolytic,
hemicellulolytic and nitrogen fixation capacity. In addition, the intestinal microbiota was
primarily dominated by Spirochaete (Treponema sp: Spirochaetes) C. cumulans and
Firmicutes (Candidatus Arthromitus: Clostridia) in Procornitermes araujoi. These phyla
present species known by the fixation of atmospheric nitrogen as a means of enriching diets
low in nitrogen and fermentation of the carbohydrate through the acetogenesis as a way of
obtaining energy, respectively. From the data presented, it can be concluded that the species
Cornitermes cumulans presents a foraging dynamics in phases and that stores food inside its
nest. Such food stored by C. cumulans and their associated microbiota hemicelulolitica increase
the assimilative capacity of other components of plant biomass by this termite, ensuring him an
advantage over species that do not have the habit of storing food inside the nest, as P. araujoi.

Key - words: higher termites, food storage, feed termites, morphometry, behavior, glycolytic

hydrolases, 16S rRNA, microbial diversity.



19

REVISAO DE LITERATURA

Os cupins séo insetos hemimetabolos eussociais pertencentes a infraordem Isoptera,
atualmente incluida na ordem Blattaria (KRISHNA et al., 2013). A palavra “Isoptera” origina-
se do grego, onde “isos” significa igual e “pteron”, asas, em funcdo da morfologia dos

individuos alados, que apresentam dois pares idénticos de asas membranosas.

Ao todo, foram descritas 3144 espécies de cupins, considerando 2951 vivas e
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Terra, sendo que na regido
Neotropical foram descritas cerca de 600 espécies (CONSTANTINO, 2016). Atualmente
aceita-se que a infraordem Isoptera estd distribuida em nove familias: Archotermopsidae,
Hodotermitidae, Kalotermitidae, Mastotermitidae, Rhinotermitidae,  Serritermitidae,
Stolotermitidae, Stylotermitidae e Termitidae, sendo esta Gltima considerada a mais diversa e
derivada (KRISHNA et al., 2013). No Brasil, as familias ocorrentes sdo Kalotermitidae,

Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae.

Os Kalotermitidae sdo cupins considerados menos derivados, habitam madeira seca e
ndo constroem ninhos. Os representantes da familia Rhinotermitidae sdo em sua maioria
subterraneos e forrageiam abaixo e algumas vezes acima do solo para atingir o alimento que
consiste principalmente de madeira morta, intacta ou em deterioracdo, mas também podem
atacar plantas vivas isoladas ou em culturas sendo considerados neste caso pragas econdmicas
importantes (WALLER; LA FAGE, 1987). A familia Serritermitidae, endémica do Brasil,
contém apenas dois géneros e 3 espécies, uma delas é Serritermes serrifer, encontrada no
Cerrado e em ninhos habitados por outras espécies de cupins. Finalmente, a familia Termitidae
compreende cerca de 85% das espécies de cupins conhecidas do Brasil, sendo a mais diversa.
Dentre os Termitidae, muitos constroem ninhos grandes e complexos e alguns sdo comedores
de madeira, folhas, himus, solo, raizes de gramineas e também cultivadores de fungo (ndo
ocorrentes no Brasil) (CONSTANTINO, 1999).

A sociedade dos cupins é formada por individuos pertencentes a duas linhagens
distintas: a linhagem reprodutiva, da qual fazem parte as ninfas, os individuos alados, o rei e a

rainha; e a linhagem aptera, da qual fazem parte os individuos estéreis, como operarios e 0S
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soldados, além dos demais jovens da col6nia das duas linhagens (ROISIN, 2000). A reprodugéo
é primariamente dominada pelos individuos da linhagem reprodutiva (MATSUURA et al.,
2010). A casta de operarios é a mais numerosa e € responsavel pela construcdo e manutencao
do ninho, forrageamento e alimentacao das outras castas e pelo cuidado parental e com 0s ovos.
Jé os soldados constituem um instar terminal, derivado de larvas ou operarios, marcado por um
estagio intermediario, ndo pigmentado e ndo esclerotizado conhecido como pré-soldado
(GRASSE, 1982; CONSTANTINO, 1999; CHOUVENC; BASILLE; SU, 2014). A principal
funcdo dos soldados remete a defesa da col6nia contra predadores e competidores. Para isto,
algumas espécies sao providas de poderosas mandibulas, enquanto outras apresentam capsula
cefélica bastante achatada, conhecida como cubica e, quando posicionada na abertura do ninho
podem obstruir a entrada, protegendo contra os inimigos. Existem ainda espécies com soldados
especializados, 0s quais ejetam, por meio de um tubo, denominado nasus, o contetdo da
glandula frontal, o qual pode ser toxico para seus inimigos naturais (ROISIN, 2000; NOIROT;
DARLINGTON, 2000; COSTA-LEONARDO, 2002; COSTA-LEONARDO; HAIFIG, 2010;
SOBOTNIK et al., 2010). Entretanto, em algumas espécies de cupins a casta de soldado esta
ausente e a defesa da coldnia é exercida pelos proprios operarios (COSTA-LEONARDO, 2004;
SOBOTNIK et al., 2012).

Em algumas espécies, os individuos que realizam as funcGes dos operarios sao
conhecidos como “pseudergates”, pseudo-operarios ou ainda falsos operarios, pois
desempenham o papel de auxiliares (‘“helpers”) nas colonias. O que diferencia esses individuos
dos operarios verdadeiros € a capacidade dos mesmos em originarem qualquer outra casta, ou
seja, alados, reprodutores neoténicos ou soldados, mediante necessidade da colonia (GRASSE;
NOIROT, 1947; THORNE, 1996; ROISIN, 2000; ROISIN; KORB, 2011).

Os cupins sdo predominantemente detritivoros e se alimentam de material
lignoceluldsico. Muitos s@o capazes de se alimentar de madeira seca (morta), alguns de plantas
vivas, gramineas, plantas herbaceas, excremento de herbivoros, fungos, humus e solo
propriamente dito (COSTA-LEONARDO et al., 2007; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007).
De acordo com Constantino (2015), os cupins de Cerrado se enquadram em quatro grupos
alimentares: xiléfagos, humivoros, ceifadores (comedores de serapilheira) e intermediarios

(espécies que ndo se enquadram nos outros grupos).

A dispersdo das col6nias de cupins ocorre por meio do fenbmeno conhecido como
revoada, onde reprodutores alados liberados do ninho de origem séo atraidos para focos de luz.

Em seguida, esses insetos pousam, perdem suas asas e iniciam o comportamento de “tandem”
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ou danca nupcial, o qual se caracteriza pelo pareamento do macho com a fémea (COSTA-
LEONARDO, 2002). Estas colonias podem ser fundadas por um par monogamico de
reprodutores primarios (haplometrose) ou por varios pares (pleometrose) (THORNE, 1984;
DARLINGTON, 1985). Na maioria dos Isoptera, ap0s o estabelecimento da coldnia, o abdome
da rainha comeca a se desenvolver lentamente. Este processo, chamado de fisogastria é
caracterizado pelo aumento extraordinario dos ovérios e da quantidade de hemolinfa,
simultaneamente com a modificacdo de varios 6rgaos e tecidos como o intestino, o tegumento,
o0 aparelho respiratério e o tecido adiposo. As modificagcdes na cuticula ocorrem em duas fases:
na primeira, a cuticula imaginal, presente no alado, se desenruga e na segunda, mais lenta, €
produzida uma nova cuticula (COSTA-LEONARDO; IGNATTI, 1992)

Caso os reprodutores primarios (rei e rainha) morram, podem surgir reprodutores
secundarios, tambeém denominados reprodutores de substituicdo ou neoténicos, 0s quais podem
ser derivados de ninfas (ninféides) ou de operarios (ergatoides) (MYLES, 1999). As rainhas
neoténicas atingem a maturidade sexual antes de atingir a idade adulta, sem deixar a colénia
parental e também podem desenvolver fisogastria, porém sdo diferenciadas da rainha primaria
quanto a sua morfologia e menor taxa de producédo de ovos (COSTA-LEONARDO; IGNATTI,
1992; (COSTA-LEONARDO, 2002).

Os cupins predominam em ambientes terrestres Neotropicais, e ocorrem desde florestas
Umidas até savanas, sendo encontrados até mesmo em regifes desérticas (LEE; WOOD, 1971)
Os Isoptera apresentam ampla distribuicdo no Cerrado, principalmente os cupins de monticulo,
o0s quais alcangcam grande densidades (BUSCHINI, 2006). De uma maneira geral, os ninhos dos
Isoptera podem ser do tipo “uma pega” em que a coldnia vive dentro da fonte alimentar, e
“multiplas pegas” em que 0s insetos constroem ninhos distintos do alimento (ABE, 1987,
KORB, 2008)

Apesar dos cupins serem mais conhecidos pelo seu potencial como pragas devido aos
danos na agricultura, edificios e estruturas de madeira (SCHARF; TARTAR, 2008), estes
insetos desempenham um papel ecolégico fundamental nos ecossistemas terrestres, uma vez
que auxiliam na degradacdo de material celulosico de origem vegetal mantendo o balango de
carbono no meio ambiente (SCHARF; TARTAR, 2008). Adicionalmente, o recurso alimentar
e sua subsequente decomposic¢ao tém muitas implicacdes de longo alcance nas relacGes entre
0s cupins e o solo, tal qual por suas atividades alimentares quanto pela transformacdo do
alimento por meio do processo digestivo. Portanto, os cupins afetam o ciclo da matéria organica

e dos nutrientes. Além disso, a concentragdo de alimento e a perda de produtos a partir da
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digestdo influenciam a disposicdo de matéria orgénica e de nutrientes no ecossistema (LEE;
WOOD, 1971; WOOD; SANDS, 1978; NOIROT, 1982).

Os cupins sao considerados os “engenheiros do ecossistema”, pois além do papel trofico
sdo responsaveis pela modificacdo fisica do ambiente através da construcdo de ninhos e da
movimentacdo e alteracdo fisica e quimica do solo (LAVELLE et al., 1997). A ag8o destes
insetos pode modificar a porosidade e estrutura do solo melhorando a aeragdo, 0 que propicia
maior infiltracdo de agua e propagacao das raizes vegetais. Alem disso, as alteracGes de textura
e perfil do solo também modificam o teor de matéria organica (LEE; WOOD, 1971; WOOD;
SANDS, 1978; COSTA-LEONARDO, 2002).

Estudos moleculares mais recentes evidenciam que 0s cupins sdo baratas sociais
(Blattaria). A barata Cryptocercus, conhecida como barata-da-madeira, é considerada o grupo-
irméo dos térmitas. A linhagem dos Isoptera é monofilética e evoluiu a partir de um ancestral
comum, sendo que no final do periodo Jurassico, cerca de 150 milhdes de anos atras, surgiu o

grupo mais antigo de insetos verdadeiramente sociais (ENGEL et al., 2009).

A evolucdo social, como qualquer outra caracteristica altamente adaptativa, pode levar
dezenas de milhdes de anos para refinar-se. O modo de vida em grandes coldnias com extrema
divisdo de trabalho garantiu sucesso ecoldgico (ENGEL et al., 2009). O sucesso evolutivo dos
térmitas foi decorrente da combinacao de diversos fatores, entre eles, a disponibilidade de varias
fontes alimentares celuldsicas, a bem desenvolvida organizacdo social, baseada no
polimorfismo dos individuos, com castas especializadas e a existéncia de simbiose com
microrganismos no sistema digestorio, os quais auxiliaram o processo de digestdo do material
lignocelul6sico (NOIROT, 1982; COSTA-LEONARDO, 2002).

Segundo Roisin (1999) e Nalepa (2011), a evolugédo da eussocialidade nos térmitas foi
marcada por trés grandes transi¢fes a partir do antepassado subsocial: (1) a evolucdo do
comportamento auxiliar aloparental (assisténcia a prole por individuos distintos dos pais), (2) a
evolucdo da casta dos soldados, e (3) a evolucéo da casta operaria. A verdadeira eussocialidade
surgiu no estagio dois, quando apareceram os soldados, a primeira casta morfolégica estéril ou
quase estéril. Com excecao da perda secundaria de soldados na sub-familia Apicotermitinae,

todos os cupins satisfazem a condicao de eussocialidade.

De acordo com Nalepa (2011) a transi¢do para a organizacgao sub-social nos ancestral
dos cupins modernos foi consequéncia do comportamento de coprofagia, que é o habito de se

alimentar das fezes de outros individuos. Este comportamento pode ser visto como uma
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adaptacao precoce e basica de insetos decompositores. Em muitos dos modernos invertebrados
detritivoros que apresentam coprofagia, como os milipedes, a serapilheira mastigada serve
como um bom substrato para o crescimento microbiano. O material fecal consiste em muitos
fragmentos de tecido vegetal altamente colonizados por bactérias. O beneficio de ingerir
novamente as fezes é evidente, uma vez que as células microbianas podem ser lisadas e
assimiladas (BIGNELL, 1989).

Os Isoptera sdo agrupados convencionalmente em cupins inferiores e superiores, porém
essa classificacdo ndo é taxonémica e sim pela presenca de simbiontes. Cupins inferiores e
superiores apresentam diferencas na morfologia do trato digestivo, na natureza dos simbiontes
intestinais e na diversidade da dieta (BRUNE et al., 2014). A digestdo de celulose nos cupins
inferiores € auxiliada pelos protozoarios flagelados simbiontes, os quais sao transferidos para
outros individuos por meio de trofalaxia proctodeal (OHKUMA; BRUNE, 2011). J& o0s
representantes da familia Termitidae (cupins superiores) ndo apresentam protozoarios
simbiontes e a digestdo da celulose € assistida por meio de atividade bacteriana (BRUNE et al.,
2014).

Atualmente, a familia Termitidae é considerada a mais diversificada e derivada,
constituindo cerca de 70% da ordem Isoptera (BRUNE et al., 2014). Os termitideos tiveram sua
origem estimada no final do Eoceno (54 milhdes de anos) (BOURGUIGNON et al., 2017).
Uma das caracteristicas quase que exclusiva em todos as espécies da familia é a presenca de
operarios verdadeiros definido por Noirot e Pasteels (1987) em que um operario tem como

prerrogativa exclusiva a obrigacao das tarefas sociais.

Segundo Inward e colaboradores (2007) e Engel e colaboradores (2009) a perda de
simbiontes flagelados e o aparecimento de bactérias no auxilio da digestdo destes insetos
possibilitou a diversificacdo das formas de obtencdo de alimento como consumidores de
gramineas mortas, fezes, solo e até fungos. A familia Termitidae ainda compartilha uma
sinapomorfia de comportamento de forrageamento fora do ninho, o que provavelmente reforca
a hipotese anterior (ROCHA et al., 2012). Adicionalmente, o desenvolvimento das gramineas
C4 (plantas que produzem como primeiro produto da fotossintese, uma molécula com 4
carbonos, acido oxalacético) durante o Mioceno possivelmente colaborou para a variagdo de
especies, uma vez que este evento diversificou ambientes tipicos de savana nas latitudes mais
baixas da América do Sul (JACOBS et al., 2014; ENGEL et al., 2009) aumentando o recurso

disponivel para este novo tipo de consumidor.
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1.1. Forrageamento em cupins ceifadores

Nos cupins, o forrageamento é uma atividade coletiva, composta de a¢Ges individuais
organizadas, caracterizado pela busca do alimento por estes insetos. Este alimento é processado
e transferido pelos operéarios para o interior do ninho onde é consumido. A organizagéo
comportamental geralmente esta associada a uma divisdo de trabalho entre os individuos da
coldnia (CROSLAND et al., 1997). A érea de forrageamento é dindmica, mudando ao longo do
tempo, uma vez que o0s recursos se esgotam (COSTA-LEONARDO, 2008; ARAUJO et al.,
2011). O processo de forrageamento é bastante estudado nos cupins subterraneos, mas nos
cupins tropicais, que constroem ninhos epigeos (acima do solo), este conhecimento é falho. A
maioria das espécies se alimenta de material vegetal morto variando de “litter” (serapilheira) a

plantas herbaceas e até mesmo himus (WOOD; SANDS, 1978).

Cupins do tipo multiplas pecas, ou seja, 0 ninho é separado da fonte alimentar,
geralmente constroem tdneis para alcangar os recursos alimentares (ABE, 1987; KORB, 2008).
Adicionalmente, a diversificacdo da dieta durante a evolucdo dos cupins superiores
(Termitidae) foi acompanhada pela aquisicdo de estratégias mais complexas e eficientes no
forrageamento (BORDEREAU; PASTEELS, 2011).

Em ecossistemas semiaridos da Africa, o alimento mais consumido é a serapilheira, que
¢ o recurso alimentar utilizado pelos fungos cultivados pelos cupins da subfamilia
Macrotermitinae (BAGINE, 1989). Para forragear, estes cupins constroem largos tuneis sob o
solo que atingem a superficie por pequenos orificios. Eles também forrageiam na superficie a
noite ou cobrem com solo suas trilhas e itens alimentares, que os protegem dos predadores e da
dessecacdo (BAGINE, 1984).

Espécies de Odontotermes sdo bastante frequentes nos ecossistemas semiaridos da
Africa e de acordo com Bagine (1982) ocupam a maior densidade no norte do Quénia.
Trinervitermes também ocorre na area e é responsavel pelo consumo de litter de graminea
(BAGINE, 1989). De acordo com este mesmo autor, 0s cupins africanos consomem mais litter
de gramineas em areas secas do que em areas umidas, embora em tais condicfes, as fontes

alimentares sdo limitadas.

Li et al. (2015) discutem que os cupins da subfamilia Macrotermitinae apresentam
muitas vezes um polietismo complexo, com operarios maiores e menores desempenhando
fungdes diferentes na coldnia e que o conhecimento deste polietismo é importante para o

entendimento das atividades comportamentais, como € o caso do forrageamento. Contudo,



25

somente em Macrotermes subhyalinus e em Macrotermes bellicosus é conhecido que existe um
polietismo relacionado a idade e casta conectado ao processamento do alimento (LEUTHOLD
et al.,1989; HINZE et al., 2002). Os operarios mais velhos de Macrotermes consomem micélio
de fungo maduro, enquanto operarios jovens ingerem o material vegetal coletado pelos
operarios mais velhos e os nédulos de fungo. Estes individuos jovens colocam suas fezes como
um substrato sobre o favo de fungo. Nas col6nias de Macrotermes, a maioria dos forrageiros
sd0 operarios maiores enquanto 0s operarios menores predominam no interior do ninho, na
camara real. Nas col6nias de Odontotermes formosanus, existe um unico operario, contudo Li
et al. (2015) observaram em experimentos laboratoriais, a ocorréncia de um polietismo etéario
nas atividades de forrageamento deste cupim, assim como na construgdo do favo e producéo
final de fezes. Os autores também encontraram que 0s operarios mais velhos de O. formosanus
sdo predominantes e comentam que isto ocorre provavelmente, devido ao fato destes individuos
possuirem fortes mandibulas que facilitam o corte do alimento em pequenos pedagos que
podem ser carregados para 0 ninho. A idade dos operarios, jovens os velhos, foi diferenciada

pela cor da cuticula, conforme ocorre em Macrotermes bellicosus (HINZE et al., 2002).

O género Trinervitermes (Termitidae: Nasutitermitinae) ocorre nas savanas da Africa e
Indomalaya e € a Unica espécie da regido que é capaz de cortar gramineas, considerada uma
ameaca potencial para pastagens. A graminea cortada € armazenada no ninho. O forrageamento
neste cupim é sazonal, ocorrendo durante a estacdo seca e cessando durante 0s meses mais
umidos e mais frios. Sands (1965) considerou o armazenamento de alimento como uma

adaptacédo ao forrageamento sazonal.

1.2 Biologia e preferéncia alimentar de Cornitermes cumulans

Cornitermes cumulans (Termitidae: Syntermitinae) é uma espeécie de cerrado da regido
Neotropical encontrada em areas de vegetagdo aberta (CONSTANTINO, 2005). Cornitermes
cumulans comega seu ninho subterraneo, o qual posteriormente emerge na superficie do solo,
sendo que, mais tarde estes ninhos epigeos se tornam conspicuos e atingem densidades de até
160 ninhos/ha (GRASSE, 1958; FORTI; ANDRADE, 1995). Segundo Redford (1984), este
cupim tem grande importancia ecoldgica e pode ser considerado uma espécie-chave, uma vez
gue seus ninhos podem ser habitados por diversos inquilinos, entre eles: formigas, aranhas e
outras espécies de cupins ocupando galerias diferentes, geralmente menores do que as da

espeécie hospedeira.
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Os ninhos de C. cumulans também sdo conhecidos popularmente como “murundus” e
dominam as pastagens das regides sudeste e centro-oeste do Brasil (COSTA-LEONARDO,
2005). No entanto, do ponto de vista dos pecuaristas, esta espécie pode considerada ser praga,
uma vez que seus ninhos podem dificultar o manejo do solo e a renovacédo do pasto, além de
abrigarem animais pegonhentos vistos como ameaga a humanos e animais. Contudo, alguns
pesquisadores consideram C. cumulans apenas como praga estética (FERNANDES et al.,
1998). Adicionalmente, Milano e Fontes (2002) relatam a ocorréncia de C. cumulans atacando
madeira de piso umida e degradada por fungos, presentes em edificacdes. Costa-Leonardo
(2005) comenta que cupins de ninhos, localizados nas clareiras de mata, preferem como
alimento madeiras que estejam em contato com o solo e que tenham sido previamente

decompostas por fungos.

Cornitermes cumulans (Termitidae: Syntermitinae) é um cupim ceifador
(CONSTANTINO, 2015) que tem preferéncia por material vegetal seco, basicamente raizes e
folhas mortas de gramineas (FERNANDES; ALVES, 1992; COSTA-LEONARDO, 2005). De
Negret; Redford (1982) afirmam que a alimentacdo desta espécie é capim e que esta graminea
é cortada em pequenos pedacos, que 0s cupins levam para o ninho.

Torales (1984) constatou em testes de laboratério que C. cumulans reduz o material
vegetal em fragmentos menores antes de leva-los para o ninho. Posteriormente, o alimento
transportado é armazenado nas paredes das cAmaras como forma de estocagem. Aparentemente,
ele é mastigado e moldado em uma bola compacta, antes de ser estocado, ja que este alimento
fica reduzido a fragmentos mesclados com solo e esta lacrado por um material fecal escuro
(TORALES, 1984; COSTA-LEONARDO, 2005). Fernandes e colaboradores. (1998) e
Fernandes e Alves (1992) observaram que C. cumulans tem preferéncia por toletes de cana-de-
acucar, sementes de Brachiaria sp, sementes de milho e folhas secas de grama. Fernandes et al.
(1998) verificaram em testes laboratoriais que C. cumulans carregou bagacilho seco de cana-
de-agUcar apos 28 horas, mostrando uma grande preferéncia por este alimento. Assim como C.
cumulans, outros cupins coletam seus recursos alimentares na serapilheira e sdo conhecidos

como “harvest termites” ou cupins ceifadores.
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1.3 Armazenamento do alimento

Algumas espécies de Termitidae, conhecidas como espécies “ceifadoras” ou cupins
“ceifadores”, possuem o0 habito de cortar gramineas, folhas, galhos, raizes e sementes
depositadas na superficie do solo, as quais sao transferidas e estocadas no interior do ninho.
Alguns géneros da familia Termitidae, como Cornitermes, Drepanotermes, Nasutitermes,
Syntermes, Tumilitermes, Trinervitermes e Velocitermes acumulam o material coletado no
interior dos seus ninhos, algumas vezes em gquantidades extremamente grandes garantindo uma
protecao contra insolacdo, como forma de manutencao da temperatura do ninho (LEE; WOOD,
1971). Em algumas espécies, a estocagem do alimento acontece somente nas esta¢cdes do ano
em que o forrageamento é afetado por condic¢des climaticas adversas, como no caso do cupim
magnético Amitermes meridionalis, uma vez que o forrageamento se torna dificil durante a
época chuvosa (SCHMIDT et al., 2014). Outros estudos sugerem que a estocagem do alimento
no ninho favorece a degradacgéo da lignocelulose e o enriquecimento com nitrogénio, pela perda
progressiva de carbono durante o processo de oxidacdao do alimento causado por bactérias e
fungos existentes na parede dos ninhos (LEE; WOOD, 1971; HOLT, 1998; BIGNELL, 2006).
Segundo Lee e Wood (1971), a estocagem de alimento facilita a proliferacdo de bactérias e
fungos. Adicionalmente, alguns estudos sugerem que as estruturas de estocagem de alimento
nos ninhos melhoram a desintoxicacdo e a palatabilidade da serapilheira para os cupins, além
de funcionarem como camaras de decomposicao, fornecendo um alimento altamente nutritivo
(BIGNELL, 2006; HOLT, 1998). Contudo, a funcdo real do alimento estocado no ninho ainda

nao foi totalmente desvendada.

1.4. Desenvolvimento das ferramentas moleculares

Atualmente, analises moleculares tém revelado novas informacdes sobre 0s mecanismos
de digestdo da lignocelulose em cupins. No entanto, esses estudos tém ignorado o0s
microrganismos associados ao alimento estocado no interior dos ninhos e o papel destes agentes

na biologia dos cupins.

De maneira geral, a comunidade microbiana associada aos cupins em sua maioria é
composta por microrganismos nao — cultivaveis. Até 1985 pouco se conhecia sobre a
diversidade de comunidades microbianas provenientes de amostras ambientais, como o solo e
0 proprio cupim, em funcdo da auséncia de tecnologias que possibilitassem a analise deste tipo

de amostra, composta de microrganismos ndo-cultivaveis (HANDELSMAN et al., 1998). Ao
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final da década de 80, ocorreram mudangas neste paradigma a partir de um avango experimental
obtido por Woese (1987), o qual demonstrou que genes do RNA ribossomal (rRNA) poderiam
ser utilizados como instrumento de medida de divergéncia evolutiva. A analise direta das
sequéncias dos genes rRNA 5S e 16S foi usada para descricdo da diversidade de microbiota em
uma amostra ambiental, independente de isolamento ou cultivo. A partir destes avancos, Woese
(1987) permitiu discernir 12 filos do dominio Bacteria por intermédio de metodologias
baseadas em cultivo de procariotos. Atualmente, estes filos descritos pelo autor séo
denominados Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chlorflexi, Chlorobi, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Planctomycetes, Spirochaetes e Thermotagae. Mais
recentemente, outros autores descobriram e caracterizaram mais 14 novos filos, tais como
Acidobacteria, Aquificae, Fusobacteria, Nitrospira, entre outros (RAPPE; GIOVANNONI,
2003).

Com base no sequenciamento do gene rRNA 16S de amostras ambientais descobriu-se
26 novos filos até entdo sem representantes cultivados (HUGENHOLTZ et al., 1998;
HANDELSMAN, 2004). Este gene ganhou destaque nas pesquisas na area de diversidade de
comunidades microbianas, evolugdo e ecologia de procariotos, principalmente por conter
regides com alto potencial de informac&o filogenética em sua sequéncia altamente conservada
de pares de base (MADIGAN et al., 2012; PONTES et al., 2007). A regido espacadora entre as
unidades do gene ribossomal 16S e 23S, conhecida como ITS, também foi utilizada para estimar
a variedade entre tdxons devido sua maior diversidade de sequéncia e conservacgdo, utilizado
principalmente como DNA “barcode” para identificagdo de taxons de fungos (SCHOCH et al.,
2012).

1.5. Enzimas em cupins e aplicacGes biotecnologicas

A existéncia de microrganismos simbiontes no trato digestivo dos cupins € essencial
para a degradacdo do material vegetal das fontes de alimento (BREZNAK, 2002; BREZNAK;
BRUNE, 1994). No entanto, estes insetos produzem enzimas nas glandulas salivares e no
intestino medio capazes de degradar celulose, como a endo- -1,4-glucanase e a B-glicosidase
(TOKUDA et al., 2002). Desta forma, os térmitas aumentam a eficiéncia da degradacéo e
absorcdo da celulose no sistema digestivo em 90% e 65%, no caso das hemiceluloses
(KATSUMATA et al.,, 2007), podendo assim considera-los um dos mais importantes

biorreatores no planeta. Além das enzimas endogenas, as secrecdes das glandulas salivares do
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torax podem atuar como fagoestimulante dos operérios durante o comportamento de

forrageamento.

A lignocelulose € um polimero composto por celulose, hemicelulose e lignina (LANGE,
2007), e a sua degradacao envolve um processo enzimatico complexo que se inicia na trituracéo
do alimento pelas mandibulas dos cupins, passando pela acdo das enzimas enddgenas
(produzidas pelo proprio cupim) e pelas enzimas produzidas pelos simbiontes (BRUNE, 1998;
BREZNAK, 2002). Por outro lado, a lignina pode sofrer modificagdes estruturais no trato
digestivo de algumas espécies de cupins, provavelmente pela acdo de peroxidases que devem
facilitar a sua degradagdo (GEIB et al., 2008; COY et al.,, 2010; SCHARF et al., 2011;
HONGOH, 2011; ZHANG et al., 2012).

A lignocelulose é a maior fonte de energia sustentavel do planeta. Uma vantagem de
utilizar esse polimero como fonte de energia esta na reducdo dos impactos ambientais causados
pelos combustiveis fosseis e na geracdo de beneficios socioeconémicos (IPCC, 2012). A
producdo de combustiveis de segunda geracdo vem sendo realizada em alguns paises através
da utilizacdo de diversos residuos lignocelulésicos, tais como bagaco e palha de cana de agucar,
residuos de espiga e palha de milho e cascalho de madeira. Considerando que esses residuos
contétm uma grande quantidade de celulose que pode ser convertida em etanol, o
aproveitamento desse material pode incrementar a producdo de biocombustivel e a reducdo de
areas destinadas ao plantio, contribuindo para a reducdo do efeito estufa (TENGERDY;
SZAKACS, 2003). Neste contexto, o Brasil tem realizado grandes progressos substituindo
combustiveis fosseis pelo etanol produzido a partir do bagaco e outros residuos da cana-de-
acucar, gerando até 82 milhdes de litros de etanol e até 135,000 MWh de eletricidade ao ano na
primeira planta instalada na América do Sul
(http://www.granbio.com.br/en/conteudos/biofuels/). A conversdo da lignocelulose em
biocombustiveis de segunda geracdo é realizada por meio de uma degradacdo de residuos
agroindustriais, como o bagaco de cana-de-acucar, palha de arroz, residuos de papel, etc. Estas
biomassas lignoceluldsicas sofrem hidrolise por complexos enzimaticos comerciais de ultima
geracdo. Isto gera enorme impacto positivo no custo de producgéo do etanol de segunda geracéo.
Atualmente ha um grande interesse no desenvolvimento de processos enzimaticos mais
eficientes para a degradacdo da lignocelulose (HYEON et al., 2014). Neste contexto, a
capacidade de digestdo da lignocelulose pelos cupins e seus microrganismos simbiontes tém
grande importancia para o desenvolvimento de novas fontes de enzimas envolvidas no

processamento da lignocelulose, as quais podem aprimorar a eficiéncia da conversdo da



30

biomassa vegetal em energia (WARNECKE et al.,, 2007; SCHARF, 2014). Embora a
diversidade e a atividade enzimética da microbiota intestinal tém sido determinadas em alguns
cupins (SCHAREF, 2014), estes estudos estao restritos a poucas espécies aldctones (espécies ndo
pertencentes a nossa regido), que nao representam a variacao da diversidade de dieta dos cupins

superiores (familia Termitidae) nos ecossistemas tropicais.
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RESUMO

Cornitermes cumulans é um cupim neotropical conhecido pela constru¢cdo de ninhos em
monticulos. Apesar de ser considerado uma espécie-chave do Cerrado, aspectos basicos da
biologia deste cupim ndo estdo esclarecidos, principalmente em relacdo a sua alimentacdo e
forrageamento. Em vista do exposto, a presente pesquisa investigou aspectos da coleta do
alimento e dindmica do forrageamento de C. cumulans sob condicdes laboratoriais por meio de
bioensaios. Adicionalmente buscou-se comparar morfologicamente e morfometricamente uma
populacdo de operarios coletada no interior do ninho com uma populagéo forrageira, levando-
se em conta principalmente o desgaste das mandibulas. A analise da dinamica do forrageamento
mostrou que a casta operaria é responsavel pela descoberta do alimento e recrutamento dos
companheiros do ninho. Nas condicdes laboratoriais testadas, um operario pioneiro de C.
cumulans levou 30,72 £ 16,75 min para descobrir a fonte alimentar e iniciar o recrutamento.
Iniciado o recrutamento, cerca de 10 minutos depois foi considerado recrutamento massivo pelo
aumento significativo no recrutamento de companheiros de ninho, e apés cerca de 25 minutos,
0 recrutamento se tornou estavel. Este processo de forrageamento em fases também ocorre em
espécies do género Nasutitermes e até mesmo espécies de cupins subterrdneos como
Coptotermes gestroi. Além disso, o presente estudo comprovou por meio de bioensaios a teoria
de que C. cumulans armazena alimento no ninho e que amostras de operarios forrageiros
diferem daquelas coletadas no interior do ninho, principalmente pelo desgaste das mandibulas.

Palavras-Chave: cupins superiores, armazenamento de alimento, cupins forrageiros,
morfometria, comportamento
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INTRODUCAO

Cornitermes cumulans é um cupim Neotropical que constroi ninhos epigeos, ricos em
argila, dos quais partem uma rede de galerias subterraneas que se estendem ao redor do mesmo
(GRASSE, 1958). Estes ninhos atingem grandes densidades principalmente em areas de
pastagens da regido sudeste do Brasil, mas esta espécie esté distribuida com maior concentracdo
na regido Sudeste e alcancando estados da regido Centro-oeste até estados da regido Sul do pais,
com ocorréncia em toda a regido de Cerrado (CANCELLO, 1989; SCHMIDT, 2007).

Quanto ao grupo alimentar, C. cumulans € considerado ceifador, pois seus operarios
forrageiros coletam gramineas e serapilheira e levam para o ninho (TORALES, 1984,
CONSTANTINO, 2015). Os operarios de C. cumulans sdo monomérficos (ROISIN, 1992), e
apesar de servirem como modelo para varios estudos laboratoriais (MARINS; DESOUZA,
2008; MIRAMONTES; DESOUZA, 2008; LORETO et al., 2009) existe muito pouca

informacdo sobre a sua biologia béasica, principalmente em relacéo a alimentacéo e digestao.

Vérios fatores ambientais (bidticos e abidticos), influenciam o forrageamento e a
atividade dos cupins, entre eles, temperatura, umidade, caracteristicas do solo e competicéo,
disponibilidade de alimento, presenca de predadores, territorialidade, etc. Contudo, a fisiologia
alimentar dos cupins que estocam alimento no ninho foi pouco investigada, principalmente

devido ao habito critico dos cupins e a dificuldade da manutencao destes térmitas e laboratorio.

Visando preencher esta falha, o presente estudo teve como objetivo compreender o
inicio do processo de coleta e armazenamento do alimento por C. cumulans em condicgdes
laboratoriais. Adicionalmente, foram caracterizados os cupins forrageiros em uma area natural,

utilizando-se de técnicas morfométricas.

Como hipédtese, assumimos que os forrageiros sdo mais velhos (ROISIN, 1992) e
possuem a mandibula mais gasta que os cupins coletados diretamente do interior do ninho.
Neste contexto, a populacdo foi caracterizada por meio de estudo morfométrico de estruturas

especificas do corpo do operario e avaliacdo de desgaste das mandibulas.
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MATERIAL E METODOS

Cupins: Para este estudo foi utilizada a espécie Cornitermes cumulans (Kollar) (Termitidae:
Syntermitinae) que foi coletada no campus da UNESP — Rio Claro — SP.

Manutencdo de colbnias de C. cumulans em laboratoério: Ninhos de C. cumulans foram
mantidos no laboratorio para o desenvolvimento das anélises descritas a seguir. Os ninhos
foram mantidos em recipientes plasticos em temperatura ambiente com fornecimento de agua,
solo e também bagaco de cana-de-agUcar como fonte de alimento (metodologia adaptada de
Leuthold et al. (2004) e utilizada no laboratério de cupins da UNESP — Rio Claro (COSTA-
LEONARDO, né&o publicado).

I. Caracterizacdo da populacdo forrageira: Para este estudo, foram comparados
morfometricamente operarios forrageiros e operarios do interior do ninho de C. cumulans. Os
operarios forrageiros foram coletados em uma area natural, onde armadilhas confeccionadas
com latas ou potes plasticos (volume ~ 2L), previamente perfuradas na parte inferior, foram
preenchidas com bagaco de cana-de-acUcar esterilizado em estufa por 48h (Figura 1A) e
enterradas no solo (30 cm de profundidade), préximas a um ninho de C. cumulans (Figura 1B).
Neste experimento, foram avaliadas 3 colonias maduras e, para cada colonia, foram amostrados
30 operérios forrageiros e 30 operarios coletados no interior do ninho, mais precisamente no
nucleo celuldsico. Ao redor de cada ninho foram instaladas quatro armadilhas na disposicao
em cruz e distanciadas cerca de 1m do ninho. As armadilhas foram avaliadas apds 15 dias no
campo e, estando infestadas por cupins, foram recolhidas. Em caso de auséncia de infestagéo,
as armadilhas foram mantidas em campo por um periodo adicional de 15 dias, e entdo coletadas.
Os cupins foram contados e separados por castas e tipos de operarios com diferentes origens de
coleta (forrageiro ou do interior da colbnia) e, posteriormente, fixados em FAA (alcool

absoluto, acido acético glacial, formaldeido 40%, na proporgéo 3:1:1).
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Figura 1. A. Armadilha com bagaco de cana-de-aglcar infestada por Cornitermes cumulans. B. Disposicdo da
armadilha préximo a um ninho de Cornitermes cumulans.

Para a analise morfométrica, foram realizadas medidas em micrometro (um) da largura
da cépsula cefélica (medida dorsal da distdncia maxima entre as margens laterais da capsula
cefélica — figura 2A) e o comprimento da tibia posterior direita (distancia méaxima entre as
margens proximal e distal da tibia posterior direita — figura 2B) de 60 individuos de todas as
colénias amostradas (30 forrageiros, 30 do interior do ninho) com auxilio do
estereomicroscopio Zeiss Discovery.VV8 conectado a uma camera Axiocam. As imagens
captadas foram analisadas pelo programa Zen 2.0. A anélise dos dados foi desenvolvida no
software R (R Core Team 2015). Os dados obtidos foram dispostos em graficos de dispersédo
relacionando a medida da capsula cefalica e da tibia posterior. Para analisar a significancia dos
dados (P < 0,05) foi realizada uma anélise de variancia (ANOVA) composta de 2 fatores,
considerando coldnia e grupo de operarios para avaliar as mudangas dos parametros
morfoldgicos, separando diferentes tipos de operarios, se houver. Adicionalmente, a fim de
representar a frequéncia dos tipos morfoldgicos, foram construidos histogramas para cada
medida, por colbnia avaliada.

/
¢

(A JIA 3 (B) b b

Figura 2: Representacao dos caracteres biométricos. A. capsula cefalica (a - a’ = largura incluindo os olhos, quando
presentes); B.Tibia posterior direita (b - b’ = comprimento). Fonte: Pedro (2012)
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Para a avaliagdo do desgaste das mandibulas, os individuos amostrados tiveram suas
mandibulas removidas, as quais foram montadas em laminas histoldgicas e observadas sob
estereomicroscopio. As bordas de corte das mandibulas foram medidas do topo do dente apical
até a margem anterior da placa molar (medida a). Adicionalmente, foram mensuradas a
distancia linear da margem posterior do condilo dorsal até o encaixe entre o dente apical e 0
primeiro dente marginal (medida b) e a distancia linear da margem posterior do condilo dorsal
até o topo do dente apical (medida c) (Figura 3).

Os valores obtidos de todas as colbnias foram submetidos a uma Analise de
Coordenadas Principais (PCA) para separacao dos grupos de operarios forrageiros e operarios
coletados no interior do ninho, juntamente a uma andlise de varidncia ANOVA composta de 2
fatores, considerando col6nia e grupo de operarios para avaliar significancia dos dados (P <
0,05). Adicionalmente, a fim de visualizar a separa¢do dos grupos com mais clareza, foi

realizada uma PCA individual para cada col6nia.

Figura 3: Representacdo das medidas (a), (b) e (c) nas mandibulas: esquerda (e) e direita (d) em
operarios de Cornitermes cumulans.

Estudo do forrageamento e armazenamento do alimento no ninho:
I1. Bioensaios de descoberta da fonte alimentar

O ninho inteiro de Cornitermes cumulans foi coletado e instalado em uma caixa plastica
de 50 L sobre uma camada de 10 cm de areia esterilizada umedecida. A caixa plastica contendo
o ninho (Figura 4A) foi conectada por meio de um tubo de 15 cm de silicone (10 mm de
diametro) a uma arena de forrageamento, constituida por uma placa feita de vidro (11 x 11 cm)

(Figura 4B), colocada dentro de uma caixa plastica (27 x 18 cm) (Figura 4C).
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Figura 4. Esquema da arena experimental utilizada nos bioensaios de descoberta do alimento. A. Ninho inteiro. B.
Arena de vidro. C. Caixa pléstica de apoio. D. Camera Sony de Monitoramento 24h.

Para observar o inicio do forrageamento em laboratério, foi oferecida uma fonte
alimentar celulésica (bagaco de cana-de-agUcar esterilizado 48h em estufa) na arena de
forrageamento. O inicio do forrageamento foi observado, levando-se em consideracdo a casta
que descobre o alimento e o recrutamento dos demais companheiros do ninho. Adicionalmente
foi registrado o tempo transcorrido até a ocorréncia do recrutamento inicial (visita do operario
pioneiro no alimento). As observacdes foram registradas durante 3 horas com uma camera Sony
de “Monitoramento 24h” (Figura 4D) acoplada a um sistema de DVR para gravagdo das
imagens. Para descrever o inicio do forrageamento em C. cumulans, a partir do recrutamento
inicial, os insetos que atravessaram a arena alcancando o alimento foram contabilizados de 3
em 3 minutos totalizando 16 intervalos (48 minutos de analise total para cada réplica). Neste
experimento foram realizadas 18 repeticdes. A andlise dos dados foi desenvolvida no software
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007) por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (P <
0,05) a fim de identificar os intervalos de maior atividade, onde se inicia o0 recrutamento

massivo de cupins e quando tal recrutamento se estabiliza.

I11. Bioensaios de coleta e armazenamento do alimento
Para este estudo, foram realizadas 10 repeti¢cdes utilizando subcoldnias, no entanto, em

3 repeti¢Oes os cupins morreram, impossibilitando o registro dos dados. Na montagem das
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coldnias, 100 operérios forrageiros e 5 soldados de C. cumulans foram dispostos em recipientes
plasticos de 145 mL contendo solo esterilizado e umedecido e um pedago do ninho de origem
dos cupins (referente ao nucleo celuldsico) (camara A — “ninho”), o qual foi conectado a um
outro recipiente (camara B “passagem”), que por sua vez foi conectado ao um terceiro
recipiente de mesmo tamanho contendo alimento (cdmara C “alimento”). As conexdes foram
realizadas por meio de tubos plasticos transparentes de 6 cm de comprimento (Figura 5). O
alimento fornecido foi pedacos de bagaco de cana-de-agucar esterilizados em estufa por 48h e
corados com solucdo aquosa de azul de metileno 0,5% (método adaptado de Badertscher et al.,
(1983)). A camara B “passagem” foi filmada durante 1 hora para o0 monitoramento do fluxo dos
cupins entre as camaras. Dentre os operarios que retornaram a cdmara ninho, foi avaliada a
porcentagem de individuos que carregam o alimento. No total, foram realizadas 10 repeticdes.
No final de cada experimento foi observado e documentado se o alimento corado foi estocado

nas paredes do ninho disposto previamente na camara A.

Camara B “Passagem”

Camara A “Ninho” Camara C “Alimento”

) (

Matriz de Areia

Alimento corado

Figura 5: Esquema da arena experimental utilizada nos bioensaios.
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RESULTADOS

I. Caracterizagdo da populacéo forrageira

A analise dos dados mostrou que as mandibulas de operarios forrageiros apresentaram
maior desgaste quando comparadas aquelas de operérios coletados no interior do ninho
(ANOVA: F=56,67; gl =1, 176; p <0,001). As componentes principais 1 e 2 sdo responsaveis
por 87,18% da separacdo entre os grupos na analise de componentes principais, utilizando os
dados de todas as colbnias (Fig. 6A). Todas as medidas de ambas mandibulas contribuiram
negativamente com a componente principal 1. No entanto, as medidas “a” e “b” da mandibula
direita e a medida “b” da mandibula esquerda contribuiram positivamente a componente
principal 2. Contudo, a medida “c” da mandibula direita e as medidas “a” e “c” da mandibula

esquerda contribuiram negativamente a componente principal 2.

Em vista do exposto, foi montada uma prancha para demonstrar os diferentes tipos de
desgaste da mandibula adaptada de trabalho prévio de Dukes e Robinson (2014) em formigas
Camponotus, onde sdo visiveis exemplos de mandibulas que ndo apresentam sinais de desgaste;
mandibulas que apresentam pouco desgaste ao longo dos dentes; mandibulas com desgaste
moderado, podendo apresentar porcfes sem distingdo dos dentes e mandibulas com desgaste

mais elevado, com pouca ou nenhuma evidéncia de dentes (Figura 7).
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Figura 6. Desgaste mandibular de operarios de Cornitermes cumulans baseados nas medidas realizadas. A. Anlise
contendo dados de todas as coldnias. B. Colénia A. C. Coldnia B. D. Coldnia C. Triangulos sélidos: coldnia A;
Circulos sélidos: col6nia B; Quadrados sélidos: col6nia C. Simbolos cor-de-rosa representam operarios coletados
do interior do ninho; simbolos pretos representam operarios forrageiros coletados em armadilhas.
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Figura 7: Desgaste mandibular dos operarios de Cornitermes cumulans. A. Mandibulas ndo apresentam sinais de
desgaste. B. Mandibulas apresentam pouco desgaste ao longo dos dentes. C. Mandibulas com desgaste moderado,
podendo apresentar porgdes sem distingao dos dentes. D. Mandibula com desgaste mais elevado, com pouca ou

nenhuma evidéncia de dentes.



40

A andlise dos dados por meio de uma analise de varidncia (ANOVA) mostrou que a
capsula cefélica e tibia de operarios coletados do interior do ninho sdo maiores quando
comparadas a de operarios forrageiros (tabela 1) (ANOVA cépsula cefélica: F = 4,907; gl = 1,
176; p <0,03; ANOVA tibia: F =16,98; gl =1,176; p< 0,01). Além da diferenca quanto a tipos
de operérios, os mesmos dados diferiram a nivel de colonia (ANOVA cabeca: F = 24,419; gl =
2,176; p <0,001; ANOVA tibia: F =57,59; gl = 2,176; p < 0,001).

Tabela 1. Média (+DP) da largura da capsula cefalica e comprimento da tibia posterior direita em operarios de
Cornitermes cumulans coletados do interior do ninho e forrageiros coletados de armadilhas de trés col6nias
distintas. Letras diferentes representam diferenga estatistica significativa.

Colonia Medida INTERIOR NINHO (mm) FORRAGEIROS (mm)

Col A cab 1529a + 0,04 1511b + 0,07
tib 1,303 ¢ +0,03 1,289 d + 0,04
Col B cab 1573 a + 0,07 1,533 b + 0,04
tib 1,39¢ + 0,06 1,312d + 0,06
cab 1,593 a +0,03 1,593 b + 0,04
Col C

tib 1,407 c +0,03 1,398 d + 0,06
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I1. Bioensaios de descoberta da fonte alimentar

Neste experimento, foi constatado que em 100% das réplicas, a casta operaria foi
responsavel por descobrir o alimento e recrutar os demais companheiros do ninho. O tempo
médio para descoberta do alimento pelo operario pioneiro foi de 30,72 £ 16,75 min contados a
partir do inicio do bioensaio (liberagdo do tubo que conecta o ninho a arena). Em relagdo a
andlise da atividade de forrageamento em Cornitermes cumulans (Figura 8), os intervalos 1 e 2
apresentaram a menor atividade durante toda a analise (P < 0,05) quando comparado ao restante
(H=75.6347; gl = 15). Os intervalos compreendidos entre 0 3 e 0 16 ndo apresentaram diferenca

significativa, portanto indica uma estabilidade no recrutamento dos companheiros do ninho.

80— Atividade de forrageamento em Cornitermes cumulans

60

i "

1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

n° de individuos

Intervalos
Figura 8. Avaliagdo da atividade de forrageamento por intervalos em Cornitermes cumulans. Letras diferentes
representam diferenca estatistica significativa.
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I11. Bioensaios de coleta e armazenamento do alimento:

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que nos experimentos de coleta de
alimento, o nimero (média + DP) de individuos, que retornaram da camara de “alimentagido”
para a camara “ninho” foi de 62,29 + 18,76, dos quais somente 13,20 £+ 14,19 % carregavam 0
alimento nas mandibulas (Figura 9). Ao final de cada experimento foi documentada a camara
ninho para observacao de pedacos de alimento corado em azul de metileno armazenado nas
paredes do ninho (Figura 10).

Figura 9: Operarios de Cornitermes cumulans carregando pedacos do alimento corado nas mandibulas sentido
camara ninho. Setas vermelhas indicam alimento sendo carregado nas mandibulas.
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Figura 10: A-D. Armazenamento do alimento na cdmara ninho. Setas vermelhas indicam pedagos do alimento
corado trazido pelos operarios e armazenados nas paredes da cdmara ninho. E. Detalhe de operarios manipulando
um pedaco de alimento armazenado na parede do ninho. F. Camara de alimentagao.
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DISCUSSAO

A estrutura das mandibulas esta geralmente associada ao habito alimentar dos insetos
(CHAPMAN, 1995). Em geral, espécies predatorias possuem mandibulas longas com dentes
incisivos conspicuos e dentes molares para despedacar as presas. Espécies fitofagas possuem
mandibulas curtas apresentando dentes molares e incisivos reduzidos, utilizados para goivar a
superficie das folhas e separar a fibra das plantas (CHAPMAN, 1995). Os cupins possuem
habitos alimentares diversos, podendo consumir serapilheira, madeira seca, plantas vivas,
hamus, solo e até fungos (LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). Contudo, ainda ndo é muito
clara a relacdo entre a morfologia da mandibula e os hébitos alimentares para alguns
pesquisadores. A mandibula dos soldados dos cupins esta adaptada a defesa e, portanto muitas
vezes tem amplitude de mordida ampliada (DELIGNE et al., 1981). Alguns autores concordam
gue a morfologia da mandibula € extremamente adaptada ao habito alimentar, baseado no fato
de que os cupins que se alimentam de solo apresentam a placa molar cbncava com auséncia de
dentes, enquanto que outras espécies com habitos alimentares variados possuem regido molar
concava a plana com cristas bem desenvolvidas (FONTES, 1987). inferiu que as diferencas
morfoldgicas das mandibulas entre os diferentes géneros de cupim resultaram de um processo
evolucionério, sem valor adaptativo direto. Estas pesquisas foram baseadas na hipétese de que
cupins que se alimentam da mesma fonte alimentar podem apresentar mandibulas diferentes,
enquanto que cupins que se alimentam de fontes diversas podem ter mandibulas semelhantes.
AHMAD, 1950; DONOVAN et al., 2000). Em cupins, o estudo das mandibulas esta geralmente
associado a estudos taxonémicos morfolégicos, filogenéticos ou estudos sobre polimorfismo e
diferenciacdo de castas (HARE, 1937; AHMAD, 1950; SANDS, 1957; FONTES, 1987,
MIURA, 2003; SUCHIYA et al., 2008).

Nos insetos sociais, a divisdo de trabalho potencializa a eficiéncia na realizacdo de
diversas atividades e beneficia a integragdo da colonia (OSTER; WILSON, 1978). A
compreensdo desta questdo do comportamento na sociedade de insetos é fundamental para
entender a evolucdo da sociabilidade (TRANIELLO; ROSENGAUS, 1997). Os resultados do
presente estudo evidenciaram a varia¢do na morfologia da mandibula e morfometria de algumas
estruturas do corpo em operarios de Cornitermes cumulans com funcées distintas dentro da
colbnia. Os operarios de cupins pertencem a casta responsavel por diversas func¢des dentro do
ninho, tais como, forrageamento, cuidado com a cria, manutencédo e constru¢do do ninho e
alimentacdo das castas dependentes como os reprodutores, imaturos e soldados (NOIROT,

1982). Os operérios forrageiros, responsaveis pela coleta e processamento do alimento para
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coldnia apresentaram suas mandibulas mais desgastadas quando comparados aos coletados do
interior do ninho. Estes resultados reforcam uma divisdo de trabalho em que operérios
concentrados dentro da colonia se dedicam a tarefas menos desgastantes em relagdo a
mandibula, tais como alimentacdo das castas dependentes, como soldados e larvas, cuidado
com a cria e atendimento a rainha. Desta forma, a atividade de forrageamento esté totalmente
interligada ao desgaste mandibular em C.cumulans, considerando ainda, que este € considerado
um cupim ceifador, ou seja, que se alimenta cortando folhas e raizes de gramineas
(CONSTANTINO, 2015).

Pricer (1908) relatou que as tarefas iniciais das principais operarias de Camponotus
oennsylvanicus e Camponotus chromaoides foram desenvolvidas principalmente dentro do
ninho e envolveu cuidado com a cria e possivelmente, escavacdo de galerias. No entanto,
Fowler e Roberts (1980) observaram operarias menores e maiores forrageando longe de um
ninho de C. pennylvanicus. Eles relataram que as operarias menores cuidavam primariamente
de pulgBes para o melado, enquanto que o restante forrageava no solo e nas arvores em busca
de insetos. Esta mudanca na tarefa, desde a limpeza doméstica até o forrageamento, pode ter
influenciado as alteragcdes observadas nas mandibulas que as operarias apresentam. Portanto,
parece que € essencial o conhecimento da biologia do inseto social para uma conclusdo mais

consistente.

Os presentes dados indicam uma sutil diferenca entre largura da capsula cefalica e tibia
em forrageiros e operarios coletados do interior do ninho. Contudo, isto pode ser resultante da
amostragem de operéarios coletada no interior dos ninhos ou até mesmo pelo fato destas medidas
ndo forem adequadas para caracterizar polimorfismo. As incongruéncias na morfometria dos
operarios de C. cumulans sugerem que a espécie merece um estudo do desenvolvimento pos-
embrionario mais detalhado e relacionado com a divisdo de trabalho, similar aquele
desenvolvido por Miura (2006) para Hospitalitermes medioflavus, em que operarios pequenos
(machos) sdo mastigadores, operarios médios (fémeas) sdo mastigadores e carregadores de
alimento e operarios maiores (fémeas) sdo so carregadores de alimento. Como em C. walkeri
todos os operarios sao machos, existe a possibilidade de em C. cumulans ocorrer da mesma
forma. Neste contexto, o que se discute é se sdo monomérficos (ROISIN, 1992) ou se existem
mais morfotipos de operérios, visando diferentes atividades (forrageamento e tarefas

intracoloniais).

Os cupins apresentam habito criptico, contudo algumas espécies podem forragear a céu
aberto (MATHEWS, 1977). O forrageamento se caracteriza pela busca e manipulacdo dos
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recursos alimentares (BOTEE; BONABEAU, 1998) envolvendo uma sequéncia previsivel de
atividades comportamentais para a exploracdo de novas fontes alimentares (THORNE et al.,
2004). Alguns destes insetos nidificam em local especifico no solo e podem e construir sistema
de taneis e galerias a fim de procurar alimento (THORNE; TRANIELLO, 2003). O
forrageamento em C. cumulans é caracterizado por apresentar fases distintas, onde
inicialmente, os insetos exploram o local em busca de alimento, identificando o caminho por
meio de feroménio nas trilhas exploratorias. Posteriormente, o processo é marcado pela
descoberta do alimento pelo operario explorador. Este, ao encontrar a fonte alimentar retorna
ao ninho marcando o caminho de exploracdo com feromonio de trilha para recrutar mais
companheiros para usufruir do alimento. Muitos cupins fazem também marcacdo com fezes,
caso de C. cumulans (TORALES, 1984). Este estudo descreveu pela primeira vez aspectos
acerca do forrageamento em uma colbnia de Cornitermes cumulans em laboratério. Nesta
espécie, 0s operarios sao responsaveis pela exploracéo, descoberta do alimento e recrutamento
dos demais, o que difere por exemplo em Heterotermes tenuis e Nasutitermes corniger em que
o0 soldado é responsavel pela descoberta da fonte alimentar (CASARIN et al, 2008; SILVA,
2008; SOUZA, 2012). Porém, em geral nestes cupins existe polimorfismo da casta dos

soldados.

O baixo recrutamento encontrado logo no inicio dos experimentos de descoberta do
alimento em C. cumulans também ocorre em cupins subterraneos como Coptotermes gestroi
(COSTA-LEONARDO, 2008). O aumento do recrutamento encontrado a partir do I11 Intervalo
do | Periodo analisado foi considerado como recrutamento massivo. Este processo de
recrutamento massivo, ocorre em também em cupins subterrdneos e até mesmo em
Nasutitermes corniger, mas 0 que varia € o tempo, ou seja, de duracdo da atividade e do periodo
para atingir cada atividade (COSTA-LEONARDO, 2008; SILVA, 2008; SOUZA, 2012). Por
exemplo, em N. corniger, o recrutamento inicial leva 23 + 1,8 min (SILVA, 2008) e em C.

cumulans o tempo de ocorréncia até o recrutamento inicial foi de 30,72 + 16,75 min.

Cornitermes cumulans ¢é considerada uma espécie com habito criptico forrageando,
geralmente protegida. Até entdo, muito se especulava acerca da verdadeira dindmica de
forrageamento desta espécie. Torales (1984) relata que este cupim corta o alimento in situ e
carrega para dentro da coldnia, onde é armazenado em pequenas bolotas nas paredes do ndcleo
celulosico. Cancello (comunicacdo pessoal) observou pedacos de alimento soltos em galerias
de ninhos de C. cumulans localizados em Botucatu (SP). Contudo, o presente estudo mostrou

que, dentro das condigdes laboratoriais utilizadas, alguns forrageiros carregam pedagos inteiros
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de alimento nas mandibulas até o ninho e “colam” nas paredes do ninho. O armazenamento de
alimento € observado em outras espécies tais como, Amitermes laurensis, Constrictotermes
cavifrons, Drepanotermes rupriceps, Globitermes sulphureus, Hospitalitermes medioflavus,
Hospitalitermes rufus, Macrotermes sp., Microcerotermes depokensis, Nasutitermes magnus,
Nasutitermes nigriceps, Ruptitermes sp., Syntermes sp., Trinervitermes sp., Tumulitermes
pastinator e Velocitermes sp. (superiores) (EMERSON, 1938; SANDS, 1965; GILLMAN et
al., 1972; DARLINGTON, 1982; NEGRET; REDFORD, 1982; MIURA; MATSUMOTO,
1998; HOLT, 1998; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007; NEOH et al., 2011). Contudo, a
literatura especifica destas espécies ndo esclarece o motivo deste armazenamento de alimento

no interior das coldnias, mas a aparéncia do alimento varia nas diferentes espécies.

Resumindo, fica claro que o forrageamento de C. cumulans precisa ser melhor

esclarecido principalmente as etapas finais do forrageamento, inclusive a fase intracolonial.



48

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHMAD, M. The phylogeny of termite genera based on imago-worker mandibles. Bulletin of
the American Museum of Natural History, v. 95, n. 2, p. 37-86, 1950.

AYRES, M. et al. Aplicac0es estatisticas nas areas das ciéncias bio-médicas. Ong Mamira
ed. Belém. 2007.

BADERTSCHER, S.; GERBER, C.; LEUTHOLD, R. H. Polyethism in Food Supply and
Processing in Termite Colonies of Macrotermes subhyalinus (Isoptera). Behavioral Ecology
and Sociobiology, v. 12, n. 2, p. 115-119, 1983.

BOTEE, H. M.; BONABEAU, E. Evolving ant colony optimization. Advances in complex
systems, v. 1, n. 02n03, p. 149-159, 1998.

CANCELLO, E. M. Revisdo de Cornitermes Wasmann (lsoptera, Termitidae,
Nasutitermitinae). Tese (Doutorado em Zoologia)-Instituto de Biociéncias, Universidade de
Séao Paulo, SP. 1989.

CASARIN, F. E.; COSTA-LEONARDO, A. M.; ARAB, A. Soldiers Initiate Foraging
Activities in the Subterranean Termite, Heterotermes tenuis. Journal of Insect Science, v. 8,
n. 2, p. 1-5, 2008.

CHAPMAN, R. F. Mechanics of Food Handling by Chewing Insects. In. CHAPMAN, R. F.;
DE BOER, G. (Eds.). Regulatory Mechanisms in Insect Feeding. Boston, MA: Springer US,
1995. p. 3-31.

COLES DE NEGRET, H. R.; REDFORD, K. H. The Biology of Nine Termite Species
(Isoptera: Termitidae) from the Cerrado of Central Brazil. Psyche (New York), v. 89, n. 1-2,
p. 81-106, 1982.

CONSTANTINO, R. Cupins de Cerrado. 1° edicdo ed. Rio de Janeiro: Technical Books,
2015.

COSTA-LEONARDO, A. M. Dinamica do forrageamento em cupins subterraneos. In:
VILELA, E. F. et al. (Eds.). . Insetos Sociais - da Biologia a Aplicacdo. Editora UFV, 2008.
p. 347-358.

DARLINGTON, J. P. E. C. The underground passages and storage pits used in foraging by a
nest of the termite Macrotermes michaelseni in Kajiado, Kenya. Journal of Zoology, v. 198,
n. 2, p. 237-247, 1982.

DELIGNE, J.; QUENNEDEY, A.; BLUM, M. S. The enemies and defense mechanisms of
termites. Social insects, v. 2, p. 1-76, 1981.

DONOVAN, S. E. et al. Morphological phylogenetics of termites (Isoptera). Biological
Journal of the Linnean Society, v. 70, n. 3, p. 467-513, 2000.

DUKES J., I. I. I.; ROBINSON, W. H. Mandibular wear in Camponotus chromaiodes workers
(Hymenoptera: Formicidae). Proceedings of the Eighth Internacional Conference of Urban
pests. 2014

EMERSON, A. E.; MONOGRAPHS, S. E.; APR, N. Termite Nests-a Study of the Phylogeny.
Ecological Monographs, v. 8, n. 2, p. 247-284, 1938.

FONTES, L. R. Morphology of the alate and worker mandibles of the soil-feeding nasute
termites (Isoptera, Termitidae, Nasutitermitinae) from the neotropical region. Revista
Brasileira de Zoologia, v. 3, n. 8, p. 503-531, 1987.



49

FOWLER, H. G.; ROBERTS, R. B. Foraging Behavior of the Carpenter Ant , Camponotus
pennsylvanicus, ( Hymenoptera: Formicidae ) in New Jersey. Journal of the Kansas
Entomological Society, v . 53, n. 2, p. 295-304, 1980.

GILLMAN, L. R.; JEFFERIES, M. K.; RICHARDS, G. N. Non-soil constituents of termite
(Coptotermes acinaciformis) mounds. Australian Journal of Biological Sciences, v. 25, n. 5,
p. 1005-1013, 1972.

GRASSE, P. P. Sur le nid et la biologie de Cornitermes cumulans (Kollar), termite brésilien.
Insect Sociaux, v. 5, p. 189-200, 1958.

HARE, L. Termite phylogeny as evidenced by soldier mandible development. Annals of the
Entomological Society of America, v. 30, n. 3, p. 459-486, 1937.

HOLT, J. Microbial activity in the mounds of some Australian termites. Applied Soil Ecology,
v. 9, n. 1-3, p. 183-187, 1998.

LEUTHOLD, R. H.; TRIET, H.; SCHILDGER, B. Husbandry and breeding of African Giant
Termites (Macrotermes jeanneli) at Berne Animal Park. Der Zoologische Garten, v. 74, p.
26-37, 2004.

LIMA, J. T.; COSTA-LEONARDO, A. M. Recursos alimentares explorados pelos cupins
(Insecta: Isoptera). Biota Neotropica, v. 7, n. 2, p. 0-0, 2007.

LORETO, R. G.; DESOUZA, O.; ELLIOT, S. L. Colored glue as a tool to mark termites
(Cornitermes cumulans; Isoptera. Termitidae) for ecological and behavioral studies.
Sociobiology, v. 54, n. 2, p. 351-360, 2009.

MARINS, A.; DESOUZA, O. Nestmate Recognition in Cornitermes cumulans termites
(insecta: Isoptera). Sociobiology, v. 51, n. 1, p. 255-263, 2008.

MATHEWS, A. G. A. Studies on Termites from the Mato Grosso State, Brazil. Rio de
Janeiro, RJ. 1977.

MIRAMONTES, O.; DESOUZA, O. Individual basis for collective behaviour in the termite,
Cornitermes cumulans. Journal of Insect Science, v. 8, n. 24, p. 1-11, 2008.

MIURA, T. Mandibular morphogenesis during soldier differentiation in the damp-wood termite
Hodotermopsis sjoestedti ( Isoptera : Termopsidae ). Naturwissenschaften, v. 90, p. 180-184,
2003.

MIURA, T. Caste development and division of labor in the processional nasute termite
Hospitalitermes medioflavus in Borneo. Tropics, v. 15, n. 3, p. 275-278, 2006.

MIURA, T.; MATSUMOTO, T. Foraging organization of the open-air processional lichen-
feeding termite Hospitalitermes (isoptera, termitidae) in Borneo. Insectes Sociaux, v. 45, n. 1,
p. 17-32, 1998.

NEOH, K.-B.; JALALUDIN, N. A.; LEE, C.-Y. Elimination of Field Colonies of a Mound-
Building Termite Globitermes sulphureus (Isoptera: Termitidae) by Bistrifluron Bait. Journal
of Economic Entomology, v. 104, n. 2, p. 607-613, 2011.

NOIROT, C. La caste des ouvriers, elemento majeur du succes evolutif des Termites. Revista
di Biologia, v. 75, n. 2, p. 157-195, 1982.

OSTER, G. F.; WILSON, E. O. Caste and ecology in the social insects. Princeton University
Press, 1978.

PEDRO, L. P. A. Cryptotermes brevis (lIsoptera, Kalotermitidae): BIOLOGIA E
POLIMORFISMO DE IMATUROS. Trabalho de Conclusdo de Curso. Universidade



50

Estadual Paulista, 2012.

PRICER, J. L. The life history of the carpenter ant. The Biological Bulletin, v. 14, n. 3, p. 177—
218, 1908.

ROISIN, Y. Development of non-reproductive castes in the neotropical termite genera
Cornitermes, Embiratermes and Rhynchotermes (Isoptera, Nasutitermitinae). Insectes
Sociaux, v. 39, n. 3, p. 313-324, 1992.

SANDS, W. A. The soldier mandibles of the Nasutitermitinae (Isoptera, Termitidae. Insectes
Sociaux, v. 4,n. 1, p. 13-24, 1957.

SANDS, W. A. Termite Distribution in Man-Modified Habitats in West Africa, with Special
Reference to Species Segregation in the Genus Trinervitermes (Isoptera, Termitidae,
Nasutitermitinae). The Journal of Animal Ecology, v. 34, n. 3, p. 557, 1965.

SCHMIDT, K. Distribuicéo potencial de espécies de Isoptera e conservacédo do Cerrado.
Dissertacdo de Mestrado. Universidade de Brasilia,. 2007.

SILVA, V. S. G. Comportamento de forrageamento de Nasutitermes corniger
(Motschulsky) (Isoptera: Termitidae) e sua ocorréncia em &reas urbanas. Tese de
Doutorado. Universidade Estadual do Norte Fluminense, 2008.

SOUZA, J. H. DE. Comportamento de exploracdo e toleréncia intraespecifica em
Nasutitermes corniger (Motschulsky, 1855) (Isoptera: Termitidae). Tese de Doutorado.
Universidade Estadual do Norte Fluminense, 2012.

SUCHIYA, M. T.; ATANABE, D. W.; AEKAWA, K. M. Effect on mandibular length of
juvenile hormones and regulation of soldier differentiation in the termite Reticulitermes
speratus (Isoptera : Rhinotermitidae). Applied Entomology and Zoology, v. 43, n. 2, p. 307—
314, 2008.

THORNE, B. L. et al. Search and destroy: termite foraging behavior and what it means about
effective IPM. Pest Control Technology, v. 2, p. 44-52, 2004.

THORNE, B. L.; TRANIELLO, J. F. A. Light at the End of the Tunnel. Pest Control
Technology, p. 90-101, 2003.

TORALES, G. J. Contribution al conocimiento de las termites de Argentina (Pcia. de
corrientes). Cornitermes cumulans (Isoptera: Termitidae). Facena (Corrientes), v. 5, p. 97—
133, 1984.

TRANIELLO, J. F. A.; ROSENGAUS, R. B. Ecology, evolution and division of labour in social
insects. Animal Behaviour, v. 53, n. 1, p. 209-213, 1997.



o1

A estocagem de alimento como estratégia na digestao da lignocelulose pelo cupim

Cornitermes cumulans (Isoptera: Termitidae). Uma abordagem bioquimica e molecular

Leticia Ramos de Menezes'*; Ana Maria Costa-Leonardo?; Jodo Paulo Franco Cairo3; Fabio
Marcio Squina3; Thabata Maria Alvarez3; Gabriela Felix Persinoti3; Alberto Arab2.

! Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Rio Claro - SP.
Instituto de Biociéncias — Departamento de Biologia.

2 Universidade Federal do ABC — Campus de Sdo Bernardo do Campo. Centro de Ciéncias
Naturais e Humanas (CCNH).

3 Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol. Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM). Campinas — SP.

RESUMO

A simbiose entre cupins superiores e bactérias é considerada essencial para a sobrevivéncia
destes insetos. No entanto, ninhos de cupins também possuem uma grande variedade de
microrganismos presentes nas paredes destas estruturas, os quais podem estar ou nao
diretamente associados com a digestdo lignoceluldsica. Atualmente, analises moleculares tém
relevado novas informacdes sobre os mecanismos de digestdo da lignocelulose em cupins.
Contudo, esses estudos ndo consideram 0s microrganismos associados ao alimento armazenado
no interior dos ninhos e seu papel na biologia de cupins. Este estudo teve como objetivo
compreender a estocagem de alimento por Cornitermes cumulans, um cupim de monticulo
tipico do Cerrado, do ponto de vista bioquimico, por meio de testes de atividade enzimatica; e
molecular, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Neste contexto, hipotetizamos que
esta espécie armazena o alimento para facilitar a degradacdo da lignocelulose antes da ingestdo
do mesmo. A andlise enzimatica revelou que o extrato bruto dos operéarios e soldados de C.
cumulans ¢ capaz de degradar substratos naturais e sintéticos, como [-glucano e pNP-G,
sugerindo a atividade de enzimas das familias GH 1; 3 (B-glicosidase) 9; 16 (endo- B-1,4-
glucanase). Adicionalmente, o extrato bruto do alimento armazenado por esta espécie
comportou-se de forma complementar, degradando substratos derivados de hemiceluloses,
como xilano e arabinoxilano, indicando a atividade de enzimas das familias GH 3; 8; 10; 11,
31; e 35 (B-1,4-xilosidases, endo-B-1,3:1,4-xilanases, [3-galactosidases e a-galactosidases). A
diversidade microbiana mostrou que o alimento armazenado e o material da parede do ninho
apresentam comunidades microbidticas semelhantes, predominando bactérias do filo
Actinobacteria e Proteobacteria, conhecidas pela capacidade celulolitica, hemicelulolitica e
fixacdo de nitrogénio. Adicionalmente, a microbiota intestinal foi primariamente dominada por
Spirochaetes (Treponema sp: Spirochaetes) em C. cumulans e Firmicutes (Candidatus
Arthromitus: Clostridia) em Procornitermes araujoi. Estes filos apresentam espécies
conhecidas pela fixa¢do de nitrogénio atmosférico como meio de enriquecimento de dietas
pobres em nitrogénio e fermentacdo do carboidrato através da acetogénese como forma de
obteng&o de energia, respectivamente. A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que o
alimento armazenado por C. cumulans e sua microbiota hemicelulolitica associada aumentam
a capacidade de assimilacdo de outros componentes da biomassa vegetal por este cupim,
garantindo a ele uma vantagem em relagéo as espécies que ndo possuem o habito de armazenar
alimento no interior do ninho, como P. araujoi.

Palavras-Chave: cupins superiores, armazenamento de alimento, hidrolases glicoliticas, 16S
rRNA, diversidade microbiana.
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INTRODUCAO

Os cupins séo importantes nos ecossistemas porque atuam na decomposi¢do da
lignocelulose que é ingerida na forma de materiais vegetais, esterco de herbivoros e himus
(BRUNE et al., 2014). Este processo de decomposicao contribui para mineralizacdo do carbono
(NEUPANE et al., 2015) e ciclagem dos nutrientes (SIEBERS et al., 2015) e contudo, a digestao
do material celuldésico é um processo complexo, dependente da acdo de simbiontes e enzimas
enddgenas, 0s quais sdo responsaveis pela degradacdo eficiente dos produtos derivados de
planta (BREZNAK; BRUNE, 1994; ENGEL; MORAN, 2013).

A aquisicdo de simbiontes intestinais celuloliticos e sua transmisséo aos parentes foram
0s principais eventos que marcaram a evolucao dos térmitas. Cupins e seu grupo irméo, baratas
qgue se alimentam de madeira, Cryptocercus (Cryptocercidae), evoluiram de um ancestral
detritivoro similar a barata (INWARD et al. 2007A; ENGEL et al. 2009; DIETRICH et al. 2014;
DJERNAES et al. 2015). Ambos os grupos compartilham caracteristicas comportamentais
sociais (NALEPA; BIGNELL; BANDI, 2001) e dependem de simbiontes microbianos para a
digestdo da lignocelulose, os quais sdo filogeneticamente proximos. (DIETRICH; KOHLER,;
BRUNE, 2014; INWARD; VOGLER; EGGLETON, 2007; OHKUMA et al., 2009).

Os simbiontes intestinais de Isoptera abrangem varios grupos de protozoarios
celuloliticos, bactérias e arqueas. Os filos mais abundantes que compdem a microbiota
bacteriana de cupins incluem Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fibrobacteres e
Spirochaetes (HONGOH, 2010; DIETRICH; KOHLER; BRUNE, 2014; MIKAELYAN et al.,
2015).

Cupins inferiores, considerados de linhagens basais, consistem de espécies que
alimentam-se basicamente de madeira e dependem de protistas flagelados e procariotos para a
digestdo da lignocelulose (ENGEL; GRIMALDI; KRISHNA, 2009; HONGOH, 2010). Por
outro lado, o sucesso evolutivo dos cupins superiores, representantes da familia Termitidae, é
atribuido a perda de protozoarios e a aquisicdo de uma fauna procariotica especializada,
acompanhada por uma diversificacdo alimentar e um vasto repertorio comportamental
altamente elaborado (BIGNELL; EGGLETON, 2000; BRUNE, 2014).

As fontes alimentares das linhagens mais derivadas de cupins incluem madeira,
gramineas, serapilheira, humus, microepifitas e até mesmo o micelio de fungos simbiontes
(BOURGUIGNON et al., 2011, 2015; DONOVAN et al., 2001; EGGLETON; TAYASU,
2001).
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A diversificacdo da dieta presente nos cupins superiores reflete-se na composigéo
funcional da microbiota intestinal bacteriana (BRUNE, 2014; MIKAELYAN et al., 2015a).
Estudos comparativos recentes mostram que espécies do mesmo género e pertencentes a grupos
alimentares semelhantes apresentam uma convergéncia na composicdo simbidtica (ABDUL
RAHMAN et al., 2015; DIETRICH; KOHLER; BRUNE, 2014). Em contraste, existem
divergéncias funcionais das bactérias simbiontes entre os diferentes grupos alimentares de
cupins. Por exemplo, a microbiota de cupins xil6fagos é constituida principalmente por
Fibrobacteres e Spirochaetes, apresentando uma intensa atividade celulolitica (HONGOH,
2010; KOHLER et al., 2012; WARNECKE et al., 2007). Por outro lado, as espécies nio-
xilofagas possuem uma microbiota (MIKAELYAN et al., 2015a) com atividade reduzida de
celulases (HE et al., 2013; NI; TOKUDA, 2013), evidenciando assim, que o tipo de dieta € um
fator importante para a determinacdo da comunidade simbidtica nos diferentes grupos

alimentares de cupins.

Os cupins superiores apresentam um sistema elaborado de divisdo de trabalho com
diferencas fundamentais entre idades e castas. Em algumas espécies, os operarios deixam a
colbnia para coletar alimento, enquanto 0s jovens e as outras castas dependem dos operarios
para alimentacdo via trofalaxia. As diferencas na dieta entre as castas também refletem a
constituicdo da comunidade de bactérias simbidticas, sugerindo que polietismo etario pode
impulsionar variagdes na microbiota intestinal dentro da prépria colénia (HONGOH et al.,
20064a; LI et al., 2016).

A subfamilia neotropical Syntermitinae possui 103 espécies que tem sua alimentacao
baseada em madeira, serapilheira ou himus (BOURGUIGNON et al., 2011; CONSTANTINO,
2016). Cornitermes cumulans (Kollar 1932) ¢ um cupim de monticulo pertencente a esta
subfamilia muito comum em pastagens e savanas do cerrado, sul do Brasil, Argentina e
Paraguai (COLES DE NEGRET; REDFORD, 1984). Em geral, seus ninhos sdo muito visiveis,
subconicos, podendo variar de regido para regido, e formam monticulos de solo rigido com um
nacleo interno feito de material fecal e microagregados de solo (COSARINSKY, 2011). C.
cumulans é um cupim que se alimenta de serapilheira e seus operarios coletam pequenos

pedacos de gramineas para serem estocadas no interior do ninho (REDFORD, 1984).

Até onde sabemos, varias espécies da familia Termitidae comedoras de gramineas ou
serapilheira também estocam alimento em galerias subterraneas ou no interior de camaras de
seus ninhos (CONSTANTINO, 1995; TAYASU et al., 2002). Entretanto, operarios de C.

cumulans depositam o material vegetal no interior das paredes do nucleo do ninho utilizando
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material fecal e solo (LIMA & COSTA-LEONARDO 2007), formando estruturas peculiares
em formato de bola compacta (Fig. 1). Alguns autores sugerem que o armazenamento de
alimento pode oferecer a estes insetos uma provisao nutricional em periodos de baixa
disponibilidade de recursos (LEE; WOOD, 1971) ou fornecer um alimento enriquecido em
nitrogénio (HOLT, 1998).

Do exposto, hipotetizamos no presente estudo que C. cumulans armazena o alimento
para facilitar a degradacao da lignocelulose antes da ingestdo. Ja que as fezes utilizadas na
construcdo das galerias do ninho podem oferecer um excelente ambiente para proliferacéo de
microrganismos. Também hipotetizamos que a coleta de alimento por C. cumulans pode afetar
a composicao da microbiota do ninho, a qual por sua vez, deve promover uma pré-degradacéo
da lignocelulose contida no alimento armazenado no interior do ninho. Assim, a presente
pesquisa descreveu e comparou a composi¢do funcional e atividade enzimatica das
comunidades microbianas associadas a um cupim que armazena alimento e outro que ndo
armazena. Isto foi realizado por meio da amostragem dos ninhos e dos intestinos de operarios

e soldados de C. cumulans e da espécie simpatrica Procornitermes araujoi (Syntermitinae).

Figura 1. Alimento armazenado no interior do ninho de Cornitermes cumulans. Fonte: elaborado pela autora.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencé&o dos Cupins

Colbnias de Cornitermes cumulans e Procornitermes araujoi foram coletadas na regido
de Campinas, Estado de Sdo Paulo (220 54’ 3°’S; 47 0 03* 26°> W) e Alfenas, Estado de Minas
Gerais (210 25° 45°S; 45 0 56” 50°” W), sudeste do Brasil. As regides eram de Mata Atlantica
estacional semidecidual (IBGE, 2004) , porém o desenvolvimento agricola fragmentou a
floresta resultando em uma paisagem em sua maioria desmatada. O clima é sazonal e
moderadamente Umido; A temperatura média anual e as chuvas sdo de 23°C e 1513m,
respectivamente, com altitude variando de 720 a 1350m. A regido apresenta uma estagdo seca
com duracdo de 4 meses, de junho a setembro. Realizamos nossas pesquisas em quanto locais

com pastagens variando de 20,91 a 87,18 ha.
Ensaios bioquimicos

Os ensaios bioquimicos foram realizados utilizando triplicatas bioldgicas e técnicas dos
extratos proteicos brutos de operarios e soldados e 500 ul do alimento armazenado por C.
cumulans, macerado em graal, afim de avaliar a capacidade dos mesmos na hidrélise de
polissacarideos naturais e oligossacarideos sintéticos. As extracdes de proteina total para
caracterizacdo bioguimica foram preparadas a partir de 30 corpos inteiros operarios e soldados.
Estes, foram homogeneizados por meio de Harvest-Potter contendo 1000 ul de tampao SAB
(Acetato de Sédio a 50 mM - pH 5.5) contendo 1 pl de inibidores de proteases (Complete Mini
EDTA-free; Roche, Mannheim, Germany). Apos extracdo, a mistura foi centrifugada a 14.000
x rpm durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e considerado a seguir como extrato
de enzima bruto. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). As reagdes enzimaticas consistiram em 10 pl de extrato bruto de enzima
incubado com 40 pl de tampéo acetato de sddio 50 mM pH 5.5 e 50 ul de substrato especifico
a 0,5% (em agua), em triplicata, a 37°C, durante 40 min. Os ensaios enzimaticos foram
interrompidos ap6s adi¢do de 100 pl de &cido dinitrosalicilico-DNS (MILLER, 1959) e
aquecidos a 99°C por 5 min. A medicao da alteracdo de cor foi realizada a 540 nm utilizando
um leitor de microplacas. Os resultados dos ensaios de atividade enzimética foram expressos
em mM de glicose equivalente produzida. Os ensaios enzimaticos com p-nitrofenil-
glucopiranosideo (pNP-G) foram realizados como se segue: 10 ul de extrato bruto de enzima,
incubado em 50 pl de substrato pPNP-G a 5 mM e 40 pl de tampao acetato de sodio 50 mM pH
5.5. Os ensaios foram interrompidos ap6s adi¢do de 100 pul de 1 M de Carbonato de Sédio
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(Na2COs3). A medicdo de alteracdo de cor foi realizada a 400 nm utilizando um leitor de
microplacas. Os ensaios enzimaticos foram feitos em triplicata e os resultados expressos em
termos de mM de p-nitrophenyl-G liberado. Os substratos foram adquiridos da Megazyme e
Sigma Aldrich: CMC (carboximetilcelulose); B-glucano de cevada, xilano de madeira de faia,
arabinoxilano de centeio, pectina derivada de citrus; 4-nitrophenyl p-D-glucopyranoside (pNP-
G).

Extracéo de DNA

Para os ensaios moleculares, trés ninhos de cada espécie foram colocados em recipientes
plasticos de 100 litros e transferidos para o Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol, CTBE /CNPEM, na cidade de Campinas. Uma vez no laboratorio, 200 individuos
de cada col6nia (operarios ou soldados) foram anestesiados em gelo por 5 minutos e dissecados
com pingas finas. Os tubos digestivos inteiros foram colocados em tubos de 2mL contendo 1m/I
de tampéo de lise (500 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM de EDTA e 4% de
dodecilsulfato de sodio (SDS). Todas as amostras foram armazenadas a -20°C até extracdo e
purificacdo do DNA utilizando um método modificado de batimento de grénulos (YU;
MORRISON, 2004). Amostras do material das paredes internas e do alimento armazenado de
cada ninho (aproximadamente 500 mg cada) foram extraidas como descrito acima. A
amostragem ndo envolveu espécies ameacadas de extin¢do, além disso, o Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), érgdo de fiscalizacdo do
Ministério do Meio Ambiente do Brasil, autorizou a amostragem dos cupins (SISBIO n°
33269).

Preparacao das bibliotecas e sequenciamento

Para obtencdo da comunidade bacteriana e sua abundancia, a regido V4 do gene 16S

bacteriano foi amplificado utilizando os primers a seguir:
Tabela 1. Primers utilizados neste estudo. Os adaptadores Illumina estdo sublinhados (CAPORASO et al., 2011).

Primers Target gene | Reference

16SrRNA
Bacteria | CAPORASO

16SrRNA | etal, 2011
Bacteria

515F (5" TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAAT)

806R (5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT 37)
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As bibliotecas bacterianas foram preparadas por meio de duas etapas de PCR. A
primeira etapa de PCR consistiu em 0,4U de Polimerase Phusion (Thermo Scientific), 1X
Tampédo GC Phusion (Thermo Scientific), 0.2 mM de dNTP, 10 pmol de cada primer e
aproximadamente 40 ng de DNA modelo, em um volume final de 20 pL, ajustado com agua
ultra-pura. Para amplificagdo do gene, o programa do termociclador foi definido por meio de
desnaturacdo inicial a 98°C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 98°C (30 s), 60.1°C (305s) e
72°C (40 s), terminando com uma extensdo final de 72°C (5 min). Posteriormente, foi
necessaria outra etapa de PCR para adicionar adaptadores duplos Illumina, os quais funcionam
como cddigo de barras das amostras no sequenciamento (Nextera Index Kit, Illumina). As
reagOes consistiram em 0.4 U de polimerase Phusion, 0.9X Tampao GC Phusion, 0.2 mM de
dNTP, 5 ul de cada indice (adaptador) e em torno de 100 ng da PCR purificada resultante do
passo anterior, com adi¢do de &gua ultra-pura para completar 20 pl de reagdo. Cada amostra foi
amplificada em triplicata e reunida para purificacdo e quantificacdo utilizando beads
magnéticas Agencourt AMPure (Beckman Coulter) e Fluordmetro Qubit 2.0 (Invitrogen),
respectivamente. A segunda etapa de PCR foi ajustada para desnaturacéo inicial a 98°C por 3
min, seguido de 5 ciclos de 98 °C (30 s), 55 °C (30 s) e 72 °C (30 s), com uma extensao final
de 72 °C por 5 minutos. As bibliotecas foram quantificadas por PCR em tempo real por meio
do Kit de Quantificacdo de Bibliotecas KAPA Illumina® Platforms (Kappa Biosystems). O
sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina Miseq (disponivel no Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol — CTBE / CNPEM), utilizando o Kit Miseq
Reagent V3 (600 ciclos).

Analise das sequéncias e classificacdo dos taxons

As bibliotecas de “amplicon” do gene 16S foram analisadas utilizando o pipeline
UPARSE (EDGAR, 2013). Resumidamente, as leituras paired-end (fragmentos de sequéncias
de ambas extremidades da molécula de DNA a ser sequenciada) foram primeiramente
sobrepostos utilizando a fungdo fastq_mergepairs do pacote USEARCH versdo 8.1.1803.
Apenas o0s reads com sobreposi¢cdo minima de 250 pb e um erro maximo esperado de 0,5 foram
utilizados para analises posteriores. Apds varias etapas de filtragem, os reads foram agrupadas
em OTUs (unidade taxondmica operacional) a 97% de similaridade por meio do algoritmo
UPARSE-OTU. As OTUs identificadas foram comparadas a base de dados Gold, utilizada
como referéncia para filtrar as sequéncias de quimeras (produtos de PCR originados por mais
de uma fita de DNA molde, que se formam durante a amplificacdo, quando a sintese das

sequéncias de um modelo ¢ interrompida e continua em outro) por meio do comando “chimera
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UCHIME” (EDGAR et al., 2011), também implementado no pacote USEARCH. A tabela de
OTU foi gerada por meio da comparagdo dos “reads” de cada amostra com as sequéncias
representativas de cada OTU. Além disso, a tabela de OTUs foi filtrada afim de remover
potenciais OTUs espurias, isto é, foram removidas OTUs que ndo apresentaram um ou mais
“reads” em pelo menos 10% das amostras. A atribuigdo taxondmica foi realizada utilizando-se
0 classificador RDP (Ribosomal Database Project), implementado no software MOTHUR
(SCHLOSS et al., 2009) utilizando a base de dados DictDB (base de dados de referéncia para
microbiota intestinal de insetos da ordem Dictyoptera) (MIKAELYAN et al., 2015b) como
referéncia, com um limiar de confianca de 0,8. A analise posterior, incluindo anélises de a- e
B-diversidade (ver abaixo) foi calculada utilizando o pacote phyloseq R (MCMURDIE;
HOLMES, 2013), utilizando a tabela de OTUs normalizada pela biblioteca com menor nimero

de reads. As sequéncias brutas serdo depositadas no ENA (European Nucleotide Archive).
Anélises Estatisticas

Todos os modelos estatisticos foram conduzidos através do R (R Core Team 2015) com
diferentes pacotes de software. A atividade enzimatica dos cupins nos diferentes
polissacarideos avaliados foi determinada calculando-se a média aritmética das triplicatas dos
ensaios enzimaticos e subtraindo o valor do branco da reacgdo, resultando em uma leitura de
absorbancia real. Esses valores foram transformados em um dado real expresso em pmol de
glicose/mg de proteina. Uma analise de variancia de dois fatores (Two-way ANOVA) (p< 0,05)
foi utilizada para determinar diferencas da atividade enzimatica entre as castas dos operarios,
soldados e o alimento estocado nos polissacarideos avaliados. Para as analises de variancia, 0s
dados foram transformados no log (X+1) para corrigir normalidade e homogeneidade da
variancia. No caso de significancia, as comparagdes multiplas foram realizadas por meio do
teste de Tukey (p< 0,05). As estimativas de diversidade alfa foram calculadas usando a fungéo
plot_richness no pacote Phyloseq, incluindo a riqueza de OTUs observada, o indice de Shannon,
o indice de Simpson e o estimador de riqueza Chaol. Por meio do pacote Conover-test, 0s testes
de Kruskal-Wallis com valores de p ajustados para comparagdes multiplas via procedimento
FDR (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) foram realizados para verificar a existéncia de
diferengas significativas entre as espécies de cupins, castas e ninhos. Os gréficos foram
construidos com auxilio dos pacotes ggplot2, RcolorBrewer e Phyloseq. A similaridade da
comunidade entre todas as amostras foi calculada utilizando distancias UniFrac ponderadas e
visualizada utilizando a anélise de coordenadas principais (PCoA) com o pacote Phyloseq. Por

meio de uma analise de variancia multivariada permutatéria (PERMANOVA) baseada em
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diferengas de Bray-Curtis foi possivel avaliar se 0s agrupamentos de tratamento (espécies de
cupins, castas e ninhos) visualizados nos gréaficos de PCoA tém um efeito significativo na
composicdo da comunidade microbiana, considerando niveis de filo, género e OTUs. As
diferencas entre os grupos foram analisadas através de testes pairwise, quanto o teste geral foi
significativo. Todos os testes de PERMANOVA foram realizados através da funcdo adonis no
pacote Vegan R com 999 permutacOes. Para testar a heterogeneidade da estrutura da
comunidade bacteriana entre os tratamentos, foi utilizado um analogo multivariado do teste de
Levene para homogeneidade de dispersdes de grupos (funcdo betadisper) (ANDERSON,
2006). As taxas responsaveis pelas diferencas na composicdo da comunidade microbiana entre
os tratamentos foram avaliadas utilizando a fungdo multipatt no pacote Indicspecies R.
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RESULTADOS
Anélise Enziméatica

A analise do extrato bruto proteico de operarios, soldados e alimento armazenado por
C. cumulans indicou a presenca de proteinas. A quantidade média de proteina entre os extratos
mostrou diferencas significativas (H= 11,32; df= 2; p= 0,035; Teste de Kruskal-Wallis), sendo
que o alimento estocado apresentou menor quantidade de proteinas do que os extratos brutos
obtidos de operéarios (p=0,001) e soldados (0,033) (Fig. 2).

Dosagem de proteina (pg/ul)
w

Operario Soldado Alimento
Figura 2. Média (+DP) da concentragdo de proteinas totais em extratos de C. cumulans e alimento estocado (pl/ul).
Os resultados mostraram que no alimento estocado ha uma maior atividade enzimatica
sobre o0 xilano e arabinoxilano (Ryx) quando comparada a atividade presente no trato digestivo
dos operérios e soldados (F=8,37; df=10; p<0,001; ANOVA) (Fig. 3).
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Figura 3. Atividades enziméticas do extrato bruto de operarios, soldados e alimento estocado de C. cumulans
frente a diversos polissacarideos. * acima das barras indicam diferencas significativas na atividade enzimatica
(Teste de Tukey; p< 0,05).
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Dados do Sequenciamento do gene 16S rRNA de intestinos de cupins e substratos do ninho

As amostras de intestino de operarios de C. cumulans geraram entre 190827 e 186657
reads (média £ DP, 169978,67 + 32565,86) e entre 107782 e 160473 reads (120155,33 +
35773,59) para soldados. Adicionalmente, nds obtivemos entre 164875 e 130437 reads para o
material das paredes internas do ninho de C. cumulans (128961,67 + 36673,26) e entre 84838
e 126875 reads (100886,67 + 22712,88) para as amostras de alimento armazenado por C.
cumulans. As amostras de intestino de operarios de P. araujoi geraram entre 70990 e
65412 reads (média + DP, 87634,00 + 33774,29) e entre 150803 e 84897 reads (128943,33 *
38145,59) para soldados. Adicionalmente, nds obtivemos entre 59784 e 68193 reads para o
material das paredes internas do ninho (PIN) de P. araujoi (57833,00 + 11460,73). Um total de
2292 OTUs foram identificadas apds filtragem e andlise das sequéncias, sendo de 321 a 1224
OTUs por amostra de intestino de cupins (IC), 480 a 1065 OTUs por amostra de PIN e 685 a
984 OTUs por amostra de alimento armazenado (AA) (Tabela 2). Neste estudo, a comunidade
de Archaea esteve presente em menos de 1% das sequéncias. A riqueza microbiana observada
e estimada (Chaol) foi significativamente menor no alimento AA e na PIN. Além disso, 0 AA
também apresentou a menor diversidade de microbiota (indices Shannon, Simpson e
InvSimpson) em relacdo aos IC e a PIN (Fig. 4). As curvas de rarefacdo atingiram platds, o que
indica uma amostragem adequada das sequéncias de 16S rDNA para todas as amostras (Fig. 5)
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Figura 4. Rigueza estimada e indices de diversidade das comunidades microbianas de castas e substratos dos ninhos
das espécies C. cumulans e P. araujoi. Os graficos mostram a mediana, os quartiles superiores e inferiores e 0s

valores minimo e maximo. Letras diferentes entre as categorias indicam diferencgas estatisticas (P< 0.05, Teste
Post-Hoc Conover-Iman).



Tabela 2. Nimero de sequéncias obtidas apos a filtragem de qualidade do gene 16S rRNA; nimero de taxons identificados por coldnia; nimero de OTUs atribuidas usando
bancos de dados DictDb; riqueza estimada; e indices de diversidade alpha das comunidades microbianas dos intestinos de operarios e soldados (IC) e substratos do ninho
(material da parede interna do ninho (PIN) e alimento armazenado por C. cumulans (AA).

Espécigs de Colbnia Casta Leituras Filos Familias  Geéneros OTUs Chaol Indice de ir_1dice de I'nd.ice de
Cupins Shannon  Simspon InvSimspon
cc.1 190827 21 86 113 1143 1309,69 5,32 0,99 80,91
cc.2 Operdrio 132452 18 49 63 321 384,03 3,71 0,95 20,29
Cornitermes cca3 186657 22 83 109 1183 1338,26 5,38 0,99 85,77
cumulans cc.1 107782 18 69 94 972 1165,15 4,98 0,98 52,92
cc.2 Soldado 92211 16 40 50 465 586,69 3,90 0,95 20,02
Instestinos cc3 160473 21 68 91 1054 1160,01 5,42 0,99 99,45
de Cupim PA.1 70990 21 67 91 1134 1242,67 5,56 0,99 102,92
PA.2 Operario 126500 23 72 99 1224 1331,67 5,75 0,99 126,51
Procornitermes ~ PA3 65412 22 75 99 1188 1263,52 5,55 0,99 97,23
araujol PA.1 150803 21 67 88 1060 1162,42 5,42 0,99 73,14
PA.2 Soldado 151130 22 61 83 1084 1208,96 5,17 0,98 46,49
PA.3 84897 23 67 86 1092 1203,78 5,39 0,99 71,81
cc.1 Parede 164875 22 109 152 882 1186,53 4,44 0,97 34,71
Cc.2 Internado 91573 18 81 94 480 589,25 3,87 0,95 18,40
Cornitermes  CC.3 Mo 130437 23 114 161 1054 124023 4,42 0,96 25,16
cumulans cc.1 84838 19 95 136 685 914,26 341 0,85 6,75
Substratos cco  Alimento - g5q,7 22 117 157 984 116218 4,15 0,95 20,48
do ninho armazenado
cca 126875 20 93 115 717 994,07 3,68 0,93 15,27
_ PA.1 Parede 59784 22 114 161 1065 1212,80 5,58 0,99 108,64
Pm‘;orra”u'}girmes PA2 Int:ir::odo 45522 16 86 103 595 687,26 4,59 0,98 4735

PA3 68193 20 96 126 691 826,84 4,13 0,95 19,57
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Figura. 5. Curvas de rarefagcdo mostrando o nimero de OTUs presente nas sequéncias representando intestinos de
operarios e soldados (A) e substratos do ninho (PIN e AA por C. cumulans (B). Ver tabela 1 para codigos das
coldnias. W=worker gut (intestino de operéarios); S= soldier gut (intestino de soldados); N= ninho; F= food pellet
(alimento armazenado).
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O alimento armazenado e as paredes dos ninhos mostraram comunidades microbianas

semelhantes

Vinte e quatro filos representando 139 familias e 198 géneros foram encontrados
associados aos substratos do ninho: material das PIN e ao AA por C. cumulans. A maioria das
OTUs comuns (807) (Fig.6) pertencem aos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi,
Firmicutes, Planctomycetes, Proteobacteria e VVerrucomicrobia, os quais contabilizaram 97.9 %
das sequéncias de substratos do ninho. Actinobacteria (62.8 % de abundancia média) e
Proteobacteria (17.2 %) foram os filos predominantes. Os cinco géneros mais abundantes foram
Nocardioides, Acidothermus, Curtobacterium, Actinoallomorus, a linhagem 6 nédo cultivavel
de Sinobacteraceae (Proteobacteria) e a linhagem 27 ndo cultivavel de Acidobactereaceae
(Acidobacteria), as quais contabilizaram 33.4% das sequéncias. O género Nocardioides (9.5 %)
apresentou maior abundancia média entre as amostras. A PIN mostrou 180 OTUs Unicas (a
maioria, 24%, pertencente ao filo Actinobacteria), seguido das amostras de AA com 42 OTUs
(contendo 47 % de Firmicutes). A estrutura da comunidade bacteriana ndo mostrou uma
distingdo clara entre a PIN e 0 AA (Fig. 7). As analises de variacao na estrutura da comunidade
confirmaram que as comunidades de bactéria ndo diferiram em filo (PERMANOVA, F= 0.58,
R?= 0.13, p= 0.60), género (PERMANOVA, F= 1.42, R?= 0.26, p= 0.20) e niveis de OTU
(PERMANOVA, F= 1.18, R*= 0.23, p= 0.40). O teste multivariado de homogeneidade de
variancia (ou dispersdes) de grupos (betadisper) mostrou que as variancias dos substratos do
ninho ndo foram significativamente diferentes nos trés niveis de tdxon (p= 0.25, p= 0.90, e p=

0.54, respectivamente).

Distribuicdo de OTUs entre Cornitermes cumulans
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Figura 6. Diagrama de VVenn mostrando a distribuicdo comum das OTUs entre as diferentes castas e substratos do
ninho de Cornitermes cumulans. O valor externo ao diagrama representa OTUs que néo participaram da analise.
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Figura 7. Andlise de coordenadas principais (PCoA) da microbiota de IC e substratos dos ninhos baseado em
distancias UniFrac ponderadas e niveis de OTUs. A linha tracejada destaca a separagdo estatisticamente
significativa entre os IC e a microbiota do ninho (PERMANOVA, F= 69.63, p= 0.001). Os eixos representam as
principais coordenadas responsaveis pela maior parte da variagdo observada. Casa letra representa a comunidade
bacteriana de uma col6nia e as elipses separam as comunidades bacterianas entre espécies de cupins. Os clusters
foram apoiados por analises PERMANOVA (p< 0.001)
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A comunidade microbiana mostrou uma composicdo diferente entre intestinos de cupim e

substratos de ninho

A estrutura das comunidades mostrou uma distinta separacdo entre a composicao
bacteriana de IC e substratos de ninho (Fig. 7). Andlises de variacao na estrutura da comunidade
confirmaram que as comunidades bacterianas diferiram em filo (PERMANOVA, F=69.49, R?=
78.53, p= 0.001), género (PERMANOVA, F= 25.92, R?= 57.70, p= 0.001) e niveis de OTUs
(PERMANOVA, F= 4.80, R?>= 20.16, p= 0.001). O teste de permutagdo para homogeneidade
de dispersdes multivariadas mostrou que as variancias de amostras de IC e substrato de ninho
ndo foram estatisticamente diferentes e, portanto, ndo influenciaram os resultados de
PERMANOVA. A maioria das OTUs comuns (264) (Fig. 6) pertenceram aos filos

Proteobacteria, Firmicutes e Spirochaetes.

A microbiota intestinal de cupins apresentou diferentes estruturas comunitarias: espécie

especifica e casta especifica.

A estrutura da comunidade simbidtica da microbiota intestinal mostrou uma separacao
distinta da composicao das bactérias entre as duas espécies de cupins. Este resultado também
foi evidente entre as castas de C. cumulans e P. araujoi, as quais ocuparam subespacos
significativamente distintos nas analises de coordenadas principais (PCoA). No entanto, a
microbiota intraespecifica (substratos do ninho) foi mais semelhante entre si do que quando
comparada com outras espécies de cupins (Fig. 7). As analises da variacdo na estrutura da
comunidade confirmaram que as comunidades microbianas intestinais (IC) diferem entre as
espécies de cupins nos niveis de filo e género (PERMANOVA, F=19.25, R?=54.18, p= 0.001
e F=31.38, R?= 55.40, p= 0.010, respectivamente). No nivel de OTU, um efeito de interacéo
entre as especies de cupins e castas explicou 12% (PERMANOVA, F= 4.40, p= 0.009) de
disparidade da estrutura da comunidade (Fig. 7). Operarios e soldados também diferiram em
filo (PERMANOVA, F= 16.13, R?= 27.47, p= 0.002) e nivel de género (PERMANOVA, F=
13.86, R?= 24.48, p= 0.004). O teste de permutagdo para homogeneidade de dispersdes
multivariada mostrou que variancias de AA e substrato do ninho ndo foram estatisticamente

diferentes, portanto, ndo influenciaram os resultados de PERMANOVA.
Classificacdo Taxonémica

A classificacdo utilizando a base de dados especifica para cupins (DictDb) atribuiu com
sucesso (100%) das reads em nivel de filo, diminuindo para 60,3% no nivel de género. No total,

26 filos de bactérias representando 148 géneros e 112 familias foram identificadas nas amostras
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de IC. C. cumulans e P. araujoi apresentaram 23 filos em comum. Os filos mais abundantes
(Actinobacteria, Bacteroidetes, TG3, Fibrobacteres, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes e
Synergistetes) representam 96,7% das reads de intestinos. O filo Spirochaetes dominou a
comunidade intestinal geral, com uma abundancia média de 37,7%, enquanto que Firmicutes e
Bacteroidetes representaram 30,7 e 9,7%, respectivamente (Fig. 8A). Os géneros mais
abundantes representaram 45,6% das sequéncias. Destes, Treponema (Spirochaetes) com 131
OTUs e Candidatus Anthromitus (Firmicutes) com 168 OTUs, apresentaram uma abundancia
de 21,8 e 12,8 %, respectivamente. O género “Termite Cockroach cluster” pertencente a familia
Synergistaceae (Synergistetes) apresentou 56 OTUs e 3,9 % de abundancia, o subgrupo Il1b do
filo TG3 (Termite Group 3), 3 OTUs e a linhagem “24” nao cultivavel pertencente a familia
Ruminococcaceae (Firmicutes) apresentou 27 OTUs e abundancia de 3.9, 2.4 e 2 %,
respectivamente. O género “Termite Cluster II” (10 OTUs) e Tannerella (9 OTUs) pertencente
a familia Porphyromonadaceae (Bacteroidetes) apresentaram uma abundancia média de 1.1 e
1.6 %, respetivamente (Fig. 8B).

Embora C. cumulans e P. araujoi compartilhem semelhancas na estrutura de sua
comunidade intestinal, diferiram na abundancia de Spirochaetes (51,4%), Fibrobacteres (5,5%)
e TG3 (4,3%), os quais foram maiores em C. cumulans, enquanto que Firmicutes (44,2%) e
Synergistetes (6,3%) foram mais abundantes em P. araujoi. Cento e quinze géneros foram
comuns nas amostras de IC de ambas as espécies. Os reads classificados como Treponema
(linhagens la, Ic e If) e o subgrupo b pertencente ao filo TG3 foram preferencialmente
associadas a C. cumulans. Em contrapartida, Candidatus Anthromitus, “Termite Cockroach
Cluster” na familia Synergistaceae, linhagem 24 ndo cultivavel da familia Ruminococcaceae e
“Termite Cluster II” na familia Porphyromonadaceae foram mais abundantes em amostras de
intestino de P. araujoi. Nossos resultados também revelaram diferentes padrbes de associacdo
de microbiota intestinal entre operéarios e soldados. Os filos Actinobacteria e Proteobacteria
apresentaram maior abundancia em operarios, enquanto Firmicutes, no género Candidatus
Anthromitus, foi mais abundante em soldados. Em relacdo ao género, Treponema la, foi mais
abundante em operérios de C. cumulans, enquanto que Treponema Ic e o subgrupo Il1b do filo
TG3 foram mais abundantes em soldados desta espécie. Por outro lado, Treponena Ic mostrou

maior abundancia em amostras de operarios de P. araujoi do que em soldados (Figs. 8 Ae B).
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Figura 8. Distribui¢do taxondmica da comunidade bacteriana presente nos intestinos das castas de operarios e
soldados e nos substratos de ninhos das espécies Cornitermes cumulans (CC) e Procornitermes araujoi (PA) em
relagdo a filo (A) e género (B). Os dados “unclassified” ndo foram representados nestes graficos.
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DISCUSSAO

Do ponto de vista ecoldgico, os cupins podem ser agrupados em “one piece termites”
(OP), em que a colonia vive dentro da fonte alimentar, e “multiple pieces termites” (MP), cupins
que buscam o alimento fora do ninho (KORB, 2008). A maioria dos Isoptera OP, séo cupins
inferiores, ou seja, que possuem protozoarios e bactérias simbiontes. No entanto, uma reviséo
da literatura pertinente mostra que diversas espécies MP armazenam alimento no interior do
ninho, tal qual Cornitermes cumulans, por exemplo: Anacanthotermes ochraceus, Coptotermes
lacteus (inferiores); CAMERON et al., 2008), Amitermes laurensis, Constrictotermes
cavifrons, Drepanotermes rupriceps, Globitermes sulphureus, Hospitalitermes medioflavus,
Hospitalitermes rufus, Macrotermes sp., Microcerotermes depokensis, Nasutitermes magnus,
Nasutitermes nigriceps, Ruptitermes sp., Syntermes sp., Trinervitermes sp., Tumulitermes
pastinator e Velocitermes sp. (superiores) (EMERSON, 1938; SANDS, 1965; GILLMAN et
al., 1972; DARLINGTON, 1982; NEGRET; REDFORD, 1982; MIURA; MATSUMOTO,
1998; HOLT, 1998; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007; NEOH et al., 2011). Contudo, a
literatura especifica destas espécies ndo esclarece o motivo deste armazenamento de alimento

no interior das coldnias.

Este estudo fornece a primeira investigacdo a respeito do alimento armazenado por
Cornitermes cumulans e sua funcéo na colénia, avaliada por ensaios enzimaticos e composicao
da microbiota associada. Os extratos brutos proteicos de operarios, soldados e alimento de C.
cumulans foram testados a fim de avaliar a capacidade de quebra de polissacarideos naturais e
oligossacarideos sintéticos. O extrato bruto de operarios foi mais eficiente em desagregar
polissacarideos que possuem glicose como Unico mondmero formador da cadeia polimérica, tal
como B-glucano de cevada, com ligagdes ramificadas do tipo B-1,3:1,4, quando comparado a
atividade dos substratos restantes, o que sugere atividade de enzimas da familia das Hidrolases
Glicoliticas GH9 e GH 16 (endo-B-1,3:1,4-glucanases). O substrato sintético pNP-
glucopiranosideo foi hidrolisado por todos 0s extratos brutos de forma moderada, o que indica
atividade de enzimas da familia GHI e GH 3 (B-glucosidases), a qual j& foi descrita em tratos
digestivos de especies de cupins como Nasutitermes sp., Neotermes sp., Coptotermes
formosanus e Coptotermes gestroi (SLAYTOR; VEIVERS; LO, 1997; TOKUDA; SAITO;
WATANABE, 2002; NI et al., 2007; FRANCO CAIRO et al., 2011; ZHANG et al., 2011;
FRANCO CAIRO et al., 2016). No entanto, nenhum extrato bruto foi eficiente em hidrolisar o
substrato linear carboximetilcelulose (CMC) com ligagdes do tipo B-1,4 e a pectina derivada de

Citrus, polimero formado por mondmeros de a-D-Acido galacturdnico, sugerindo baixa
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atividade de carboximetil celulases e pectinases, respectivamente. De forma geral, o extrato
bruto de operérios apresentou sinais mais evidentes de atividade enziméatica quando comparado
aquele dos soldados, uma vez que a casta responsavel pela defesa depende dos operarios para

alimentacéo via trofalaxia, recebendo um alimento pré-digerido (NALEPA, 2011).

De maneira oposta ao perfil enzimatico dos cupins, o extrato bruto do alimento
armazenado foi eficiente na hidrdlise de hemiceluloses que ndo possuem glicose como Unico
monodmero formador da cadeia polimérica, tais como arabinoxilano (Ryx) e xilano. O alimento
apresentou maior eficiéncia na hidrolise sobre o xilano, composto de ligagdes -1,4 de Xilose,
seguido do arabinoxilano (Ryx) (p<0.05), o que indica possivel atividade de enzimas da familia
GH 3, GH 8, GH 10, GH 11, GH 31 ¢ GH35 (B-1,4-xilosidases, endo-B-1,3:1,4-xilanases, -
galactosidases ¢ a-galactosidases). O arabinoxilano apresenta mondmeros de xilose unidos por
ligagdes B-1,4 na cadeia principal e monémeros ou dimeros de arabinose adjuntos a essa cadeia
por ligagdes a-1,3 ou a-1,5 € € 0 polissacarideo mais abundante na parede celular de gramineas,

principal alimento consumido por esta espécie (Figura 9).

CMC B-glucan, lichenin '
O00.00.00.600CHENER AVR0.0.C
arabinoxylan | @ / %'\ xylan from oat speit

& W W &) & &
Glucose Xylose Arabinose Galactose Gluorocnic Acid — Acetyl

Figura 9. Representacdo das interacBes das enzimas hidroliticas para degradacdo dos polissacarideos naturais
(Adaptado de FRANCO CAIRO et al., 2016).

A variagdo das atividades enzimaticas em C. cumulans sobre determinados substratos
pode ser explicada pela estreita correlagcdo entre a dieta e a composic¢do da microbiota digestiva.
Certas hemicelulases e enzimas acessérias produzidas pelos simbiontes podem ser induzidas
ou reprimidas de acordo com a dieta (TANAKA et al., 2006). A capacidade de cupins em
hidrolisar tamanha variedade de ligacdes glicosidicas se deve ao sinergismo entre o arsenal
enzimatico enddgeno e simbiéntico ( WARNECKE et al., 2007; HONGOH, 2011).

Enquanto que cupins inferiores possuem intestinos anatomicamente mais simples e
digerem a madeira com auxilio de protozoarios celuloliticos, cupins superiores sdo mais

compartimentados e contém principalmente comunidades microbianas procariéticas
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(DIETRICH et al., 2014). Diversos estudos metagendmicos tém avaliado o potencial da
microbiota do intestino em térmitas superiores, porém poucos abordam a fauna Neotropical.
Diante dos resultados bioquimicos obtidos e da lacuna no conhecimento a respeito da
microbiota de materiais associados aos cupins, tais como a parede do ninho e alimento,
constatou-se a necessidade de investigar a microbiota de Cornitermes cumulans.
Adicionalmente, visando uma comparacdo, foi incluida a andlise da microbiota de
Procornitermes araujoi, uma espécie simpatrica que ndo armazena alimento. Com isso, o atual

trabalho também representa a primeira descricdo da comunidade microbiana neste cupim.

Com o desenvolvimento das andlises moleculares foi possivel constatar que
microrganismos passiveis de cultivo ja identificados, na maioria dos ambientes, constituem
apenas uma pequena parte da diversidade microbiana. Em Isoptera, a microbiota intestinal é
altamente diversificada. Nos ultimos anos, pesquisadores do mundo todo tentam estabelecer
possiveis fatores que influenciam a composicéo da microbiota intestinal de cupins. Dentre eles,
a dieta tem indicado forte ingeréncia na estrutura de comunidades microbianas (HUANG et al.,
2013; MIKAELYAN et al., 2015; WANG et al., 2016; SU et al., 2016; HUANG et al., 2016;
SHUKLA et al.,, 2016;). No entanto, outros estudos sugerem a heterogeneidade do
microambiente, a heranca vertical e o polietismo etario como principais forcas que modulam o
microbioma intestinal de cupins (MIKAELYAN et al., 2016; ABDUL et al., 2015; LI et al.,
2016). Contudo, Hongoh e colaboradores (2005; 2006) aborda a influéncia da filogenia dos
Isoptera na estrutura da comunidade microbiana. Tais estudos, revelaram uma correlagdo entre
a microbiota de cupins e seus hospedeiros, 0 que indica um papel importante para a coevolugédo

na constituicdo de comunidades microbianas simbiontes.

O estudo envolvendo a microbiota e sua composicéo fornece uma viséo sobre a estrutura
da comunidade microbiana em questdo no habitat de interesse e sugere o potencial metabolico
da mesma (SHADE et al., 2012). Cupins apresentam a trofalaxia proctodeal, a qual se
caracteriza pela transferéncia de alimento rico em simbiontes via anal (SUAREZ; THORNE,
2000). Este processo perpetua a relagdo simbidtica e minimiza a influéncia ambiental sobre a
composigdo da microbiota intestinal, tornando-a mais homogénea em toda col6nia (BIGNELL
et al., 2011). Os indices de diversidade mostraram que a microbiota associada ao alimento
armazenado (AA) apresentou menor riqueza e baixa diversidade quando comparada aos
intestinos de cupim (IC), o que é indicativo da presenca de poucas espécies dominantes de

bactérias.
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O AA e o material da PIN, o qual é composto de fezes, solo e saliva, apresentaram-se
semelhantes quanto a composicdo da comunidade microbiana. Os téxons dominantes
encontrados, como Actinobacteria e Proteobacteria sdo conhecidos por constituir grandes
grupos de bactérias que compde uma variedade de solos, inclusive do Cerrado. A
predominancia das espécies pertencentes ao filo Actinobacteria se deve principalmente as
caracteristicas fisico-quimicas do monticulo, as quais sdo favoraveis ao desenvolvimento de tal
comunidade. As actinobactérias sdo do tipo Gram-positivas (ZHANG; XU, 2008). Este filo
possui diversas capacidades metabdlicas, entre elas solubilizante de lignina e atividade
celulolitica (MAKONDE et al., 2013), tais como degradacdo de xilano, amido soluvel,
proteinas, lipideos, acido Urico e carboximetilcelulose (KHUCHAROENPHAISAN, 2011).
Essas informacdes corroboram os resultados obtidos, dado que o AA apresentou alta atividade

enzimatica sobre substratos compostos de xilano e predominancia de actinobactérias.

As proteobactérias sdo divididas em subfilos, os quais quatro sdéo comumente detectados
no solo, a-, B-, y- e d-Proteobacteria (MADIGAN, 2012). O subfilo mais abundante nos
substratos do ninho de C. cumulans e P. araujoi foi a-Proteobacteria, seguido de [-
Proteobacteria, d-Proteobacteria e y-Proteobacteria. O subfilo a-Proteobacteria € distinto por
sua dominancia em diferentes solos, além de sua capacidade metilotréfica e fixadora de
nitrogénio. Os membros das proteobactérias 3 e y sdo conhecidos por mediar a nitrificagdo. Por
fim, as d-proteobacterias agem principalmente como redutoras de sulfato e ferro (ZHANG; XU,
2008). Dentre os géneros mais abundantes deste filo nas amostras de substratos do ninho de C.
cumulans, Bradyrhizobium e Burkholderia (o e p-Proteobacteria, respectivamente) tém como
uma das atividades descritas, a fixacdo de nitrogénio e estimulacdo do crescimento de plantas
(HENNECKE, 1990).

Este estudo foi pioneiro em abordar o AA por C. cumulans como possivel fonte de
enzimas capazes de degradar celulose. HOLT (1998) encontrou atividade microbiana no AA
pelos cupins australianos: Nasutitermes magnus, Tumulitermes pastinator e Drepanotermes
rupriceps, por meio da mensuracao da biomassa de bacterias presentes no alimento. O autor
constatou 20 vezes mais atividade microbiana no AA, quando comparado a PIN e
consequentemente, associou a estocagem do alimento a camaras de decomposi¢do da biomassa
vegetal, efeito isolante e fornecimento de alimento enriquecido em nitrogénio através da perda
de carbono pela oxidacdo. O presente trabalho corrobora essa hipdtese, uma vez que foi
constatada presenca de bactérias no AA, ja citadas anteriormente, responsaveis por algumas das

funcdes citadas acima.
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De acordo com Constantino (2015), os cupins de Cerrado séo classificados em quatro
grupos alimentares: xiléfagos, humivoros ou comedores de solo, ceifadores (comedores de
serapilheira) e intermediarios (espécies que ndo se enguadram nos outros grupos). As duas
espeécies de térmitas, objeto deste estudo, mostraram divergéncia na dominancia de bactérias.
C. cumulans, um cupim classificado “ceifador”, apresentou dominancia do filo Spirochaetes
(51,4%) em sua microbiota intestinal, sequido de Firmicutes (17,2%) e Bacteroidetes (7,6%).
No entanto, P. araujoi, classificado “Intermediario”, apresentou dominancia do filo Firmicutes
(44,2%), seguido de Spirochaetes (23,9%) e Bacteroidetes (11,6%). MIKAELYAN e
colaboradores (2015) descreveram a comunidade microbiética intestinal de cupins superiores
representantes de diferentes grupos alimentares. Ao comparar os resultados obtidos no presente
estudo com os dos citados pesquisadores, observa-se que as abundancias relativas dos filos
predominantes em amostras de intestinos de C. cumulans foram similares aos resultados
encontrados em cupins comedores de serapilheira e madeira. Por outro lado, P. araujoi,
apresentou abundancias relativas aproximadas as de cupins que se alimentam de solo, himus e
serapilheira. A dissimilaridade da microbiota intestinal compartilhada entre C. cumulans e P.
araujoi é mais uma evidéncia da dieta atuando como determinante na estrutura da comunidade

microbiana em cupins superiores.

Apesar dos cupins apresentarem enzimas celuloliticas enddgenas, (NI; TOKUDA,
2013) as populacdes bacterianas e arqueanas simbiontes dos cupins sdo conhecidas por auxiliar
na digestdo da lignocelulose. Desta forma, a auséncia desta complexa microbiota,
impossibilitaria a sobrevivéncia dos cupins (ROSENGAUS et al., 2011). A linhagem mais
dominante encontrada em amostras de intestinos de C. cumulans foram associadas ao género
Treponema, o qual ja foi relatada como parte da microbiota comum de diversas espécies de
cupins (BRUNE; DIETRICH, 2015). A dieta de térmitas, em sua maioria, é rica em carbono e
pobre em nitrogénio. Algumas espécies do género Treponema tem a capacidade de aumentar a
economia de nitrogénio no cupim por meio de reciclagem do acido Urico (nitrogénio excretado)
e realizam aquisicdo de novo nitrogénio através da fixacdo do N2 atmosférico. Em cupins que
se alimentam de madeira (0,05% de N), este processo pode fornecer até 60% do nitrogénio
contido na biomassa de cupins (LILBURN et al., 2001).

A predominéncia do filo Firmicutes em amostras de intestino de P. araujoi sugere que
esta espécie tambem digere a biomassa de forma eficiente, uma vez que tais microrganismos
estdo associados a degradacédo de lignocelulose, dado ao fato de apresentarem altas atividades
celuloliticas, xilanoliticas e proteoliticas (BUGG et al., 2011; COTTA; FORSTER, 2006). O
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género dominante foi Candidatus Arthromitus, pertencente a familia Lachnospiraceae, classe
Clostridia. Alguns estudos mostram este género ligado a parede do intestino posterior de cupins,
estando relacionado, de alguma forma, ao metabolismo do metano. Este fato, se deve a presenca
do género estar restrita a artropodes produtores metano (THOMPSON et al., 2012). Entretanto,
bactérias da classe Clostridia também sdo reconhecidas por sua funcdo fermentadora de
carboidratos por meio da reducdo de gas carbdnico a acetato (acetogénese), principal fonte de
energia do cupim hospedeiro (KANE et al., 1991; LEADBETTER et al., 1999; ODELSON;
BREZNAK, 1983).

Alguns estudos como GRIECO et al., 2013 e COSTA et al., 2013, descreveram a
microbiota em C. cumulans, no entanto ndo abordam o AA ou diferentes castas, além dos
operarios, caso dos soldados, utilizados no atual estudo, enquanto fonte de diversidade
microbiana. Adicionalmente, o presente trabalho apresentou varia¢cdes na abundéancia relativa
dos taxons comuns e identificou tAxons com abundancia relevante em C. cumulans, que nédo
foram encontrados pelos autores, tal como Termite Group 3 (TG3). Este fato pode ser explicado
pelo aumento da cobertura da biblioteca, uma vez que a metodologia utilizada sequenciamento

de nova geragéo.

A partir dos dados apresentados neste estudo, conclui-se que o alimento armazenado
por C. cumulans e sua microbiota associada possui capacidade de degradar hemicelulose,
comprovada pela presenca de bactérias conhecidas por sua atividade hemicelulitica, o que
possibilita mais eficiéncia na assimilagéo de outros componentes da biomassa vegetal utilizados
por este cupim, garantindo a ele uma vantagem em relacao a espécies que nao possuem o habito
de armazenar alimento, tal qual P. araujoi. Assim, os dados obtidos no presente estudo
representam um avango na compreensao da simbiose dos térmitas e da digestdo lignoceluldsica
mediada por simbiontes. Além disso, fornece uma base para outras analises “Omicas” das
comunidades especificas de intestinos, materiais associados ao ninho e seus papéis no complexo
processo de digestdo da biomassa vegetal. Adicionalmente, o conhecimento a respeito das
comunidades de bactérias do intestino dos cupins também pode produzir beneficios para o
processamento dos substratos poliméricos complexos, como bagago-de-cana, para 0

desenvolvimento de biocombustiveis.
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CONCLUSOES GERAIS

A casta responsavel pela descoberta do alimento e recrutamento dos demais membros
da colénia em Cornitermes cumulans é a casta operaria;

A dindmica do forrageamento em C. cumulans é dividida em fases;

Operérios forrageiros apresentam mandibulas significativamente mais desgastadas
quando comparadas aquelas de operarios coletados no interior do ninho;

Operérios de C. cumulans carregam pedagos inteiros de alimento na mandibula para o
interior do ninho e “colam” nas paredes do mesmo;

O alimento armazenado por C. cumulans potencializa a degradacgéo da biomassa vegetal
garantindo vantagem quanto a espécies simpraticas que ndo armazenam alimento
(Procornitermes araujoi);

A parede de ninhos de C. cumulans e o alimento armazenado possuem comunidades
microbianas semelhantes, predominando bactérias do filo Actinobacteria e
Proteobacteria, conhecidas pela capacidade celulolitica, hemicelulolitica e fixacdo de
nitrogénio;

A microbiota intestinal foi dominada por Spirochaetes (Treponema sp: Spirochaetes)
em C. cumulans e Firmicutes (Candidatus Arthromitus: Clostridia) em Procornitermes
araujoi, bactérias conhecidas pela fixacdo de nitrogénio atmosférico como meio de
enriquecimento de dietas pobres em nitrogénio e fermentacdo do carboidrato através da
acetogénese como forma de obtencdo de energia, respectivamente;

Este estudo representou a primeira descri¢do da comunidade microbiana intestinal e das
paredes do ninho em P. araujoi e ampliou a diversidade até entdo conhecida de C.
cumulans por meio de técnicas de Sequenciamento de Nova Geragdo (Illumina).

A presente pesquisa representa um avango na compreensdo da simbiose entre térmites
e microrganismos, pois bactérias presentes no alimento armazenado colaboram
antecipadamente na degradacdo da biomassa vegetal pelas bactérias simbiontes
intestinais presentes nos cupins.

Este estudo fornece ainda, uma base para andlises “Omicas”

Conhecimento das enzimas (dos cupins e de seus simbiontes) gera tecnologia para os

biocombustiveis de segunda geragé&o.
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