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A minha familia,
dedico.



"E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se € ver a vida passar;

¢ melhor tentar, ainda que em vao,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver ..."
Martin Luther King
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INTRODUCAO

Os Isoptera abrangem os individuos conhecidos como cupins ou térmitas, insetos
eussociais, que possuem um aparelho bucal do tipo mastigador (GRASSE, 1949).
Atualmente, ha 2876 espécies de cupins descritas, sendo que a regido neotropical engloba 555
espécies (CONSTANTINO, 2010). Existem sete familias de Isoptera: Mastotermitidae,
Kalotermitidae, Termopsidae, Hodotermitidae, Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae
(GRASSE, 1986). Os cupins da familia Termitidae sdo conhecidos como cupins superiores
por ndo possuirem protozodrios simbiontes no intestino posterior enquanto os das demais
familias possuem, e sdo denominados cupins inferiores.

Os cupins sdo conhecidos como importantes decompositores, especialmente nos
ecossistemas tropicais e subtropicais (LEE; WOOD, 1971). A base da alimentagdo dos cupins
¢ a celulose, sendo que existem espécies que se alimentam de madeiras em varios estagios de
decomposicdo, raizes, sementes, serapilheira e até mesmo humus (LEE; WOOD, 1971,
LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). A madeira ¢ primariamente composta de celulose e
hemiceluloses, com ligninas e taninos que sdo polimeros aromaticos (NOIROT, 1992). Os
cupins tém algumas enzimas celuldsicas, mas seus protozodrios simbiontes sdo também
importantes na degradagdo e digestdo da celulose da madeira (TANAKA et al., 2006).

A manutenc¢do de colonias de insetos sociais no laboratdrio pressupde o uso de um
alimento saudavel que prolongue a vida dos individuos. Por isso, uma dieta adequada garante
uma boa sobrevivéncia com um bom vigor, ou seja, com uma saude adequada para as colonias
de cupins. Além disso, s6 com uma dieta que preencha as necessidades fisiologicas e
nutricionais dos cupins sera possivel desenvolver experimentos para o controle desses insetos.

Segundo Parra (2002), uma dieta deve conter todos os nutrientes exigidos pelo inseto,
tais como proteinas, vitaminas, sais minerais, carboidratos, lipideos e esterois. Entretanto, isso
pode ndo ser suficiente, pois a auséncia de certas propriedades fisicas e de fago-estimulantes
(fisicos e quimicos) assim como balanceamento de nutrientes pode determinar um
desenvolvimento inadequado do inseto.

Como os cupins sdo insetos sociais, deve-se levar em conta que este fato exige
técnicas laboratoriais diferenciadas para a manuten¢do destes individuos. A familia
Rhinotermitidae compreende os cupins subterrdneos, que sdo caracterizados pelo habito

criptico, o que também acarreta uma certa dificuldade na sua manuten¢do em laboratdrio



(COSTA-LEONARDO, 2002). Esta familia também ¢ bastante conhecida por abranger
grande numero de espécies pragas e construirem tuneis conectados aos alimentos (SU;
SCHEFFRAHN, 2000). Heterotermes tenuis ¢ um cupim subterraneo nativo considerado
importante praga tanto em 4areas urbanas, onde ataca madeiras e derivados, como em
ambientes agricolas, onde ataca culturas de cana-de-acticar e milho (PIZANO; FONTES,
1986; ALMEIDA et al., 1998; COSTA-LEONARDO, 2002; GARCIA et al., 2004).

Cornitermes cumulans é um cupim nativo da familia Termitidae e subfamilia
Syntermitinae, que constrdi monticulos em pastagens. Esta espécie se alimenta principalmente
de folhas e raizes mortas de graminea e por isso alguns autores a consideram pragas de
pastagens (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO, 2005).

Dessa forma, visando contribuir para os conhecimentos sobre as exigéncias
nutricionais dos cupins, neste projeto pretendeu-se selecionar dietas que pudessem satisfazer
os requerimentos nutricionais do cupim inferior H. fenuis e do cupim superior C. cumulans,

além de prolongar a sobrevivéncia desses cupins in vitro.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A espécie Heterotermes tenuis.

Os cupins da espécie H. tenuis, pertencem a familia Rhinotermitidae e sdo conhecidos
como subterraneos, pois constroem ninhos abaixo da superficie do solo, que ¢ onde
encontram maior umidade que necessitam.(COSTA-LEONARDO, 2000).

O cupim nativo H. tenuis é considerado importante praga tanto em areas urbanas, onde
ataca madeiras e derivados como livros e jornais, como em ambientes agricolas, onde ataca
culturas de cana-de-ag¢ucar e milho (PIZANO; FONTES, 1986; ALMEIDA et al., 1998;
COSTA-LEONARDO, 2002; GARCIA et al., 2004).

Os operarios dessa espécie sdo pequenos e seus soldados dimdrficos (Matews, 1977;
Constantino, 2000). Os ninhos de H. tenuis sdo difusos e formados por um conjunto de
pequenas camaras ¢ galerias espalhadas em ambientes naturais, que normalmente estdo

conectados a troncos de arvore em decomposicdo (COSTA-LEONARDO, 2000).

2.2. A espécie Cornitermes cumulans.

C. cumulans ¢ uma espécie de cupim nativa do Brasil, pertencente a familia
Termitidae, subfamilia Syntermitinae. Esta ¢ a espécie mais comum e mais bem sucedida em
pastagens, culturas e cerrados do Brasil, assim como no Paraguai e Argentina (ARAUJO,
1970; REDFORD, 1982). No Brasil, C. cumulans ¢ a espécie mais frequente nas regides sul e
sudeste € no Mato Grosso do Sul (CANCELLO, 1989; FERNANDES et al., 1998), e pode ser
considerada uma espécie-chave devido a sua grande abundancia e impacto sobre o ambiente
(REDFORD, 1982; CONSTANTINO, 2005). C. cumulans constréi ninhos em monticulos
que podem atingir um tamanho consideravel, chegando até 4m de altura. Esta espécie,
também ja foi encontrada atacando raizes de milho e arroz, além de sementes de milho e
estrume seco de boi (ARAUJO, 1970). Os ninhos de C. cumulans tém formato cdonico
irregular, variando o tamanho e a coloragdo, dependendo da regido onde esta localizado e da
idade do ninho. Na parte interna deste ninho, pode-se observar galerias grandes e de aspecto

arredondado e um centro celuldsico de coloragdo escura, de textura lisa € pouco resistente
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(FERNANDES et al., 1998), onde os cupins armazenam seu alimento previamente mastigado
e regurgitado, (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO, 2005). O alimento armazenado ¢
moldado em uma bola compacta mesclada com graos de solo (TORALES, 1982) e lacrado
por um material fecal escuro (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO, 2005).

De acordo com Nogueira (1981) e Fernandes e Alves (1992) a espécie C. cumulans
concentra grandes quantidades de matéria organica em suas cdmaras de celulose. Negret e
Redford (1982) e Cancello (1989), afirmam que esses cupins alimentam-se de capim vivo ou
morto. Cupins de monticulos como C. cumulans proliferam rapidamente em dareas onde
prevalece vegetacdo herbacea, especialmente se predominam gramineas (FERNANDES et al.,
1998). Devido a sua capacidade incomum de ingerir celulose, os térmitas sdo um grupo
funcional dominante do Cerrado, servindo de alimento para uma fauna extremamente diversa,
além serem importantes na ciclagem de nutrientes e formacdo do solo (CONSTANTINO,
2005). A conversdo de cerrados em pastagens pode levar a grandes infestagdes de cupins que
passam a ser considerados como pragas (FERNANDES et al., 1998; CONSTANTINO, 2005).
Nos pastos os cupins de monticulos sdo conhecidos ja que seus ninhos conferem um aspecto
de abandono e desleixo, diminuindo o valor das propriedades. Além disso, os monticulos
dificultam o trafego de méaquinas agricolas prejudicando o manejo da area. Existe ainda uma
possibilidade teorica, de que os cupins venham a afetar o desenvolvimento da pastagem,
diminuindo seu potencial produtivo (BERTI FILHO; FONTES, 1995). Mesmo com um
grande nimero de cupins nas areas de pastagens, seus habitos alimentares sdo ainda pouco

conhecidos (SANTOS et al., 1996).

2.3. Alimentacio e dietas artificiais

O alimento dos cupins ¢ um alimento pobre do ponto de vista nutricional, uma vez que
ele € rico em carbono e hidrogénio, mas faltam componentes essenciais como o nitrogénio
(WALLER;[J LA FAGE, 1987). Uma maneira dos cupins ajustarem a taxa de carbono e
nitrogénio ¢ escolherem entre as fontes alimentares disponiveis aquelas que contenham mais
nutrientes, de maneira que estes insetos possam adquirir mais nitrogénio e outros compostos
essenciais via dieta (TRANIELLO; LEUTHOLD, 2000). Existem evidéncias de que a
alimentagcdo dos cupins esta relacionada com a qualidade do alimento e que os cupins
forrageiam seletivamente entre varios itens alimentares (WALLER;[1 LA FAGE, 1987;
LENZ, 1994).
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A manuten¢do de insetos no laboratdrio envolve a producdo de dietas artificiais para a
nutri¢do e desenvolvimento destes organismos. Para um bom desenvolvimento de um sistema
de cria¢do in vitro de um inseto é necessaria a utilizacdo de dietas artificiais (CONSOLI;
PARRA, 2002). A composi¢do ideal de uma dieta artificial pode ser encontrada a partir da
adi¢do aleatdria de produtos que fornegam todos os elementos necessarios ao crescimento e
desenvolvimento dos insetos, tais como aminoacidos, carboidratos, lipideos, esterdis,
vitaminas e sais minerais (CONSOLI; PARRA, 2002). Contudo, alguns insetos tém suas
peculiaridades, como ¢ o caso dos cupins. Dietas artificiais exclusivamente celuldsicas foram
utilizadas por Cleveland (1925) e Hungate (1941) na manuten¢do em laboratério do cupim
Zootermopsis sp. Estes autores utilizaram como celulose “pura” o papel filtro, dieta na qual
faltam alguns nutrientes essenciais para uma manutencdo saudavel dos cupins para estudos
laboratoriais.

Mais tarde, Cook e Scott (1933) concluiram que Zootermopsis angusticollis requer
carboidratos, proteinas, sais e vitaminas do tipo A, B, C e riboflavina como base de sua dieta.
Contudo, os estudos destes autores envolveram um periodo de apenas 37 dias, que ¢ um
intervalo muito curto para conclusdes adequadas sobre a nutri¢cdo do referido cupim.

Posteriormente, Mauldin e Rich (1975) testaram 16 dietas artificiais para
Reticulitermes flavipes e Coptotermes formosanus, ¢ observaram que a dieta mais adequada
foi a que continha a-celulose, dgua, esterol e o fungicida metil-p-hidroxibenzoato. Estes
estudos também mostraram que a sobrevivéncia e a reproducdo de R. flavipes foram maiores
com uma dieta constituida por celulose do que com uma dieta constituida por blocos de Pinus.
Além disso, em algumas dietas houve contamina¢io por microorganismos e os sais utilizados
ndo foram bons componentes.

O uso de dietas artificiais apropriadas tem auxiliado os pesquisadores na manutengao
de insetos saudaveis em condi¢des laboratoriais. Contudo, a mortalidade de cupins sob
condi¢des de laboratdrio € frequentemente causada pelo desenvolvimento de fungos. Esses
patogenos estdo naturalmente presentes nas colonias de cupins, mas sdo mantidos sob controle
por um mecanismo de prote¢do existente nas mesmas. Na natureza, uma colénia de cupins
subterraneos ¢ constituida por milhares de individuos e um mecanismo usado para a protecao
contra patégenos € a producdo do naftaleno, que atua como um defensivo quimico no ninho
desses insetos (CHEN; HENDERSON, 1998). Por isso, Morales-Ramos ¢ Rojas (2005)
sugerem que a adicdo de fungicidas em dietas artificiais deve aumentar a sobrevivéncia dos
individuos. De acordo com Tanaka et al. (2006), os critérios utilizados para o

desenvolvimento de dietas artificiais para cupins incluem: a) uma habilidade de suprir dgua
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em quantidade suficiente para estes insetos, b) uma habilidade de manter a sobrevivéncia
destes insetos, ¢) uma facilidade de controle de todos os seus componentes por um tempo
prolongado.

Morales-Ramos e Rojas (2003, 2005) analisaram o valor nutricional e a preferéncia de
espécies de madeira pelo cupim C. formosanus e constataram que o alimento tem um efeito
significativo no crescimento das colonias e na sobrevivéncia da progénie. Isto ¢ evidenciado
pelas diferentes espécies de madeiras e por seus diferentes valores nutricionais que sdo
fornecidos para os cupins. Diferengas na qualidade nutricional do alimento podem ser
resultantes da presenca de nutrientes essenciais em grandes quantidades ou devido a redugdo
da concentragdo de substancias quimicas que sdo deletérias aos cupins (MORALES-RAMOS;
ROJAS, 2003). De acordo com Morales-Ramos ¢ Rojas (2007), a inclusdo de um lipideo,
como a lecitina de soja, na dieta de C. formosanus aumentou o crescimento das colonias e a
fecundidade da rainha.

Uma dieta artificial que estd corretamente formulada possui propriedades fisicas e
contém produtos quimicos que estimulam e mantém a alimentacdo, com nutrientes essenciais
e ndo essenciais em proporcdes balanceadas para produzir um 6timo desenvolvimento dos
insetos. Além disso, deve ser livre de microrganismos contaminantes (PARRA, 2002). Um
dos principais objetivos do desenvolvimento de uma dieta artificial, além da simplificac¢do e
barateamento do processo de producdo ¢ ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia do
inseto, principalmente quanto as suas exigéncias nutricionais (MAGRO; PARRA, 2002). S6
com uma nutricdo apropriada serdo possiveis futuros estudos biologicos e manejo adequado
dos cupins em laboratério. Em estudo desenvolvido previamente, foi encontrado que o
aditivo: trealose 3% + uréia 1,5%, foi o fago-estimulante mais adequado para a sobrevivéncia
de H. tenuis e por isso, ele foi utilizado na dieta 5 do presente trabalho (HAIFIG; COSTA-
LEONARDO, 2008).

Os cupins podem ser pragas de sistemas agricolas, como plantacdes de cana-de-
acucar, milho e arroz; de sistemas florestais como florestas de eucalipto e Pinus, pragas
urbanas em construgdes, além de ser pragas em pastagens (BERTI FILHO; FONTES, 1995).
O atual manejo de cupins subterraneos, caso de H. tenuis, requer a ingestdo de inseticidas ou
hormoénios que sdo distribuidos para os insetos via alimentacdo por meio de iscas celuldsicas.
O substrato da isca tem que ser constituido de um material celulosico que fornega uma dieta
agradavel e palatavel aos cupins. Por isso, estudos com dieta sdo importantes principalmente

porque ndo existem dados na literatura sobre este tdpico para os cupins nativos. Como H.
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tenuis ¢ um cupim nativo que causa um prejuizo muito grande em areas de cana-de-agucar no
Brasil, diferentes estudos sdo necessarios para o manejo desses cupins subterraneos.

No Estado de Sado Paulo, H. tenuis constitui uma das mais frequentes pragas nas
culturas de cana-de-acicar (ARRIGONI et al., 1989). Os danos causados por cupins
provocam perda média de 10 toneladas de cana por hectare a cada colheita (NOVARETTI,
1985), sendo que cerca de R$ 1.086,00/ha sdo gastos no controle de H. fenuis em meio
agricola (GARCIA et al., 2004). Portanto, um estudo envolvendo uma dieta artificial para
manutencdo dessa espécie em laboratdrio € de extrema importancia. Além disso, o habito
criptico dos cupins dificulta o estudo da biologia das espécies e a manuteng@o em laboratdrio
propicia estudos basicos, principalmente estudos referentes a sua reproducio.

O grande ntimero das populacdes dos cupins de monticulos e pelo fato de alguns
autores consideram C. cumulans como pragas de pastagens (GALLO et al., 1970), embora
esta espécie também seja mencionada de ocorréncia em cana-de-agicar (ARRIGONI et al.,
1989), estes foram alguns pardmetros para a escolha da espécie em questdo. Outra razdo, ¢
que apesar de ser uma espécie bastante comum na regido de Rio Claro, sua manutengdo no
laboratério por longos periodos € bastante dificil, principalmente, quando se leva em
consideragdo a dieta. Isto, porque este inseto se alimenta de gramineas “in situ”, mas depois
regurgita e armazena este alimento no ninho (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO,
2005). Adicionalmente, H. fenuis ¢ um cupim inferior que possui protozoarios simbiontes no
intestino inferior o que ndo ocorre com C. cumulans. Portanto, a fisiologia da digestdo deve
ser diferente entre estas duas espécies (OHKUMA, 2008), o que deve requerer dietas

especificas.
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3. OBJETIVOS

Neste projeto pretendeu-se avaliar o impacto de 5 dietas artificiais na alimentacdo dos
cupins H. tenuis e C. cumulans, visando selecionar uma dieta adequada para manutencio
destas espécies no laboratorio. Além disso, também foi observada a facilidade de

contaminacao das diferentes dietas por fungos e bactérias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Insetos

Cupins forrageiros de Heterotermes tenuis Hagen, 1858, utilizados nos experimentos,
foram capturados em armadilhas confeccionadas com papeldo corrugado enrolado e
envolvido por embalagens plésticas descartaveis de refrigerantes (FIGURAS 1A e 1B). As
armadilhas juntamente com estacas de Pinus sp., foram colocadas no territdrio de
forrageamento de coldnias localizadas no campus da UNESP em Rio Claro (SP) (FIGURAS
1C e 1D), cujas coordenadas GPS estdo dispostas na tabela 1. Operérios e soldados de
Cornitermes cumulans (Kollar) utilizados nos experimentos foram provenientes de um ninho
coletado no campus da UNESP em Rio Claro (SP) (localizagdo GPS — coordenas x: 0238053;
y: 7521444).

Figura 1 — A e B. Armadilhas confeccionadas com papeldo corrugado e garrafa plastica. C e
D. Armadilhas e estacas colocadas no territorio de forrageamento de H. tenuis.
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Tabela 1. Relagdo dos Pontos de Coleta de Heterotermes tenuis no municipio de Rio Claro,

SP, no periodo de julho de 2009 a setembro de 2010.

Numero

Numero de

Pontos Nome dos pontos (;Ziﬂiitf;) de cr(l)(l)etas azl::laf;glaas ;'l:rl::ilri(l)h(;z
periodo ponto infestadas
01 Banespa/UNESP ; : 2?35152’872 13 05 02
02 Barranco/UNESP ; Z g?g? } 2(9) 13 08 03
03 Biotrio IUNESP |7 Tt 10 07 02
04 Biotrio JUNESP |~ s 03 05 03
= Experirrlegzailrll;UNESP ; : g?;i?g;g . 06 02
06 Pomar/UNESP ; : 2?;? i % 02 06 02
07 Tronco 1/UNESP ; _ %géﬂ ig 08 03 01
08 Tronco 2/UNESP ; z 2?;?};3 08 02 01
09 Tronco 3/UNESP ;‘I : ggg?}ié 08 04 01
10 Tronco 4/UNESP ; z 2?;?};‘? 08 03 02
1 Tronco 5/UNESP ; _ ggﬂgg 08 06 02
12 Tronco 6/UNESP ; _ ggﬂgé 08 06 02
13 Tronco 7/UNESP ; : gggéﬂ;‘; 04 02 01
14 Tronco 8/UNESP § _ gg;ﬂgi 04 02 01
15 Tronco 9/UNESP § _ gggfgz 04 02 01
16 Tronco 10/UNESP :} : gg;f}i;‘ 04 01 01
17 Tronco 11/UNESP § _ gggfégg 02 03 01
18 Cerca/UNESP X =0238227 02 01 01

y =7521080
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4.2. Bioensaios com H. tenuis

Para obter uma dieta que fosse adequada para a manutencdo da espécie H. fenuis em
laboratorio, foram realizados 5 bioensaios testando 5 dietas diferentes (TABELA 2). Cada
unidade experimental foi constituida de duas camaras conectadas entre si, uma camara
“ninho” onde foram colocados os cupins e uma camara “alimento”, na qual foi disposto o
item alimentar. A cadmara “ninho” foi representada por um recipiente plastico de 250 mL
preenchido com uma matriz de areia umedecida composta por 80g de areia e 4mL de agua
destilada. A areia utilizada foi previamente esterilizada em estufa durante 24 horas a 70°C. A
camara “alimento” foi representada por um recipiente plastico de 145 mL que ndo continha
areia. A conexao entre as camaras foi feita por meio de um pequeno tubo plastico de 5,5 cm
de comprimento (FIGURAS 2 A, 2 B, 3 A e 3 B). Em cada bioensaio foram utilizados 200
operarios e 7 soldados forrageiros, os quais foram colocados na camara “ninho” e mantidos
sem conexao com o alimento por um periodo de 24 horas para aclimata¢do. Apds esse tempo,
a passagem entre as camaras foi liberada e os cupins puderam transitar entre elas. Para cada
bioensaio foram realizadas 12 repeti¢des com a dieta artificial (oferecida aos cupins na forma
solida de um circulo com 1,8 cm de diametro) e 12 experimentos controles, nos quais a
camara alimento continha apenas um circulo de madeira de Pinus sp., também com 1,8 cm de
diametro e 0,1 cm de espessura. A avaliacdo da dieta foi realizada levando em consideragdo
alguns itens como, 1) sobrevivéncia dos cupins, 2) peso dos individuos e 3) severidade e
rapidez na contaminacdo por fungos e bactérias. Na primeira semana os bioensaios foram
inspecionados diariamente para avaliacdo da contaminag@o e, posteriormente, duas vezes por
semana, durante todo o experimento. A dieta foi substituida a cada 10 dias, sendo que nos
controles foi adicionado um novo alimento quando era observado um consumo de 75% da
fonte alimentar. Quatro unidades experimentais e quatro controles foram avaliados apds 20,
40 e 60 dias, sendo nestes periodos, avaliado o numero de individuos sobreviventes.
Adicionalmente, 10 operarios de cada unidade experimental, escolhidos ao acaso, tiveram sua
massa avaliada no inicio e ao final de 20, 40 e 60 dias de experimento. Todos os bioensaios

foram desenvolvidos em sala ambiente, com temperatura controlada (25+3°C).
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Ninho ! Dieta

S55cCm

FIGURA 2 A - Esquema representando a disposi¢do dos recipientes plasticos durante os
bioensaios com dietas artificiais.

FIGURA 2 B - Disposi¢do dos recipientes plasticos durante o desenvolvimento dos
bioensaios com dietas artificiais.
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FIGURA 3 A - Esquema representando a disposi¢do dos recipientes plasticos durante os

bioensaios controles.

FIGURA 3 B - Disposi¢do dos recipientes plasticos durante o desenvolvimento dos

bioensaios controles.
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Tabela 2 - Composi¢ao das dietas artificiais utilizadas nos diferentes bioensaios.

Dietas Composicio
1 10g de a-celulose
5g de Agar Bacterioldgico
(a-celulose) 0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de dgua destilada

2 10g de serragem de Pinus sp.
S5g de Agar Bacterioldgico
(Pinus sp.) 0,25g de lecitina de soja
0,5mL de solugdo alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de agua destilada
3 10g de bagaco de cana-de-acticar moido
5g de Agar Bacterioldgico
(cana-de-aciicar) 0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de dgua destilada

4 10g de colmo de milho moido
5g de Agar Bacterioldgico
(milho) 0,25g de lecitina de soja
0,5mL de solugdo alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de agua destilada
5 10g de a-celulose

5g de Agar Bacteriologico

(a-celulose + aditivos) 0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin

250mL de dgua destilada + 7,5g de trealose + 3,75g de uréia

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste de varidncia ANOVA, seguido
pelo teste a posteriori de Tukey, quando necessario. Se os resultados obtidos ndo
apresentaram normalidade e homogeneidade nas varidncias, foi executado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Student-Newman-Keuls,

quando necessario. Para todas as andlises estatisticas foi adotado o nivel de significancia (o)

igual a 0,05 (SOKAL; ROHLF, 1995).




21

4.3. Bioensaios com C. cumulans

Neste trabalho foram realizados 5 diferentes bioensaios, nos quais 5 dietas diferentes
(TABELA 3) foram testadas para manuten¢do de C. cumulans em laboratério. Para cada
bioensaio foram utilizadas 10 placas de Petri de 9 cm de didmetro por 1,5 cm de altura, nas
quais foram colocadas uma tampa plastica com vermiculita umedecida e uma pequena porg¢ao
de solo umedecido. Além disso, foram colocados em cada placa 30 operarios e 3 soldados, e
como alimento a dieta artificial (FIGURAS 4 A e 4 B). Esta dieta foi oferecida aos cupins na
forma de um circulo com 1,8 cm de didmetro. Como controle foi oferecida uma porgdo de
alimento que é armazenado pelos cupins no ninho (FIGURAS 5 A e 5 B). Todas as unidades
experimentais foram colocadas dentro de um recipiente plastico tampado e mantidas em sala
ambiente com temperatura controlada de 25 + 2°C. Diariamente as placas de Petri foram
examinadas para verificagdo da sobrevivéncia dos insetos, sendo que os individuos mortos
foram retirados. A avaliacdo da dieta foi realizada levando em consideragdo: 1) sobrevivéncia
dos cupins, 2) severidade e rapidez na contaminag¢do por fungos e bactérias. A dieta foi
substituida a cada 10 dias, sendo que nos controles foi adicionado um novo alimento quando

era observado um consumo de 75% da fonte alimentar.
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‘ Vermiculita

Solo

FIGURA 4 A - Esquema representando a arena utilizada para os bioensaios
desenvolvidos com dietas artificiais para a espécie C. cumulans.

FIGURA 4 B - Fotografia de uma placa de Petri na qual estava sendo conduzido um
bioensaio com dieta artificial para a espécie C. cumulans.
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Alimento do ninho
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FIGURA 5 A - Esquema representando a arena utilizada para os bioensaios controles
com a espécie C. cumulans.

FIGURA 5 B — Fotografia de uma placa Petri na qual estava sendo conduzida um
experimento controle para a espécie C. cumulans.
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Tabela 3 - Composi¢do das dietas artificiais que foram utilizadas nos diferentes bioensaios.

Dietas

Composicio

1

(cana-de-agucar)

10g de bagaco de cana-de-acticar moido

5g de Agar Bacterioldgico

0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de dgua destilada

2

(sementes de Brachiaria

10g de sementes de Brachiaria sp.
5g de Agar Bacterioldgico
0,25g de lecitina de soja

sp-) 0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de agua destilada
3 10g de folhas secas de graminea (Brachiaria sp.) triturada

(folhas de graminea)

5g de Agar Bacterioldgico

0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug¢@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de dgua destilada

4

(o - celulose)

10g de a-celulose

5g de Agar Bacterioldgico

0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solugdo alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de agua destilada

5

(milho)

10g de colmo de milho moido

5g de Agar Bacterioldgico

0,25g de lecitina de soja

0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de nipagin
250mL de dgua destilada

Os dados obtidos nos bioensaios foram avaliados por meio da determinag¢do de

mortalidade diaria dos cupins e das curvas de sobrevivéncia utilizando o teste ndo-

paramétrico Log-rank, utilizando-se o software Grap-Pad (aplicativo Prism 5) com nivel de

significancia de 5% (ELANDT-JOHSON; JONSON, 1980).
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4.4. Preparacio das Dietas

A preparagdo das dietas que continham ingrediente organico (milho, cana-de-agucar,
folhas de graminea, sementes de Brachiaria sp. ou serragem Pinus sp.) foi iniciada pela
adi¢do 5g de Agar Bacteriologico e 0,25g de lecitina de soja em 100 mL de agua. Essa
mistura foi aquecida de 2 a 3 minutos em microondas, até que os ingredientes estivessem
totalmente dissolvidos. E depois, foi colocada em autoclave, onde permaneceu por 15 minutos
a pressdo de 1 atm e 121°C.

Posteriormente, a serragem de Pinus sp., ou o bagago de cana-de-agucar moido, ou o
colmo de milho moido, ou as folhas de graminea trituradas ou sementes de Brachiaria sp. foi
misturados nos 150mL de agua restantes. Depois a solu¢do foi levada a autoclave, onde
permaneceu por 15 minutos a pressdo de 1 atm e 121°C. A mistura dos ingrediente organicos
e agua foi autoclavada em recipiente diferente daquela de Agar e licitina de soja, devido a
reacdo do ingrediente organico com o Agar, que faz com que este perca sua capacidade de se
solidificar, inviabilizando desse modo, o produto dieta sdlida, ja que ela se tornaria liquida.

Para a preparacdo das dietas de o - celulose e o - celulose + aditivos, que nio reagiam
com o Agar, todos os ingredientes, com exce¢do da solug@o alcodlica 0,005% de Nipagin,
foram adicionados aos 250 mL de 4gua e aquecidos de 2 a 3 minutos em microondas, até que
estivessem totalmente dissolvidos. A mistura foi levada a autoclave e mantida durante 15
minutos a pressdo de 1 atm e 121°C.

Apos a retirada da autoclave, as misturas, que continham ingrediente organico e agua,
foram adicionadas a mistura de Agar, licitina de soja e restante da agua, e, s6 depois de
misturados, tiveram a adi¢do de 0,5mL de solug@o alcodlica 0,005% de Nipagin. As misturas
foram vertidas em placas de Petri de 9 cm de didmetro, as quais foram previamente
esterilizadas em autoclave embrulhadas em papel, nas mesmas condi¢cdes de pressido e
temperatura que as misturas. Para as dietas sem ingrediente organico, o - celulose e o -
celulose + aditivos, a mistura que ja estava com todos os ingredientes teve a adicdo de 0,5mL
de solugdo alcoodlica 0,005% de Nipagin, e s6 posteriormente colocadas em placas de Petri de
9 cm de didmetro esterilizadas.

Apos o endurecimento das dietas, as placas de Petri com as mesmas, foram embaladas,

individualmente, em filme pléstico e mantidas em geladeira.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Heterotermes tenuis

A andlise dos dados mostrou que houve diferenca significativa na sobrevivéncia dos
cupins entre os grupos controle e tratamentos aos 20 e aos 40 dias de experimentagdo (P =
0,0066; H = 25,9621; Kruskal-Wallis). Apos 20 dias, ndo houve diferenca significativa na
sobrevivéncia dos forrageiros de H. tenuis entre o grupo controle e as diferentes dietas
testadas, que foram: cana-de-actcar, serragem de Pinus sp., colmo de milho moido, o -
celulose, a - celulose + uréia + trealose. Durante esse periodo, a diferenga também ndo foi
significativa entre as 5 dietas testadas (P > 0,05; Student-Newman-Keuls) (FIGURA 6). Ja
aos 40 dias de experimentag@o, ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e as
dietas de serragem de Pinus sp., colmo de milho moido, a - celulose e a - celulose + trealose
+ uréia. Contudo, a diferenca na sobrevivéncia foi significativa entre o controle e a dieta de
cana-de-agucar, sendo maior na dieta (P = 0,0384; Student-Newman-Keuls). Além disso, os
resultados também mostraram uma diferenca significativa entre a dieta de cana-de-agtcar e as
dietas de serragem de Pinus sp. (P = 0,0384; Student-Newman-Keuls), de colmo de milho
moido (P = 0,0384; Student-Newman-Keuls) e de a - celulose + trealose + uréia (P = 0,0384;
Student-Newman-Keuls). Entre a dieta de cana-de-actcar e a dieta de a - celulose ndo houve
diferencga significativa (P > 0,05; Student-Newman-Keuls) neste periodo.

A diferenca foi significativa entre os grupos com 20 e 40 dias de experimentacdo no
controle (P = 0.0208; Student-Newman-Keuls), na dieta de Pinus sp. (P = 0.0093; Student
Newman-Keuls), e na dieta a - celulose + trealose + uréia (P = 0.0447; Student Newman-
Keuls), sendo a sobrevivéncia maior para os grupos com 20 dias (FIGURA 6).

A sobrevivéncia na dieta de o — celulose ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparada ao controle e as dietas de Pinus sp., milho e o — celulose + aditivos, mesmo
mostrando uma sobrevivéncia aparentemente maior (FIGURA 6). Isso ocorreu porque os
forrageiros de H. tenuis sobreviveram até os 40 dias somente em duas das quatro repeti¢cdes

do experimento com essa dieta, ao contrario da dieta de cana-de-agucar que manteve a
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sobrevivéncia dos cupins nas quatro repeticdes durante os 40 dias de experimentagdo,
apresentando assim uma diferenga significativa com o controle e com as dietas de Pinus sp.,
milho e a — celulose + aditivos.

Os resultados mostraram que ocorreu uma maior mortalidade dos individuos nas
unidades experimentais com a dieta de a — celulose aos 20 dias do que aos 40 dias. Essa
diferenca pode ser explicada pelo uso de diferentes colonias de H. fenuis para a montagem
dos experimentos, ja que diferentes colonias podem apresentar vigor diferente (LENZ;
BARRETT, 1984). Além disso, os agrupamentos utilizados nos bioensaios sdo compostos por
operarios ¢ soldados forrageiros de diferentes instares, os quais sdo escolhidos aleatoriamente
para cada unidade experimental. Operarios de instares mais avangados podem ter sido
utilizados em uma proporc¢do mais alta em algumas das repeti¢des. Esses individuos podem

apresentar um tempo de vida menor, o que explicaria a mortalidade das unidades

experimentais.
Sobrevivéncia
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FIGURA 6 - Sobrevivéncia dos forrageiros aos 20 e 40 dias do periodo experimental. Letras
iguais nao diferem estatisticamente.

A massa dos operarios ndo foi analisada estatisticamente, uma vez que os operarios €
soldados do controle e dos tratamentos com a dieta de Pinus sp., de colmo de milho e a -
celulose + aditivos (trealose + uréia) morreram antes de completar os 40 dias de
experimentacdo. Os individuos sobreviveram apds 40 dias somente com as dietas de cana-de-

agucar e o - celulose.
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Ao final de 20 dias de experimentagdo, os operarios do grupo controle e dos grupos de
Pinus sp., de milho, de a - celulose e de a - celulose + aditivos mostraram uma reducdo na

massa corporal (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Massa média de 10 operarios no inicio e ap6s 20 e 40 dias de experimentagao.

Na dieta de cana-de-actucar, os operarios tiveram uma redug¢do na massa corporal em
trés das quatro repeticdes e em apenas uma ganharam massa aos 20 dias. Aos 40 dias, os
cupins sobreviveram em somente trés repeti¢des, nas quais houve ganho de massa dos
operarios em uma (TABELA 4).

A comparagdo entre os operarios que perderam massa nos diferentes bioensaios
mostrou que essa perda foi menor quando eles se alimentaram com a dieta de cana-de-agucar
do que com a dieta de Pinus sp. e o alimento controle (FIGURA 7). Os operarios dos
bioensaios com a dieta de o - celulose perderam mais massa apos os 20 dias de
experimentacdo quando comparados aqueles apds 40 dias, uma vez que ocorreu uma maior
mortalidade dos individuos nas unidades experimentais aos 20 dias do que aos 40 dias. As
dietas apresentaram pouca contaminacdo por fungos e bactérias durante o periodo
experimental, sendo que a presenca de alguns microorganismos ¢ um fator que pareceu nao

ter influenciado a sobrevivéncia dos individuos.
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Tabela 4 — Diferenga entre a massa do inicio e apés 20 e 40 dias de experimentagdo, nos
grupos controle e tratamentos.

Diferenca de massa dos operarios

20 dias 40 dias

-6,2 mg
-9,1 mg
-4,9 mg

Controle 34 mg

-7,5 mg -1,9 mg

-3,5 mg

-2,7 mg -1,6 mg
Dieta 1 (cana-de-acicar) +0,2 mg +2,2 mg

-8,8 mg
-4,5 mg
-2,5 mg

Dieta 2 (Pinus sp.) -2,5 mg

-0,2 mg
Dieta 3 (milho)

1,8 mg -1,4 mg

-2,4 mg
Dieta 4 (o - celulose)

-1,4 mg
-1,4 mg

Dieta 5 (o - celulose + aditivos)

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram a indicagdo de uma dieta mais
adequada para manter a espécie H. tenuis em laboratério. A dieta de cana-de-agucar foi a que
se mostrou mais promissora, uma vez que mostrou uma sobrevivéncia maior da espécie, do

que as outras dietas utilizadas, e até do controle.

5.2. Cornitermes cumulans

Os resultados obtidos apds 40 dias de experimento mostraram que a sobrevivéncia dos

cupins foi de quase 95% para o controle (alimento armazenado no ninho), de 89% para o
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bioensaio com a dieta 4 (o - celulose), de 86% para o bioensaio com a dieta 5 (colmo de
milho moido) e de 82,5% para o bioensaio com a dieta 1 (bagago de cana-de-agucar moido).
Para a dieta elaborada com sementes de Brachiaria sp. (dieta 2) a mortalidade foi de 100%
apdés 29 dias de experimentagdo e para a dieta elaborada com folhas secas de graminea
triturada (dieta 3) a mortalidade foi de 100% apds 34 dias de experimentagio.

A andlise estatistica da curva de sobrevivéncia mostrou que a dieta mais apropriada
para manter a espécie C. cumulans em laboratodrio foi a de o - celulose, pois com essa dieta os
individuos sobreviveram por mais tempo que as outras, a segunda dieta mais adequada foi a
elaborada com colmo de milho moido e a terceira dieta mais adequada foi a elaborada com
bagaco de cana-de-agucar. De acordo com o teste log-rank, os valores de qui-quadrado (y?)
para cada curva de sobrevivéncia testada foram: 25,07 e p < 0,0001 (cana-de-agucar); 720,9 e
p <0,0001 (sementes de Brachiaria sp.); 717,8 e p < 0.0001 (folhas secas de graminea); 6,923
e p=0,0085 (a - celulose); 14,80 e p = 0,0001 (colmo de milho moido) (TABELA 5). Todas
as curvas de sobrevivéncia foram significativamente diferentes em relacdo ao controle

(FIGURA 8).

Tabela 5 — Mediana de sobrevivéncia (Sso) em dias, € Log Rank test (x*) para C. cumulans
submetido a diferentes dietas.

Sso v’ Probabilidade
Controle Indefinida
Dieta 1 (cana-de-agucar) Indefinida 25,07 p <0,0001
Dieta 2 (sementes de Brachiaria sp.) 21 720,9 p <0,0001
Dieta 3 (folhas de graminea) 21,5 717.,8 p <0.0001
Dieta 4 (o - celulose) Indefinida 6,923 p = 10,0085

Dieta 5 (milho) Indefinida 14,80 p =0,0001
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FIGURA 8 — Curva de sobrevivéncia dos forrageiros de C. cumulans (n = 330) no controle ¢
submetidos as diferentes dietas.

A sobrevivéncia mediana ¢ calculada para 50% da populagdo, ou seja, ¢ dado um valor
de dias em que metade dos individuos morreu durante o periodo de experimentacdo. Nos
bioensaios controle, dietas de cana-de-agucar, o - celulose e milho a sobrevivéncia mediana
foi indefinida, indicando que apods 40 dias de experimentacdo para esses bioensaios ndo houve
uma redugdo de 50% no ntimero de individuos de C. cumulans. Para os bioensaios com a
dieta de sementes de Brachiaria sp. e de folhas secas de graminea os valores da sobrevivéncia
mediana foram respectivamente 21 e 21,5 dias, ou seja, metade dos individuos morreu depois
desse numero de dias de experimentagdo com esses dois tipos de dieta. (TABELA 5).

Alguns estudos sobre a preferéncia alimentar de C. cumulans mostram que o0s
alimentos preferidos por esta espécie sao aqueles ricos em celulose. Fernandes e Alves (1992)
realizaram estudos sobre a escolha do alimento desta espécie em laboratério e a preferéncia
foi: toletes de cana-de-actcar, sementes de Brachiaria sp., sementes de milho secas ou
gramineas, e¢ folhas secas de grama. Contudo, os autores sO avaliaram os materiais
preferencialmente levados para o ninho. Mais tarde, utilizando a mesma metodologia
Fernandes et al. (1998) concluiram que entre 25 tipos de materiais os preferidos para a espécie
foram bagacilho seco de cana-de-agucar e cevada + arroz moidos e o material menos

carregado por C. cumulans foi as folhas secas de Brachiaria sp. Santos et al. (1996)
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analisaram a preferéncia alimentar de sete variedades de cana-de-actcar e concluiram que a
espécie C. cumulans atacou 3 dos 7 tipos de cana.

Para este trabalho foram testadas dietas elaboradas com materiais descritos como os
mais consumidos em estudos de preferéncia alimentar. Todas as dietas oferecidas nos
experimentos foram inicialmente marcadas com fezes e solo, e s6 posteriormente consumidas
pelos cupins (FIGURAS 9 A, 9 B, 9 C e 9 D). Apesar de todas as dietas terem sido
consumidas sem distin¢do, os resultados de curva de sobrevivéncia mostraram que algumas
dessas dietas foram mais eficientes para manter a espécie em laboratorio, pois permitiram que
os insetos vivessem por um periodo maior. A dieta elaborada com cana-de-a¢tcar foi a
terceira melhor com 82,5% de sobrevivéncia apds 40 dias, um dos alimentos isolados,
apontados como preferido em estudos comportamentais desenvolvidos por outros autores.
Alimentos como a graminea e sementes de Brachiaria sp, ndo foram as dietas mais
adequadas, ja que os cupins morreram antes de completar os 40 dias de experimentacdo. Estes
resultados corroboram com aqueles encontrados por Fernandes et al. (1998), os quais
mostraram que folhas secas foram as menos carregadas em laboratdrio. Esse fato pode ter
ocorrido devido tanto a fatores extrinseco como intrinseco, ou seja, do proprio
comportamento dos cupins ou da alteragdo dos componentes presentes nas dietas apds a

mistura.
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Figura 9 — A. Placa utilizada no bioensaio com a dieta de o - celulose (dieta que teve maior
sobrevivéncia dos individuos). B. Detalhe da dieta de o - celulose mostrando as marcagdes de
fezes e solo, além da parte ja consumida. C. Placa utilizada no bioensaio com sementes de
Brachiaria sp. (dieta que teve a maior mortalidade dos individuos), com marcacdes de fezes e
solo, além das partes consumidas. D. Placa utilizada no bioensaio com a dieta de cana-de-
acucar mostrando as primeiras marcagdes de fezes ou solo feitas pelos operarios.

A dieta mais apropriada para a manuten¢do da espécie C. cumulans foi a elaborada
com « - celulose, j4 que os individuos sobreviveram por mais tempo consumindo esse tipo de
alimento. Mesmo apds o periodo de 40 dias de experimentagdo, os cupins ainda sobreviveram
por mais 50 dias em laboratdrio, consumindo somente a dieta confeccionada com o - celulose.
Em contrapartida, os insetos mantidos em placas de Petri com o alimento que eles armazenam
no nucleo do ninho (experimentos controles) sobreviveram por mais 120 dias em laboratorio.
Adicionalmente, o desenvolvimento dos bioensaios utilizando placas de Petri foi bastante
interessante, ja que permitiu o célculo da mortalidade didria, o que favoreceu a comparagao

entre as dietas.
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6. CONCLUSOES

e A dieta de cana-de-aclicar mostrou-se a mais adequada para a manuten¢do de H.
tenuis, ja que foi a unica que manteve em todas as repeti¢des, os cupins vivos até 40 dias.
Além disso, com a dieta de cana-de-agticar os operarios de H. tenuis tiveram uma perda de
massa menor quando comparada as outras 4 dietas e ao controle.

e A dieta mais adequada para a manutengdo da espécie C. cumulans em laboratdrio, foi
a de a — celulose, que manteve quase 90 % dos forrageiros vivos até os 40 dias de
experimentacao.

e Nao houve contaminagdo relevante de fungos e bactérias durante o periodo

experimental.
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