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RESUMO

A dieta dos cupins € constituida por uma vasta gama de recursos, como madeira seca, plantas
herbaceas, serapilheira, fungos e liquens, e para completar sua digestao, esses insetos dependem
da manutencdo de associagdes com microrganismos para obterem sucesso na quebra da celulose
e de seus derivados. Os liquens produzem substancias com propriedades antimicrobianas
comprovadas, a exemplo do acido Usnico que tem influéncia no controle bacteriano,
principalmente bactérias Gram-positivas. O presente trabalho analisou a influéncia do &cido
Usnico sobre os simbiontes bacterianos associados ao tubo digestorio de Constrictotermes
cyphergaster. Registrou-se a presenca de sete especies de bactérias associadas ao tubo digestivo
de C. cyphergaster identificadas pelos primers 27F e 1389R para o gene rRNA 16S. O 4cido
usnico mostrou ter efeito nas concentrac@es 0.05 e 0.1 mg/ml sobre o desenvolvimento de oito
morfotipos bacterianos associados ao trato digestivo. Individuos dos géneros Staphylococcus,
Bacillus e Methylobacterium foram identificados como possuidores de representantes
potencialmente patogénicos. Os resultados mostram variagdo da composicdo de morfotipos
bacterianos entre os segmentos do trato digestorio, bem como entre as castas estudadas. Essa
variacdo pode ser explicada pelas diferentes condi¢es fisico-quimicas presentes nos segmentos
estudados. O controle do desenvolvimento bacteriano pode néo refletir a real concentracdo de
acido Usnico presente no trato digestivo dos cupins em ambientes naturais, 0 que resulta na
hipbtese de que essa substancia possa ter relacdo sinérgica com outros compostos secundarios,
de forma a otimizar o controle das popula¢fes microbianas. Estudos futuros poderao responder
como o consumo de liquens pode interferir na composicdo e densidade de microrganismos
presentes no trato digestivo de C. cyphergaster, bem como as substancias liquénicas podem ser
utilizadas por este cupim no decorrer de todo o seu processo digestivo.

Palavras-Chave: Térmitas, fenol liquénico, controle bacteriano, patogenicidade.



ABSTRACT

The termite diet consists by a wide range of features such as dry wood, herbaceous plants,
burlap, fungi and lichens, and to complete their digestion, these insects depend on maintaining
associations with microorganisms to succeed in breaking down cellulose and its derivatives.
Lichens produce substances with microbial property proven, such as the usnic acid that has an
influence on bacterial control, mainly Gram-positive bacteria. This study examined the
influence of usnic acid on bacterial symbionts associated with the digestive tract of
Constrictotermes cyphergaster. It was registered the presence of seven bacterial species
associated with the gut of C. cyphergaster identified by 27F and 1389R primers for the 16S
rRNA gene. The usnic acid has been shown to have an effect at the highest concentrations (0.05
and 0.1 mg / ml) on the development of eight bacterial morphotypes associated with the
digestive tract. Individuals of Staphylococcus, Bacillus and Methylobacterium genera were
identified as having potentially pathogenic representatives. The results show variation in the
composition of bacterial morphotypes between the segments of the digestive tract, as well as
among the studied castes. This variation can be explained by different physicochemical
conditions present in the segments studied. Control of bacterial growth may not reflect the
actual concentration of usnic acid present in the digestive tract of termites in natural
environments, which results in the assumption that the substance may have synergistic
relationship with other secondary compounds, in order to optimize the control of microbial
populations. Future studies will respond as lichens consumption can influence the composition
and density of microorganisms presente in the digestive tract of C. cyphergaster as well as the
lichenic substances can be used by this termite over its entire digestive process.

Keywords: Termites, lichenic phenol, bacterial control, pathogenicity.
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1.0 - INTRODUCAO

Os cupins desempenham um grande papel no ecossistema terrestre através da
reciclagem de biomassa celul6sica, a qual é a uma mistura de celulose, hemicelulose e lignina
(UPADHYAYA et al., 2012). Contudo, essa habilidade dos cupins depende largamente da
microbiota presente em seu trato digestivo (OHKUMA, 2008), dividindo-os em cupins
superiores e inferiores (TOKUDA et al., 2001). Aqueles chamados de inferiores dependem de
sua associacdo com protozoarios flagelados, enquanto os superiores tém associacdo com
bactérias e fungos (RADEK, 1999). A Unica fonte de celulase dos cupins superiores é a secre¢do
da mesma no intestino médio feita pelos proprios cupins (TOKUDA; WATANABE, 2007).

As associagfes simbidticas entre cupins e microrganismos compreendem diferentes
niveis quanto a sua interacdo, variando desde a cultivacao extracorporea de jardins de fungos,
até as mais intimas associacGes, com bactérias residindo intracelularmente em definidos
bacteriositios. Entretanto, a maioria dos procariotos simbiontes dos cupins estéo localizados em
seu trato digestivo, onde sdo livre-natantes, ligados com o epitélio intestinal, ou associados com
protozoarios intestinais (BRUNE, 2006). Ndo obstante, apesar dos muitos estudos sobre a
relacdo de simbiose entre insetos e microrganismos, as informagdes sobre o papel funcional
dessa microbiota intestinal ainda deixam muitos questionamentos, o que explica a grande
dificuldade em enumerar os beneficios dessa relacdo (HONGOH, 2011; PERUCHI, 2013).

Fazem parte da dieta dos cupins madeira, gramineas, plantas herbaceas, serrapilheira,
fungos, ninhos construidos por outras espécies de cupins, excrementos e carcacas de animais e
liquens, além de material organico presente no solo (LEE; WOOD, 1971; LA FAGE;
NUTTING, 1978; NOIROT, 1992; SLEAFORD et al., 1996; MIURA; MATSUMOTO, 1997,
RESENDE, 2012). Cupins do género Hospitalitermes tem maior parte de sua dieta composta
de liquens, sendo principalmente relacionada a espécies epifitas (LEE; WOOD, 1971; JONES;
GATHORNE-HARDY, 1995; MIURA; MATSUMOTO, 1997, 1998; MORAN et al., 2001).
Em ambiente de caatinga, 29 espécies de liquens crostosos, distribuidas em 14 familias e 17
géneros, foram associadas a alimentagdo de Constrictotermes cyphergaster, cupim também
abundante no cerrado brasileiro (MATHEWS, 1997; BARBOSA-SILVA, 2014).

Os liquens sé@o organismos simbioticos compostos por um ou mais fungos (micobionte)
e uma ou mais algas (fotobionte) ou cianobactérias (HONDA; VIEGAS, 1998). Esses
organismos produzem substancias com propriedades antibidticas que podem variar

qualiguantitativamente em uma mesma espécie, dependendo das condi¢fes ambientais
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(RIBEIRO et al., 2005). S&o conhecidos cerca de 630 compostos secundarios produzidos por
liquens, representados pelos acidos alifaticos, meta e para-depsideos, depdisonas, ésteres
benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos Usnicos, terpenos e derivados do
acido pulvinico (HONDA; VILEGAS, 1998). A atranorina, que demonstra excelente atividade
anti-inflamatoria (MAIA et. al., 2002) e o acido Usnico, que destaca-se por sua atividade
antimicrobiana ser demonstrada sobre varios microrganismos, principalmente bactérias Gram-
positivas (DUARTE, 2002).

O presente trabalho visou testar a influéncia do acido usnico sobre o desenvolvimento
de bactérias simbiontes de Constrictotermes cyphergaster visando compreender a

funcionalidade do consumo de liquens praticado por esses cupins.
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2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Cupins: distribuicdo e importancia ecologica

De acordo com Krishna et al. (2013), os cupins compdem a ordem Isoptera, a qual é
composta por cerca de 3.105 espécies, entre vivas e fosseis. Contudo, a relacdo filogenética
entre cupins, baratas e mantddeos foi objeto de disputas durante muitos anos. Recentemente, 0
taxon Dictyoptera foi aceito como grupo natural ou holofilético, apoiado por diversas
sinapomorfias morfoldgicas existentes entre os cupins (Isoptera), o grupo dos louva-a-deus
(Mantodea) e as baratas (Blattaria) (WARE et al. 2008; RONDON, 2015).

Os cupins fazem parte de um grupo de insetos com comportamento estruturalmente
social, organizado pela divisdo de castas, as quais diferenciam-se morfologica e funcionalmente
em suas atividades na colonia (THORNE, 1996; LIMA-RIBEIRO et al., 2006). Essas castas
podem ser polimorficas, com véarios subgrupos de individuos morfologicamente diferentes
(ROISIN; PASTEELS, 1985; MIURA; MATSUMOTO, 1995; CONSTANTINO, 2000).

A maioria das espécies de cupins vive nas regifes tropicais e subtropicais, com um
aumento gradativo em sua riqueza de géneros, variando das altas as baixas altitudes (EDWARD;
MILL, 1986; EGGLETON et al.,, 1994). Esses insetos possuem um papel ecoldgico
fundamental para a manutencao do equilibrio da regido a qual habitam, ja que desempenham a
funcdo de consumidores primarios, e também funcionando como decompositores, melhorando
a aeracdo do solo e sua capacidade de drenagem (RADEK, 1999; GUO et al., 2014). Ao ajudar
na transformacdo da matéria fresca para himus, os cupins podem afetar toda a dindmica do
carbono presente no solo, tanto diretamente, por digestdo de celulose, quanto indiretamente,
por fazer quebras de matéria morta fresca (DESOUZA; CANCELLO, 2010).

Contudo, para a digestdo da celulose, 0s cupins possuem uma larga dependéncia de
associacfes com microrganismos em seu trato digestivo, especialmente para a digestdo da
lignocelulose e outras moléculas que requerem intensa acdo enzimatica (OHKUMA; BRUNE,
2010).

2.2 - Associagao cupins e microrganismos

Assim como grande parte dos insetos, 0s cupins possuem associa¢do com bactérias em

sua cuticula, as quais podem agir como oportunistas e se tornarem patdgenos, ocasionando



16

lesbes (SILVA, 2002). Ainda em relacdo a associagdes externas, cupins da subfamilia
Macrotermitidae cultivam fungos do género Termitomyces nos chamados jardins de fungos em
seus ninhos, cuja interacdo representa grande expressividade relativa ao valor nutricional desses
fungos e a degradacdo da celulose feita pelos mesmos (COLLINS, 1980; LIMA; COSTA-
LEONARDO, 2007).

Sobre as interagbes internas, 0s micro-organismos presentes no trato digestivo dos
cupins fazem parte de trés dominios de seres vivos e estdo presentes tanto em formas aerdbicas,
guanto anaerdbicas facultativas (BRAUMAN et al., 2001). Esses agentes podem atuar como
simbiontes ou como antagonistas para micro-organismos parasitas (CURRIE; STUART, 2001,
CURRIE, 2004; NOBRE et al., 2011; MATHEW et al., 2011). E importante frisar que a
caracterizacdo taxonémica da microbiota presente no trato digestivo dos cupins ainda continua
sendo uma ciéncia em desenvolvimento (BIGNELL, 2010).

Quanto a presenca do tipo de simbionte no tubo digestivo desses insetos, 0s cupins séo
classificados em superiores e inferiores. Cupins superiores possuem simbiose com bactérias e
sdo representados apenas por uma unica familia, os Termitidae, cuja radiacdo evolutiva tem
relacdo também com sua dieta; enquanto os cupins inferiores tém simbiose com protozoarios
flagelados (BRAUMAN et al., 2001). A simbiose com bactérias destaca-se tambem pela
presenca de um sistema de castas bem definido, possuindo a rainha uma grande dilatagéo no
abdome denominada fisiogastria (GULLAN; CRANSTON, 2012). E importante destacar que
condigdes como o pH e a disponibilidade de O; e Hz, além da complexidade de seu trato
digestivo podem interferir na composicdo da microbiota associada aos cupins. Cupins
superiores possuem trato digestivo mais alongado e compartimentalizado que o trato digestivo
de cupins inferiores e condicdes fisioquimicas totalmente diferenciadas (EGGLETON, 2011,
BRUNE, 2014).

As bactérias associadas ao trato digestivo dos cupins superiores ndo sé participam da
degradacdo da celulose, como também desempenham o papel de utilizar H, e CO> para
aumentar a concentragdo de acetato no interior do trato digestorio, bem como para a
metanogénese que ocorre principalmente na parte posterior do trato digestivo do cupim, devido
a esses processos serem realizados em ambientes anaerébios (UPADHYAYA et al., 2012). A
diminuicdo de disponibilidade de O» acompanha a diminui¢do de pH e uma oscilagdo no
potencial redox (Fig. 1). Esse processo ocorre principalmente apos a valvula entérica do trato

digestivo e varia entre cupins superiores e inferiores (BRUNE, 2014).
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Figura 1 — Oscilacdes de potencial redox (Eh (mV)), potencial de hidrogénio (pH) e pressdes
de oxigénio e hidrogénio (P(kPa)) em cupins inferiores (Lower termites) e cupins superiores
(Higher termites). C (papo), M (intestino médio), ms (segmento misto), P1-P5 (segmentos

proctodeais).
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Fonte: Brune (2014).

2.3 - Constrictotermes cyphergaster

Constrictotermes cyphergaster € um cupim neotropical, conhecido por se distribuir em
ambientes do centro do Brasil, Paraguai, Bolivia e norte da Argentina (MATHEWS, 1977,
CONSTANTINO, 1998). Também presente na regido brasileira de caatinga, esse cupim é
apontado como a principal espécie a construir ninhos conspicuos (MELO; BANDEIRA, 2004;
VASCONCELLOS et al., 2007), é de ser considerada ecologicamente importante devido a sua
abundancia e a caracteristica de abrigar inquilinos no interior de seus ninhos (ARAUJO, 1970).
As principais espécies de cupins que habitam os ninhos de C. cyphergaster sdo Inquilinitermes
microcerus e Inquilinitermes fur (Termitidae: Termitinae), sendo essas inquilinos obrigatérios,
onde as mesmas se distribuem em galerias separadas de seus hospedeiros (CRISTALDO et al.,
2014).

Classificada na familia Termitidae e subfamilia Nasutitermitinae, C. cyphergaster
ocorre em ambiente de caatinga e cerrado com destaca-se tanto pela abundancia de ninhos,
quanto pelo seu padrdo de distribuicdo agregado (CUNHA et al., 2003; SENA, 2004;
BEZERRA-GUSMAO, 2008). Em suas coldnias ja foram registrados valores de até 118.800
individuos, com proporcdes entre operarios e soldados de 1:4,5 (CUNHA; BRANDAO, 2002).
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Os operérios formam trilhas expostas quando saem para o forrageio em periodo noturno, sendo
estas protegidas pelos soldados (MOURA et al., 2006; CRISTALDO et al., 2012).

Consumidor de itens alimentares que vdo de madeira seca e viva a liquens, este cupim
é responsavel por participar significativamente do ciclo do carbono, de forma a possuir em seus
ninhos cerca de 0,5% de biomassa do carbono estocado na parte aérea de sua planta suporte e
0,25% da biomassa de carbono presente na planta, em niveis de 15 centimetros acima do solo,
em regides brasileiras de caatinga (BEZERRA-GUSMAO et al., 2011).

2.4- Liquens e acidos liquénicos

O grupo dos liquens é extremamente diverso, variando desde formas muito simples até
estruturas anatdmicas muito complexas (KAFFER et al., 2010). Esses micro-organismos sdo
associacOes estaveis autossuficientes, resultantes da simbiose entre um fungo e cianobactérias
ou uma alga unicelular, um micobionte e um ou mais fotobiontes (FIGUEIRA, 2005). Como
resultado dessa simbiose, os liquens tém se espalhado em muitos habitats, desde as regides
tropicais até as polares (HONDA, 1998), isso principalmente devido a sua capacidade de
adaptacdo as adversidades e diferentes ofertas de substratos, o que Ihes proporciona uma
distribuicdo considerada como cosmopolita (DUARTE, 2002).

A partir de sua associacdao, os liquens sdo capazes de produzir substancias denominadas
“acidos ou fendis liquénicos” (CULBERSON, 1970; NASH III, 1996; BARBOSA, 2014),
conhecidos como metabolitos secundarios de comprovada atividade bioldgica (NASCIMENTO
et al., 1994). O &cido Usnico é o composto liquénico mais extensivamente estudado, desde que
foi isolado pela primeira vez em 1843 (BUSTINZA, 1951; LIMA, 2004). Nomeado como
dibenzofurano de baixo peso molecular (2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9 b-dimetil-1,3 (2H,9bH)-
dibenzofurano) (LIRA, 2007), essa substancia teve o seu potencial inibitério comprovado em
bactérias do género Mycobacteruim (HONDA et al., 2009), Pneumococcus, Streptococcus
(FALCAO et al., 2004) e também bactérias Staphylococcus spp. e Microsporum spp. (MOURA,
2013).

Embora pouco se conheca a respeito das enzimas que sintetizam essas substancias, bem
como 0s processos metabolicos existentes nessas sinteses, os acidos liquénicos tém despertado
interesse da comunidade cientifica, tanto para a utilidade terapéutica, quanto pelo seu potencial
antibiético (LIMA, 2004). Tendo em vista isso, € possivel inferir que a compreensdo da

associacao entre cupins e liquens é importante para a conservagdo de ambos 0s organismos.
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3.0- PERGUNTA E HIPOTESES

3.1 — Pergunta:

O éacido usnico pode interferir no desenvolvimento de bactérias presentes no trato digestivo de
Constrictotermes cyphergaster?

3.2 - Hipoteses

H1 — O desenvolvimento de bactérias encontradas no trato digestivo de Constrictotermes

cyphergaster € inibido pelo &cido Usnico

HO — O 4cido usnico ndo influencia no desenvolvimento de bactérias associadas ao trato
digestivo de Constrictotermes cyphergaster.
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4.0 - OBJETIVOS

4.1 - GERAL

Analisar a influéncia do &cido Usnico sobre os simbiontes bacterianos associados ao tubo
digestorio de Constrictotermes cyphergaster, visando auxiliar na compreensdo de aspectos

relativos a ecologia nutricional desse inseto.
4.2 - ESPECIFICOS

v" Investigar a riqueza de bactérias endosimbidticas no tubo digestoério de C. cyphergaster;

v Verificar a presenca de bactérias patogénicas associadas ao trato digestério de C.
cyphergaster baseando-se em revisao da literatura;

v Avaliar o efeito do acido Usnico sobre o desenvolvimento de bactérias encontradas no

tubo digestdrio e conteudo alimentar de C. cyphergaster.
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5.0- METODOLOGIA

5.1 - Caracterizacdo da darea de estudo

As amostras de cupins foram coletadas na Estacdo Experimental de Sdo Jodo do Cariri
(EESJC), com area de 381ha, localizada em uma das regides mais secas do Brasil, vinculada ao
Centro de Ciéncias Agrarias da UFPB; esta localizada no municipio de Sao Joao do Cariri na
area central do Estado da Paraiba. Inserida na mesorregido da Borborema e Microregiao do
Cariri Oriental (7°20°34”S e 36°31°50”W). A area tem altitude variando entre 400 e 600 m
(ARAUJO, 1998) e caracteriza-se como 4rea de caatinga, possuindo vegetagdo
predominantemente xerdfita, arbustivo arboreo aberta, com predominancia de Caesalpinia
pyramidalis Tul., Croton blanchetianus Mull. Arg., Combretum leprosum Mart., Jatropha
molissima (Pohl) Baill, Aspidosperma pyrifolium Mart. e Tacinga palmadora (Britton e Rose)
(BARBOSA et al., 2007). A taxa de precipitagao anual é de 400mm, com média de temperatura
de 28.5 a 35°C ¢ umidade de 70% (ARAUIJO et al., 2005).

5.2 - Procedimentos de coleta, isolamento e cultura de bactérias

Os cupins foram coletados nos anos de 2014 e 2015, no periodo noturno, durante o
retorno de seu forrageamento. Os insetos foram coletados com o auxilio de folhas de papel tipo
A4 e colocados em sacos de plastico estéreis. O material foi encaminhado para o Campus II da
Universidade Estadual da Paraiba imediatamente sua coleta.

Para isolamento da microbiota bacteriana 20 operarios e 20 soldados de cupins
pertencentes a dois ninhos de C. cyphergaster, foram esterilizados superficialmente via imersao
em solucdo de 0,5% de hipoclorito de sddio e etanol 70% por 5 min, sendo entdo lavados
mediante sucessivos banhos de imersao em dgua destilada estéril durante 5 min. Em seguida,
os tubos digestivos desses térmitas foram extirpados sob esteromicroscopio e transferidos para
tubos de ensaio contendo 100 pl de solucdo salina a 0,8% estéril.

Apos a esterilizacdo, o tubo digestivo de cada casta foi seccionado em duas partes: papo
e panca. O contetido alimentar destes segmentos foram, macerados isoladamente com auxilio
de um pistilo e utilizados para o isolamento de colonias apos diluicdes seriadas em aliquotas de
50 pl de 4gua destilada. As amostras foram ressuspendidas em 9 ml (diluicdo 1:10) de agua

destilada estéril e homogeneizadas com agitagdo manual por 2 minutos. Em seguida foram
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feitas dilui¢des seriadas decimais em solugdo salina estéril (10" a 10°®), seguido da inoculagio
de 0,1 ml da amostra diluida sobre o meio de cultivo dgar e semeadas com al¢a de Drigalski.
Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra (ARAUJO, 1998) e cultivadas
até o surgimento das colonias. As colonias que cresceram isoladamente foram repicadas e, em
seguida, caracterizadas morfologicamente (cor, formato da coldnia e tamanho). A purificagao
das colonias foi feita por semeadura de estrias compostas, utilizando-se o mesmo meio e
condigdes de cultivo do isolamento, com temperatura de 35°, controlada em estufa

bacterioldgica (MELO et al., 2006).

5.3 - Identificagdo, extragdo de DNA, amplificagdo e sequenciamento

As amostras foram submetidas ao processo de colora¢do de Gram para certificagdo dos
procedimentos de extracdo que deveriam ser adotados para as bactérias Gram negativas ou
Gram positivas.

A purificagdo das amostras ocorreu através de sua repicagem em meio liquido e
encubadas para desenvolvimento durante o periodo de 48 horas. Apos esse periodo as amostras
foram centrifugadas para extracdo do seu DNA, realizado segundo o protocolo para bactérias
Gram negativas do kit de extracdo de DNA PureLink Genomic DNA Kits®.

O DNA bacteriano foi amplificado através de PCR, usando um termociclador PTC-200
(M1J Research), com Ex-Taq polymerase (Takara), seguindo o programa:

e 2 min de desnaturagdo inicial a 95 °C seguido por 12 ou 18 ciclos de
desnaturagdo (30s a 95 °C);

e Anelamento (60s a 45 °C, 50 ou 55 °C);

e Extensdo (4 min a 72 °C), com extensao final a 72 °C por 10 min.

e As concentragdes dos tampdes e primers foram de 0.1 ng ul! e 1 uM,
respectivamente.

Apo6s a amplificagdo e confirmagdo da PCR, feita por gel de agarose, o DNA dos
1solados bacterianos foi amplificado com os primers 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e
1389R (ACGGGCGGTGTGTACAAGQG) para o gene rRNA 16S. O alinhamento das sequencias
5'- 3" (Forward) e 3' - 5' (Reverse) de cada isolado, gerou uma sequéncia "full length" de todo
o segmento génico, abrangido pelo respectivo par de primers. O DNA foi encaminhado para
sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento de DNA (RPT 01B) CPqGM/Fiocruz, Salvador,
BA.



23

5.4 - Testes com acidos liquénicos

Os morfotipos bacterianos isolados foram submetidos a tratamentos em placas de elisa
contendo meio de cultura liquido do tipo nutrient broth e &4cido usnico, em diferentes
concentragdes dessa substancia (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 mg/ml), sendo todas as concentragdes
analisadas em intervalos de tempo de 0, 12, 24, 36 e 48 horas. Os testes foram feitos em
triplicatas para cada morfotipo, garantindo a confiabilidade estatistica dos testes, quando
comparados ao controle. O controle foi feito com apenas o meio de cultura, junto com DMSO
(B), os morfotipos suspensos apenas ao meio de cultura liquido (C-) e microrganismos

suspensos ao meio, junto com DMSO (C+).

5.5 - Analise de dados

A acdo do cido Usnico no desenvolvimento das bactérias foi avaliada através da analise
de variancia ANOVA para verificacdo do nivel de significancia referente ao controle do
crescimento bacteriano pela acdo do acido usnico. Também foi realizado teste de Tukey, para
analisar os niveis de significancia existentes entre as comparacfes dos diferentes grupos de
resultados, nas diferentes concentrac6es do acido Usnico.

A analise das sequéncias geradas no sequenciamento genético foi feita no banco de
dados do NCBI, onde as amostras com maior pontuacdo de identidade (acima de 85%) foram
selecionadas. A seguir, foi feita uma revisao de literatura para avaliar a patogenicidade das
bactérias identificadas.

As analises foram feitas no Software R Development Core Team (2011).
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6.0 - RESULTADOS

Considerando quantitavivamente os morfotipos bacterianos do estudo (30), a maior
abundancia desses simbiontes ocorreu no papo de operarios e panca de soldados, enquanto que
a maior variedade de morfotipos foi encontrada no papo e panca de operarios (Tab. 1).

Os morfotipos bacterianos assinalados de 1 a 17 apresentaram um produto de
amplificacdo entre 1400 e 1500pb, com exce¢do do morfotipo Bact. 006 (Fig. 2), indicando alta
concentracdo de amplicons. Os demais morfotipos bacterianos ndo apresentaram boa
amplificacdo, apesar de todas as amostras apresentarem DNA suficiente, com excecdo dos
morfotipos 019 e 023, com bandas acima de 2071 pb (Fig. 3). Todos os morfotipos que
mostraram efeito significativo de inibicdo do seu desenvolvimento pelo &cido Usnico obtiveram
produto de amplificacdo de 1500bp (Tab. 3).

Tabela 1 - Abundancia colonial dos morfotipos bacterianos registrados no tubo digestivo de
Contrictotermes cyphergaster em regido semiarida, NE do Brasil.

Morfotipos Soldados Operarios
Papo Panca Papo Panca

1 5 - 12 1
2 - - 2 )
3 - - 1 ]
4 2 14 13 ]
5 3 _ 1
6 - 1 R
! - - 1

8 - 3 ] i
9 - - 1 R
10 i . ;
11 ) ) .
12 1 - i
13 - 1 ) i
14 i 5 ] ;
15 i - ) .
16 i i ) .
17 i ) .
18 - - 27 )
19 - - 6 )
20 - _ 2 1
21 - - 2 )
22 - 1 1 ]
23 - - . 1
24 3 - ) i
25 2 20 1 i
26 : 1 ) ;
27 - _ 5 1
28 i ] ‘ .
29 - - 1 -
30 7 . 5 1
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Abundancia total 20 45 76 16
Riqueza total 6 8 17 13

O sequenciamento permitiu apenas obter sete sequéncias com tamanho superior a 1000
pb e cuja cobertura no Blast (Query-Cover) estivesse acima de 65%. Para este critério registrou-
se 0s géneros Staphylococcus, Terrabacter, Bacillus e Methylobacterium (Tab. 2). Nao foi
possivel obter sequenciamento com grau de confiabilidade consideravel para se afirmar a quais

espécies/géneros de bactérias as demais amostras seriam correspondentes.

Figura 2 — Resultado de PCR, 100pb, para os morfotipos bacterianos 1 a 17, isolados do
sistema digestdrio de Constrictotermes cyphergaster em regido semiarida, NE do Brasil.

Bact. 001

Bact. 002
Bact. 005
Negative Control
Bact. 008

Bact. 010
Negative Control
Bact. 011

Bact. 012

Bact. 13
Negative Control

Negative Control

l ( Ladder 100 pb

Ladder 100 pb

Figura 3 — Resultado de PCR, 100pb, para os morfotipos bacterianos 18 a 30, isolados do
sistema digestdrio de Constrictotermes cyphergaster em regido semiarida, NE do Brasil.

Bact. 018
Bact. 020
Bact. 021
Bact. 023

Bact. 025
Bact. 026
Bact. 027

Ladder 100 pb
Bact. 029
Bact. 031

8
[N
i -
- -

2071 pb - 2071 pb

Tabela 2 - Morfotipos bacterianos do tubo digestivo de Constrictotermes cyphergaster €
respectivas espécies de bactérias, identificadas através de sequenciamento.
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Morfotipo

Descri¢éo (NCBI) Max.
Pontuacao

Pontuacéo
Total

Query
Cover

Ident.

Acesso

22

23

24

26

27

29

Staphylococcus
saprophyticus strain SPLN2
16S ribosomal RNA gene,
sequéncia parcial
Terrabacter sp. THG-e54
16S ribosomal RNA gene, 2141
sequéncia parcial

Bacillus cereus strain LW30

16S ribosomal RNA gene, 2204
sequéncia parcial
Methylobacterium
radiotolerans strain P 16S
ribosomal RNA gene,
sequéncia parcial

Bacillus licheniformis strain
V39.29f 16S ribosomal
RNA gene, sequéncia
parcial

Staphylococcus
saprophyticus subsp. bovis
strain W12B_6.2 16S
ribosomal RNA gene,
sequéncia parcial

Bacillus cibi strain ASR-5
16S ribosomal RNA gene, 2006
sequéncia parcial

2270

1748

599

780

2270

2141

2204

1748

1100

1076

2006

96%

95%

94%

99%

73%

67%

93%

99%

98%

98%

92%

88%

94%

95%

KT818801.1

KF314196.1

KT803098.1

AY616142.1

KT720302.1

KT720173.1

KP866879.1

Tabela 3 — Concentracdes inibitorias minimas (MIC) do acido Usnico sobre o
desenvolvimento de morfotipos bacterianos simbiontes do sistema digestério de
Constrictotermes cyphergaster em regido semiarida, NE do Brasil.

Morfotipo (m'\g;r(r:ll) Dv P
3 0.025 0.00819 0.02114
3 0.05 0.00773 0.00137
3 0.1 0.0077 0.00852
4 0.05 0.00792 0.00315
4 0.1 0.00776 0.00063
5 0.025 0.00762 0.00224
5 0.0125 0.00796 0.00129
5 0.05 0.0076 0.00201
5 0.1 0.00758 0.00126
7 0.0125 0.00849 0.01287
7 0.025 0.00813 0.00205
7 0.05 0.00794 0.00048
7 0.1 0.0078 0.00018
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8 0.025 0.00798 0.00046
8 0.1 0.00763 0.00185
11 0.0125 0.00854 0.00755
11 0.05 0.00761 0.00734
11 0.1 0.00759 0.00363
11 0.025 0.00758 0.00109
13 0.05 0.00758 0.00032
13 0.025 0.00758 0.00105
14 0.025 0.00764 0.00042
14 0.1 0.00758 0.00362

Observou-se efeito positivo do acido Usnico na inibicdo do desenvolvimento de oito
morfotipos bacterianos simbiontes, registrando-se o morfotipo 4 como o mais frequente entre
as castas analisadas (Tab. 1). Houve variacdo do efeito das concentra¢des do extrato testado em
diferentes morfotipos de bactérias (Tab. 3), verificando-se que os morfotipos 5, 7 e 11 foram
inibidos significativamente em todas as concentrac@es testadas de acido Usnico. Na figura 4
destacam-se os morfotipos bacterianos que foram inibidos com maior significancia, ou seja,

que tiveram menor desenvolvimento quando expostos ao acido usnico.

Figura 4 — Relagdo do efeito das concentracdes de acido usnico no desenvolvimento de
morfotipos bacterianos simbiontes do tubo digestorio de Constrictotermes cyphergaster em
funcdo do intervalo de tempo em regido semiarida, NE do Brasil.

Morfotipo 3 Morfotipo 7

12 1 — T 2 8 12 7
o — T2 -
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g 08 1 - Eg E 08 T4
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7.0 - DISCUSSAO

A variacdo morfotipica de microrganismos que ocorreu tanto em diferentes sec¢des do
trato digestivo dos cupins, quanto entre as castas estudadas, pode ser explicada pelas diferentes
condi¢cBes do ambiente no qual os microrganismos se distribuiam. Sabe-se que condicBes
fisioquimicas e morfoldgicas do trato digestivo dos cupins interferem na composicédo e
organizacdo da microbiota ali presente (OHKUMA; BRUNE, 2011). Entretanto, é preciso
destacar que se faz necessario maior niUmero de amostras para se verificar maior nimero de
variacoes das que foram registradas.

A inibicéo significativa de crescimento dos oito morfotipos bacterianos nas diferentes
concentragdes de acido Usnico talvez ndo traduza a real concentracdo dessa substancia no trato
digestivo dos cupins no momento em que se alimentam dos liquens, tendo em vista que diversos
fatores (como a disponibilidade de liquens e o tempo de forrageio) podem interferir na
quantidade do &cido liquénico ingerido por cada individuo.

Barbosa-Silva (2014) mostrou uma concentracdo maior de &cido Usnico no trato
digestivo dos individuos de C. cyphergaster quando comparada a encontrada nos 29 liquens
consumidos por essa espécie, em diferentes periodos do ano. E possivel que nio apenas uma
substancia, em determinada concentracdo, atue no controle da populacdo bacteriana presente
no trato digestivo dos cupins, mas varias substancias em sinergia. Falcdo et al. (2002) atribuiram
atividade antibiotica do &cido Usnico quando em associacao sinérgica com o acido salazinico,
sendo esses &cidos extraidos de Ramalina sorediosa.

O consumo dos liquens pode ter uma relacdo direta com as substancias as quais 0s
mesmos produzem, sendo essas possivelmente necessarias para o controle da populacdo
bacteriana do trato digestivo de C. cyphergaster. Moura (2013) verificou a atividade
antimicrobiana do acido Usnico puro e extrato liquénico de Cladonia substellata sob o
desenvolvimento bacteriano de amostras de Staphylococcus, registrando atividade
antimicrobiana em todos os isolados estudados com concentragdo inibitéria minima 0,25-
mg/ml-0,0019mg/ml.

O efeito antibacteriano do acido Usnico também foi registrado para isolados de varias
bactérias dos géneros Pneumococcus, Staphylococcus e Streptococcus (MARSHAK, 1947
MARSHAK et al., 1947; BARRY et al. 1947; BUSTINZA, 1951; XAVIER-FILHO; RIZZINI,
1976). Diante dos resultados aqui observados, hipotetiza-se que o controle de microrganismos

feito pelo &cido Usnico seja importante para a manutengdo da simbiose existente entre 0s cupins
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e esses microrganismos, na medida em que a reducdo da populagéo bacteriana acaba por reduzir
as chances de patologias advindas desses microrganismos.

Entre as sete bactérias identificadas no sequenciamento, seis foram classificadas como
organismos que podem possuir patogenicidade, Finkler (2011) aponta bactérias do género
Bacillus como um dos grupos de bactérias entomopatogénicas mais conhecidos, enquanto que
0 género Staphylococcus nédo é citado como um género de entomopatogenicidade conhecida e
necessita de uma medicdo de sua toxicidade, para definir um nivel aceitavel para aplicacdo no
inseto susceptivel. A bactéria Bacillus cereus caracteriza-se como um entomopatogeno, devido
ao seu habito saprofitico no solo e parasita em algumas linhagens de insetos (HABIB;
ANDRADE, 1998; AZAMBUJA et al., 2009). Enquanto isso, Yoon et al. (2005) né&o
encontraram informacdes sobre a entomopatogenicidade de Bacillus cibi, além de isolados
bacterianos de Terrabacter, diferente do observado para B. licheniformis, que é encontrada
ocasionalmente como patdgeno de bovinos e ovinos (GOMES, 2013). Além disso, bactérias do
género Methylobacterium foram descritas como causadoras de infecgdes associadas a humanos
(RIT et al. 2015; LAl et al., 2011). Quanto a Terrabacter, ndo foram encontrados registros de

patogenicidade referente as bactérias desse género.
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8.0 - CONSIDERACOES FINAIS

e Espécies dos géneros Bacillus, Staphylococcus, Terrabacter e Methylobacterium foram
identificadas e associadas a riqueza bacteriana do trato digestivo de C. cyphergaster.

e De acordo com registro da literatura, os isolados bacterianos encontrados associados ao
trato digestivo de C. cyphergaster tém status patogénico;

e O 4cido usnico pode agir no controle de bactérias presentes no trato digestivo de C.
cyphergaster.

e Os dados obtidos destacam a necessidade de estudos posteriores com maior universo
amostral, de forma a possibilitar a determinacdo do efeito de substancias liquénicas na

riqueza bacteriana associada ao trato digestivo de C. cyphergaster.
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