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RESUMO

Este estudo avaliou a riqueza micotica de ninhos e do conteudo alimentar dos cupins
Constrictotermes cyphergaster Silvestri, Microcerorotermes spp. e Nasutitermes spp.,
verificando se existe especificidade de relagcdo entre os fungos ocorrentes nos ninhos e os
cupins estudados. O material de estudo foi coletado em ambiente de Serra, no estado da
Paraiba, entre 0s meses de ago a out/2011. Quinze ninhos ativos foram avaliados, cinco de
cada cupim, além do contetdo alimentar de 60 operarios de cada cupim. As amostras dos
ninhos foram homogeneizadas individualmente e o canal alimentar dos operérios foi
extirpado em esteriomicroscopio optico para avaliacdo do contetdo alimentar. Esse material
foi semeado em placas de Petri esterilizadas em meio BDA, as quais foram armazenadas em
temperatura ambiente durante seis dias, quando foram identificados e quantificados os
microorganismos. Vinte e uma espécies fungicas foram identificadas no estudo. Penicillium,
Aspergillus e Trichoderma foram os géneros mais frequentes em todos 0s substratos
analisados. O indice de Shannon mostrou maior diversidade de fungos nos ninhos de
Microcerotermes spp. Verificou-se maior similaridade micética entre os ninhos de
Nasutitermes spp. e Microcerotermes spp. (Sj = 0,67). A riqueza e abundancia micética do
contetdo alimentar dos cupins é diferente da observada nos ninhos, e com excegdo de C.
cyphergaster, os ninhos de Microcerotermes spp. e Nasutitermes spp. mostraram maior
riqueza quando comparados ao seu contetdo alimentar. A micobiota fungica observada nos
ninhos e no conteudo alimentar dos cupins podem ser resultantes, respectivamente, das
atividades de forrageamento que os térmitas desenvolvem fora dos termiteiros, bem como da
alimentacdo ingerida pelos cupins. Embora néo se tenha constatado nenhuma evidéncia de
especificidade na associacdo entre os fungos ocorrentes nos ninhos e o0s cupins avaliados, 0s
resultados obtidos mostram que a micobiota associada aos cupins € composta por fungos
Ascomicetos com propriedades lignocelulésicas, corroborando a importancia ecoldgica dos
ninhos de cupins como microhabitats para os fungos.

Palavras - chave: Micobiota; Termiteiros; Cupim Neotropical.



ABSTRACT

This study evaluated the fungal richness of the contents of nests and feed on termites
Constrictotermes cyphergaster Silvestri, Microcerorotermes spp. and Nasutitermes spp.,
checking if there is specific relationship between fungi occurring in nests and termites
studied. The study material was collected in an environment of Sierra, state of Paraiba,
between the months Aug. Out /2011. Fifteen active nests were evaluated, five from each
termite, and the food content of 60 workers each termite. The samples were homogenized
individually from nests and alimentary canal workers was extirpated in esteriomicroscopio
optical assessment of food contents. This material was sown in sterile Petri dishes on BDA
medium, which were stored at room temperature for six days when they were identified and
quantified microorganisms. Twenty-one fungal species were identified in the study.
Penicillium, Aspergillus and Trichoderma were the most frequent in all substrates examined.
The Shannon index showed greater diversity of fungi in the nests of Microcerotermes spp.
There was greater similarity between the fungal nests of Nasutitermes spp. and
Microcerotermes spp. (Sj = 0.67). The richness and abundance of fungal food contents of the
termites is different from that observed in the nests, and with the exception of C.
cyphergaster, the nests of Microcerotermes spp. and Nasutitermes spp. showed greater wealth
when compared to their food content. The fungal mycobiota observed in the nests and the
food content of termites can be derived, respectively, of the foraging activities of termites out
of termite mounds develop, as well as the food eaten by termites. Although there has found no
evidence of specificity in the association between fungi occurring in termite nests and
evaluated, the results show that the mycobiota associated with termites is composed of
lignocellulosic fungi Ascomycota properties, supporting the ecological importance of termite

nests as microhabitats for fungi.

Keywords: Mycobiota; Mounds; Neotropical termite
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1. INTRODUCAO

Os cupins formam sociedades e vivem em col6nia dentro de sistemas de ninhos,
construidos pela juncdo de particulas do solo, fezes e saliva. Os ninhos podem ser
subterraneos, epigeos ou arboricolas, constituindo-se num ambiente Umido e rico em
matéria organica, armazenando representantes de todas as classes de fungos (SANDS,
1969; SILVA; BANDEIRA, 1999).

Apesar de produzirem suas proprias enzimas digestivas 0s cupins sdo incapazes
de digerirem sozinhos a lignocelulose ingerida da madeira, absorvendo dela apenas a
matéria sintetizada por microrganismos decompositores (BANDEIRA, 1983). Sendo
assim, € possivel observar mdltiplas associacBes simbioticas entre térmitas e
microorganismos, que utilizam o tubo digestério e os ninhos dos cupins como habitat
(CORREIA et al., 2008). Tais relagdes simbidticas tiveram um papel essencial na
evolucdo dos térmitas, ja que estas lhes proporcionaram novas vias metabolicas de
processamentos de carbono e fixacdo de nitrogénio a partir da quebra dos componentes
lignoceluldsicos sob acdo dos microorganismos simbiontes (LIMA; COSTA-
LEONARDO, 2007).

O estudo dessas interagdes tem despertado o interesse de diversos pesquisadores
(COOK; SCOTT, 1933; HENDEE 1933, 1934; HUNGATE, 1940; SANDS, 1969).
Contudo, até 0 momento, os trabalhos relacionados a associa¢des entre cupins e fungos
encontram-se concentrados na subfamilia Macrotermitinae, cupins originarios da Africa
ou Asia (CORREIA et al., 2008). Nos ninhos desses cupins foram registradas dezenove
espécies fangicas do género Termitomyces, verificando-se aqui o mais alto nivel de
especializacdo da associacdo entre fungos e cupins, com os caracteristicos jardins de
fungos (SANDS, 1969). Outros trabalhos focaram o controle bioldgico de cupins
através do uso de fungos entomopatogénicos e os beneficios dos fungos decompositores
da lignocelulose para os cupins colonizadores de madeira (HENDEE 1933, 1934,
PASSQOS, 2009).

No Brasil, sd0 escassos 0s estudos que apontem aspectos bioecoldgicos dos
cupins, e, em se tratando da composi¢do micoética dos ninhos e do contetdo alimentar
desses insetos, destaca-se apenas o trabalho de Barbosa-Silva et al. (in preparagéo). Os
autores registraram, em ambiente natural de caatinga, 12 espécies fungicas em ninhos
ativos e sete em ninhos abandonados de Constrictotermes cyphergaster (Silvestri,

1901). Registraram-se ainda, duas espécies fungicas associadas ao conteido alimentar
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desse térmita. Contudo, varias lacunas ainda norteiam o conhecimento ecoldgico dessa
associacao.

Em ambiente de Caatinga, estudos sobre a termitofauna s@o emergentes, visto
que o bioma encontra-se em ritmo acelerado de devastacdo por agdo antrépica. Ainda
assim, 0s cupins apresentam grande abundancia nesse bioma, contribuindo
significativamente para vitalidade dos ecossistemas terrrestres (FONTES; BERTI
FILHO, 1998). Algumas espécies como C. cyphergaster, Microcerotermes spp. e
Nasutitermes spp. destacam-se por seus ninhos conspicuos e suas peculiaridades
ecoldgicas nesse ambiente.

Microcerotermes spp. € um cupim comum em matas nativas, podendo ser
encontrado em diversos habitats (BANDEIRA et al., 2003). Esses cupins se alimentam
de plantas vivas, nas quais instalam seus ninhos, podendo também comer vegetacGes
dos arredores. Seus ninhos sdo cartonados e rigidos, geralmente arboricolas, mas
ocasionalmente epigeo (CONSTANTINO, 1999)

Nasutitermes € o género de cupins com 0 maior nimero de espécies no mundo,
apresentando maior diversidade na regido neotropical (CONSTANTINO, 1999), além
de representar o taxon com maior ndmero de espécies construtoras de ninhos
conspicuos. Sdo essencialmente xiléfagos e forrageiam sob solo a procura de madeira
morta, preferencialmente seca e em decomposicdo (MARTIUS, 1994).

O cupim C. cyphergaster é construtor de ninhos arboricolas (MATHWES,
1977). Seus ninhos sdo construidos com solo umedecido e saliva, variando sua
coloragéo de acordo com o tipo de solo onde se encontram, observando-se do vermelho
em tom de cobre até um cinza bem claro. Na caatinga sdo facilmente visualizados,
ocorrendo principalmente sobre arvoretas, arbustos e sobre pedras (BEZERRA-
GUSMAO, 2008).

Percebendo as varias lacunas sobre as associa¢fes de cupins e os fungos nos
seus ninhos, e sabendo do relevante papel ecolégico que essas interagBes apresentam,
esse trabalho buscou examinar a possibilidade de alguns grupos fangicos apresentarem
uma especificidade na sua relacdo com determinada espécie de cupim, ou ainda se
alguns representantes fungicos estdo mais associados aos térmitas do que outros. O
estudo representa uma acdo pioneira, trazendo uma avaliacdo da riqueza fungica
associada aos trés diferentes cupins ralatados, ampliando o conhecimento sobre a

ecologia da termitofauna no territorio brasileiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

+ Verificar a riqueza fungica associada aos ninhos e ao contedo alimentar dos
cupins Constrictotermes cyphergaster, Microcerorotermes spp. e Nasutitermes
spp., visando observar se existe especificidade entre os fungos ocorrentes e 0s

cupins estudados.

2.2 Objetivos Especificos

% Identificar os fungos associados aos ninhos e ao contetdo alimentar de cada uma
das espécies avaliadas;

% Comparar a micobiota existente nos ninhos e no contetdo alimentar dos
diferentes cupins;

% Observar se algum fungo ou grupo especifico de fungos estd associado

exclusivamente a uma espécie de cupim.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os cupins: importéncia ecologica

Os cupins sdo insetos eussociais compreendidos na ordem Isoptera,
comportando aproximadamente 2.876 espécies descritas no mundo (CONSTANTINO,
2010). No Brasil foram registradas 534 espécies, distribuidas em quatro familias,
Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae, a Gltima contemplando
cerca de 80% das espécies conhecidas (NOIROT, 1995). Acredita-se, contudo, que este
numero esteja subestimado.

Amplamente distribuidos em areas tropicais e temperadas do mundo, entre 0s
paralelos 52° N e 45° S (FONTES, 1995), os cupins apresentam grande importancia
ecologica para os ecossistemas florestais, principalmente devido as modificagdes que
podem causar na paisagem e nas propriedades fisicas e quimicas do solo, além de
apresentarem significativos efeitos no processo de decomposicdo e ciclagem de
nutrientes (HOLT; LEPAGE, 2000; COSTA-LEONARDO, 2002).
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A grande abundancia dos cupins nos ecossistemas, associada a existéncia de
diferentes simbiontes intestinais, confere a estes insetos a possibilidade de desempenhar
importantes papéeis como superdecompositores e auxilio no balango Carbono-Nitrogénio
(HIGASHI; ABE, 1997). Algumas espécies possuem simbiontes intestinais capazes de
fixar nitrogénio atmosférico (BREZNAK et al.,1973; TAYASU et al., 1994). De acordo
com Black e Okwakol (1997), os cupins podem ser responsaveis por liberar até 2% do
didxido de carbono global e 15% do metano, interferindo assim em padrées climaticos
locais, sendo considerados fundamentais em varios processos ecoldgicos, representando

um grupo de organismos essenciais para a manutengdo da biodiversidade.

3.2 Os ninhos de Cupins

Os cupins, de maneira geral, sdo considerados excelentes arquitetos, tanto pela
grande variedade de tipos de ninhos produzidos, quanto pela complexidade que seus
ninhos apresentam (ELEOTERIO, 2000). Esses ninhos constituem-se num sistema
fechado, exibindo conexdes minimas com o meio externo (NOIROT; DARLINGTON,
2000). Segundo Alves e Almeida (1995), a temperatura interna do termiteiro € mantida
em 20 °C atraves de um sistema de ventilacao e retengdo de umidade em torno de 96%.

Noirot e Darlington (2000) consideram que a diversidade de ninhos de cupins é
resultado da evolucdo da vida social desses insetos, que proporcionou o aumento do
tamanho da colbnia, a diversificacdo de fontes de alimentos e estratégias de
alimentacdo, além das respostas adaptativas a forcas seletivas, especialmente para a
criagdo de um microclima adequado para a vida dos cupins e de defesa da col6nia
contra a predacao.

Geralmente os cupins fazem ninhos bem definidos, que podem ser subterraneos
(de 20 cm a mais de 4 m de profundidade), epigeos (monticulos ou “murunduns”) ou
arboricolas (“cabega de negro”). Os cupinzeiros epigeos sdo os mais estudados, por
serem bem visiveis e em grande nimero (WILCKEN, 2000).

Para a construcdo dos ninhos os cupins utilizam particulas do solo e
excrementos, ou a mistura de ambos. As particulas de solo sdo transportadas nas
mandibulas e umidificadas com saliva ou material fecal (EMERSON, 1938; NOIROT;
DARLINGTON, 2000). Muitas vezes a escolha do local de construcdo depende da
oferta de alimento, enquanto que o tamanho do ninho e de sua populacdo depende da
espécie (LEE; WOOD, 1971; LEPAGE; DARLINGTON, 2000). Foi observado que
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durante o crescimento da colbnia, o ninho sofre um aumento gradativo no tamanho e
muitas vezes também muda visivelmente na estrutura e na localizacdo, o que pode
favorecer a construcdo de ninhos policalicos (NOIROT; DARLINGTON, 2000;
LEPAGE; DARLINGTON, 2000; BEZERRA-GUSMAO et al. 2009).

Para os cupins subterrdneos as proporcOes entre areia, silte e argila, e sua
distribuicdo no perfil do solo, representam um fator limitante para construcdo dos
ninhos. Solos com boa quantidade de argila sdo mais facilmente trabalhados pelos
cupins, enquanto que os solos arenosos dificultam a sustentacdo dos ninhos e dos tuneis
(LEE; WOOD, 1971).

Em decorréncia dos materiais incorporados aos ninhos e do habito de se
acumular alimentos no interior dos termiteiros como forma de protecdo contra os
inimigos, a estrutura dos ninhos constitui-se num ambiente rico em compostos
organicos e inorganicos (BANDEIRA, 1983). Esses compostos sdo devolvidos ao solo
durante os processos de decomposi¢do dos ninhos, indicando a importancia dos cupins
no processo de ciclagem dos elementos quimicos nos ecossistemas (GARNIER-
SILLAM; HARRY, 1995). Bezerra-Gusmao et al. (2010) observaram que ninhos ativos
de C. cyphergaster comportam grande quantidade de elementos como Fe, Mn, Cu, Zn,
P, K, Na, Ca e Mg, com maior concentra¢cdo de macronutrientes na por¢éo interna dos
ninhos. Para esse cupim, a estacdo chuvosa é considerada essencial na construcéo e
abandono dos termiteiros, pois o periodo oferece condic¢des vegetativas favoraveis para
protecéo e deslocamento dos cupins (BEZERRA-GUSMAO, 2008).

3.3 Alimentacao dos cupins

Os cupins possuem um aparelho bucal do tipo mastigador (GRASSE, 1949) e,
embora geralmente assuma-se que todos sejam consumidores de madeira, estes insetos
exploram uma grande diversidade de material organico em varios estagios de
decomposicdo. Muitos se alimentam de madeira (viva ou morta), outros consomem
gramineas, plantas herbaceas, serrapilheira, fungos, ninhos construidos por outras
espécies de cupins, excrementos e carcacas de animais, liquens e até mesmo material
organico presente no solo (himus) (LEE; WOOD, 1971; WOOQOD, 1978; EDWARDS;
MILL, 1986; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). Os cultivadores de fungos se

restringem a subfamilia Macrotermitinae.
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De acordo com habito alimentar os cupins sdo classificados principalmente
como xilofagos (consomem madeira), humivoros (comedores de solo), intermediarios
(interface xiléfago-humivoros), folifagos, fungivoros e comedores de musgos e liquens
(WOOD, 1978; BIGNELL; EGGLETON, 2000).

Muitas das fontes alimentares dos cupins séo ricas em lignina e em carboidratos,
especialmente celulose, mas pobres em vitaminas, proteinas e outras formas de
nitrogénio organico (MOORE, 1969). A lignina, que fornece carboidratos extras para 0s
cupins, ndo é completamente degradada durante a passagem pelo canal alimentar dos
cupins (BREZNAK; BRUNE, 1994), e a nutri¢do desses insetos depende do auxilio de
microorganismos simbidticos.

Os cupins da subfamilia Macrotermitinae cultivam fungos do género
Termitomyces em jardins especiais. Estes fungos apresentam um alto valor nutricional e
suas enzimas provavelmente contribuem para a digestdo da celulose, em graus variaveis
entre as diferentes espécies de cupins. Outros cupins classificados como inferiores
digerem celulose com a ajuda de flagelados simbiontes associados ao seu intestino.
Varias bactérias também auxiliam no mecanismo de digestdo dos térmitas (RADEK,
1999).

Na coldnia de cupins alguns individuos sdo incapazes de se alimentarem
sozinhos, recebendo alimentacdo dos operarios. Dois tipos de alimentacdo sao
observados entre 0s cupins: estomodeal e proctodeal. A alimentagdo estomodeal pode
ser saliva ou alimento regurgitado, sendo este o Unico nutriente dos individuos
reprodutores. A alimentacdo proctodeal consiste de excre¢Bes liquidas, ricas em
simbiontes. Esse Ultimo tipo de alimentacdo foi descrita para os cupins inferiores, 0s
quais apresentam uma fauna intestinal composta por protozoarios flagelados (LIMA;
COSTA-LEONARDO, 2007).

3.4 Associacao entre cupins e fungos

As interacdes entre fungos e cupins foram objeto de varios estudos (HENDEE
1933, 1934; COOK; SCOTT, 1933; HUNGATE, 1940, SANDS, 1969). Essas
interacdes ocorrem em varios grupos de cupins, variando entre os térmitas inferiores e
superiores. Em alguns casos, os fungos desempenham um papel importante na nutricdo
dos cupins, podendo influenciar na sobrevivéncia e no desenvolvimento de castas
desses insetos (BIGNELL, 2010).
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Representantes de todas as classes de fungos sé@o encontrados associados aos
cupins (SANDS, 1969). A presenca desses organismos junto aos térmitas, muitas vezes
tem sido relatadas como benéfica para os cupins, sendo muitos térmitas
nutricionalmente dependentes desses microorganismos (SANDS, 1969). Contudo, as
associacdes entre fungos e cupins sdo de diferentes tipos: comensais, parasiticas,
predatorias, mutualisticas, de nutricdo, saprofitismo e de transporte de fungos pelos
cupins (SANDS, 1969; BRIAN, 1983; DEJEAN; BOLTON, 1995; DEJEAN et al.,
1997; LEPONCE et al., 1999).

Na subfamilia Macrotermitinae (Termitidae) a associagdo entre cupins e fungos
alcancou seu mais alto nivel de especializacdo. Esses cupins cultivam fungos do género
Termitomyces em nos chamados jardins de fungos. Tais fungos apresentam um alto
valor nutricional e suas enzimas provavelmente contribuem para a digestdo da celulose,
em graus variaveis nas diferentes espécies de cupins. A existéncia desse mutualismo
entre cupins e fungos proporcionou aos térmitas um aproveitamento mais eficiente de
nitrogénio e energia, sem serem limitados pela quantidade de simbiontes que seu
intestino pode comportar (LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). Ninhos abandonados
de Macrotermitinae geralmente apresentam os jardins de fungos cobertos por espécies
fangicas do género Xylaria (VISSER et al., 2009).

Quando associados a madeira os fungos podem influenciar na palatividade do
substrato, produzindo compostos que atuam como atrativos ou repelentes para os
cupins, de modo que muitos térmitas s6 se alimentam da madeira depois desta ter
sofrido algum tipo de deterioracédo pelos fungos (HENDEE, 1933; BIGNELL, 2010).

Cinco espécies fungicas, distribuidas entre os géneros Penicillium e Aspergillus,
foram verificadas no canal alimentar de Inquilinitermes fur (Mathews, 1977), inquilino
obrigatorio exclusivos dos ninhos de C. cyphergaster. Outros 11 fungos foram
observados na matéria organica com a qual I. fur se alimenta, conteldo constituido
basicamente por material fecal de C. cyphergaster, onde existe maior quantidade de
lignina estocada quando comparado a quantidade de celulose (MATHEWS, 1977;
CONSTANTINO, 2005; KOGISO et al., 2007). Acredita-se que a presenca dos fungos
nesse material seja um dos fatores determinantes para presenga exclusiva dos cupins
Inquilinitermes nos ninhos de C. cyphergaster, podendo ocorrer uma dependéncia
nutricional restrita dos cupins inquilinos com os fungos associados ao seu alimento,
visto que a matéria organica dos ninhos de C. cyphergaster é a sua Unica fonte de
alimento (BARBOSA-SILVA et al., em construgéo).
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Alguns fungos tém efeitos nocivos sobre os cupins, ou como parasitas ou devido
a toxicidade do micélio e esporos quando consumidos. Varios fungos podem penetrar a
cuticula dos cupins e mata-los dentro de um curto periodo de tempo. Aspergillus flavus,
A. niger, Trichodrema spp. Penicillium spp. e Myrothecium sé&o referidos como fungos
de alta toxidade, podendo causar sérios danos as populagdes termiticas (ROULAND-
LEFEVRE, 2000). Contudo, espécies de Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Trichoderma spp. s@o comumente relatadas junto aos cupins (HENDEE, 1933;
ZOBERI; GRACE, 1990; JAYASIMHA; HENDERSON, 2007).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacéo e caracterizacdo da area de estudo

O material de estudo foi coletado na Serra de Bodocong6, no municipio de
Caturité (7°22'25"S/35°59'32"W), no estado da Paraiba. O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koopen, é do tipo climatico Bsh — semiarido quente, mostrando-se
como uma das areas mais seca do Estado, cujas precipitacfes médias anuais sdo de 500
mm, temperatura de 24°C e de umidade de 75% (EMEPA, 2005). O solo da regido é do

tipo raso e pedregoso.

4.2 Procedimentos de Coleta e amostragem

Foi analisado o material de 15 ninhos ativos, cinco de cada género, além do
conteddo alimentar de 60 operarios de cada um desses térmitas. As amostras coletadas
dos ninhos foram colocadas em sacos plasticos estéreis devidamente identificados e
acondicionadas em caixa de isopor para o transporte até o laboratério de microbiologia

da UFPB, Campus Il, Areia - PB, onde foram realizadas todas as analises.

4.3 Isolamento e Identificagdo dos microorganismos

As amostras dos ninhos foram triadas separadamente, retirando-se de cada uma
delas toda a populacdo de cupins presente (a qual permanecia viva), separando-se 0s
operarios para as analises. Apdés a triagem, as amostras dos ninhos foram

homogeneizadas individualmente. De cada amostra de ninho retirou-se 1 g de material
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para a formacao de subamostras, as quais foram transferidas para tubos de cultura com 9
ml de agua destilada esterilizada (ADE) (Fig. 1). Os tubos foram agitados manualmente
durante 1 min. Em seguida foram feitas diluicGes sucessivas de até 10“g/ml.
Posteriormente 1 ml de cada diluicdo foi distribuido em placas de Petri esterilizadas,
acrescentando-se imediatamente, com auxilio de uma seringa, 0,4 ml de Sulfato de
gentamicina, a fim de evitar contaminagdo nos tratamentos. Posteriormente, 0 meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) foi adicionado as placas. O ensaio foi feito em
duplicata, sendo as placas, ap0s solidificacdo, incubadas durante seis dias & temperatura
ambiente (25 x 2°C) para o desenvolvimento das coldnias.

Para identificacdo dos fungos preparou-se esfregacos em laminas de
microscopia, que foram coradas com azul de Aman. A identificagdo foi realizada
observando-se estruturas como micélio, conidios e esporos, confrontando-as com as
descricdes de Barnett e Hunter (1972) e Singh et al. (1991).

4.4 Extracgao do tubo digestdrio dos cupins

O tubo digestorio dos operarios foi extipardo sobre estereomicroscépio (40X).
Com auxilio de pincas de dissecacdo foi feito um corte em toda extensdo da porcao
extraida, a fim de expor o conteudo alimentar ingerido pelos cupins. Esse material foi
semeado em placas de Petri contendo 0,4 ml de Sulfato de gentamicina e 0 meio de
cultura BDA, solidificado. O material foi semeado em pontos equidistantes das placas,
sendo quatro amostras depositadas por placa. Trés réplicas foram preparadas para cada
tratamento, totalizando 15 réplicas para cada cupim estudado. O armazenamento das
placas e a identificacdo dos fungos seguiu a mesma metodologia descrita para o material
analisado dos ninhos.
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Figura 1 — llustracdo do procedimento metodoldgico das diluicdes sucessivas de até 10, adotado
para analise do material extraido dos ninhos de cupins.

4.5 Determinacéo da concentracéo de esporos nos fungos identificados

Para o estudo da esporulacdo dos fungos foi realizado o isolamento das espécies
fangicas identificadas, obtendo-se o desenvolvimento de colbnias puras (Fig. 2). A
partir dessas colbnias foram preparadas suspensdes de esporos, obtidas a partir da
adicdo de 20 ml de agua destilada as placas de Petri contendo amostra de fungo com
sete dias de desenvolvimento, crescido em meio de cultura BDA. Fez-se a raspagem da
colbnia fungica conforme metodologia descrita e realizada por Carnautba et al. (2007).
As suspensbes foram filtradas através de camadas de gaze esterilizada e transferidas
para tubos de ensaio devidamente identificados. A contagem e determinacdo da
quantidade de conidios/mL seguiu a metodologia descrita por Borges et al. (2001) e
Carnauba (2007).

4.6 Analise dos dados
Apos a identificacdo dos géneros e/ou espécies fangicas, isoladas das amostras

dos ninhos, foi realizada a quantificacdo da frequéncia absoluta das col6nias fangicas

desenvolvidas in vitro, estimando-se a quantidade total dos fungos isolados. Os dados
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foram submetidos a analise estatistica pelo teste Qui Quadrado de Aderéncia ou
Ajustamento (JAQUES, 2002).

Os dados de abundancia relativa das especies de fungos foram submetidos a
andlise  multivariada de  agrupamento, utilizando como medida de
similaridade/dissimilaridade a distancia Euclidiana.

A rigueza, a abundancia e a diversidade micotica entre os ninhos foram
comparadas atraves do teste de Friedman (ANOVA de Friedman). Este teste é
recomendado quando se compara trés ou mais amostras e 0s dados ndo tem distribuicéo
normal nem homocedasticidade (ZAR, 1996).

A diversidade de fungos associados aos ninhos e ao canal alimentar foi avaliada
através do indice de Shannon-Wiener (H) (MAGURRAN, 1988), cuja formula é:

H =>pi.Inpi,

onde pi é a proporcao de individuos encontrados pertencentes a espécie i. Para
essa analise ndo foi levada em consideracdo o nimero de esporos dos fungos Rizoctonia
solani porque este fungo ndo produz esse tipo de estrutura reprodutiva, e nao foi
possivel obter col6nias puras de Chloridium sp. devido a dominancia de outros fungos
sob a espécie fingica em questao.

A similaridade micética entre os ninhos de cupins foi calculada através do
coeficiente de Jaccard (KREBS, 1989). A analise da presenca ou auséncia (dados
binarios) foi feita através do indice de similariade (Sj) de Jaccard, definido pela
férmula:

Sj = alatb+c,

onde Sj = coeficiente de Jaccard

a = namero de espécie do ninho A
b = nimero de espécie do ninho B

¢ = namero de espécies comum a ambos 0s ninhos.
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Figura 2 — Coldnias fungicas purificadas para realizacéo dos procedimentos da contagem de
esporos de (A) Aspergillus flavus; (B) Aspergillus niger; (C) Aspergillus sp.; (D) Stachybotrys
sp.; (E) Fusarium sp.; (F) Trichoderma viridi; (G) Verticillium sp.; (H) Penicillium
atramentosum; (I) Sphaceloma sp.; (J) Penicillium cremeogriseum; (L) Penicillium spt; (M)
Penicillium commune; (N) Paecylomyces sp.; (O) Cladosporium sp.; (P) Penicillium sp?; (Q)
Penicillium sp3; (R) Botryotrichum sp.; (S) Nigrospora sp.; (T) Dictyoarthrinium sp. (U) Hifas
de Rizoctonia solani (N&o foi realizada a contagem de esporos desse fungo, pois 0 mesmo nao
produz essas estruturas reprodutivas). (Imagens de Chloridium sp. estdo ausentes em
consequéncia de ndo se ter obtido coldnias puras desse fungo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do material analisado dos ninhos e do contetdo alimentar dos cupins foram
registradas vinte e uma espécies flangicas, todas pertencentes ao filo Ascomycota,
distribuidas em treze géneros (Tab. 1). A riqueza, a abundancia e a diversidade micotica
entre 0s ninhos e o conteudo alimentar dos cupins diferiram significativamente entre si
(x* = 2,87; p = 0,72). Os fungos Ascomycota sdo comumente referidos como eficientes
degradadores de celulose e lignina, sendo geralmente encontrados em ambiente de solo
(CAVALCANTI; MAIA, 1994; MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

Os cupins transportam esses fungos aos ninhos em consequéncia das atividades
de forrageamento que desempenham no solo, momento em que muitos esporos podem
se aderir a sua cuticula e resultar numa disseminacao agregada desses fungos no interior
dos termiteiros (SANDS, 1969; BARBOSA-SILVA et al., in preparagdo). Para
confirmacdo de que a micobiota dos ninhos é toda oriunda do solo esta sendo realizada
uma analise dos solos adjacentes aos ninhos avaliados.

Acredita-se que a micobiota registrada no conteldo alimentar dos cupins
estudados seja oriunda da matéria organica vegetal ingerida por esses insetos, podendo
esses fungos favorecer nutricionalmente os térmitas a partir da quebra dos componentes
vegetais. E possivel ainda que a presenca de fungos no recurso alimentar dos térmitas
possa ser um fator de importancia no momento da escolha do alimento. De acordo com
Sands (1969), os cupins sdo muito beneficiados pela presenca dos fungos no ambiente,
sendo muitos térmitas nutricionalmente dependentes desses microorganismos. Sugere-
se que alguns dos fungos verificados no contetdo alimentar dos trés cupins avaliados
possam estar também associados ao tubo digestorio desses insetos. Bezerra-Gusmao et
al. (em construcdo) verificaram, a partir de andlises histologicas, a presenca de
estruturas fungicas no canal alimentar de I. fur. Contudo, estudos futuros serdo
necessarios para confirmacao dessa hipotese.

Entre os ninhos, a maior diversidade de fungos foi observada nos termiteiros de
Microcerotermes spp. (Tab. 2). Nos trés cupins avaliados a riqueza micotica e
abundancia de colbnias flngicas do contetdo alimentar dos cupins é diferente da
observada nos ninhos (Tab. 1 e 2). O Teste de qui quadrado mostrou que existe
diferenca significativa na abundancia das colb6nias micoticas entre os ninhos e o

conteddo alimentar dos cupins (Tab. 2).
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Tabela 1 - Abundancia de colénias fangicas em ninhos (NH) e canal alimentar (CA) dos cupins
Constrictotermes cyphergaster, Microcerotermes spp. e Nasutitermes spp. em regido semidrida,
Nordeste do Brasil, 2011.

ABUNDANCIA

FUNGOS chr;/sg;:eczrtgét:{:res Mlcroiigtermes Nasust;)tpe.rmes

NH CA NH CA NH CA

Aspergillus flavus 114 - 04 12 04 17
Aspergillus niger 42 09 15 - 65 -
Aspergillus sp. 82 12 - - - -
Botryotrichum sp. - 08 - - - -
Cladosporium sp. - - 18 - - -
Chloridium sp. - - - 05 - -
Dictyoarthrinium sp. - - - - - 01
Fusarium sp. - - - 04 - -
Nigrospora sp. - 08 - - - -
Paecylomyces sp. - - 62 - 22 -
Penicillium atramentosum 336 21 - - - -
Penicillium commune - 11 126 - 38 12
Penicillium cremeogriseum - - 09 - 12 -
Penicillium spt. 327 - - 08 - -
Penicillium sp? - 04 - - - 08
Penicillium sp? - - 08 04 09 -
Rizoctonia solani - - 03 - - -
Sphaceloma sp. - - - 02 - -
Stachybotrys sp. - - - - 01 -
Trichoderma viridi 04 15 10 08 22 10
Verticillium sp. - - - 28 - -

TOTAL-21

As diferentes composicdes observadas entre os ninhos podem ser indicativos de
que ocorrem variagbes de temperatura e umidade, condi¢cdes favoraveis para a
sobrevivéncia fungica entre os ninhos avaliados, e isso pode afetar a distribuicdo dos
fungos nos ninhos dos diferentes cupins. Neste estudo, observou-se que diferentemente
de Nasutitermes spp. e C. cyphergaster, os ninhos de Microcerotermes spp., ha maioria

das vezes, encontravam-se em partes altas dos suportes vegetais, além de ocorrerem
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com maior frequéncia em ambientes mais preservados, razées que podem ter favorecido

uma maior riqueza fangica nos seus ninhos.

Tabela 2 — Riqueza de espécies (S), numero total de coldnias fangicas (N), indice de Shannon
(H”), equitabilidade (E) e teste Qui-quadrado de aderéncia dos fungos isolados dos ninhos (NH)
e do canal alimentar (CA) de Constrictotermes cyphergaster, Microcerotermes spp. e
Nasutitermes spp., em regido semiarida do Nordeste do Brasil, 2011. P<0,00

Constrictotermes

CUPINS Microcerotermes spp.  Nasutitermes spp.
cyphergaster
AMBIENTE NH CA NH CA NH CA
S 06 08 09 08 08 05
N 905 88 255 71 173 48
H 1,68 1,84 1,93 1,56 1,68 1,44
E 0,93 0,89 0,93 0,8 0,86 0,89
12 38956,75 370,1 525,7

A maior riqueza de fungos nos ninhos quando comparada ao conteudo alimentar
dos cupins deve ocorrer porque o intestino dos térmitas apresenta um pH alcalino,
favorecendo o estabelecimento de alguns fungos e sendo fatal para outros (BRUNE;
KUHL, 1996; TIUNOV; SCHEU, 2000). Assim, é provavel que as condicdes
ecoldgicas do ambiente do ninho seja um fator seletivo para os fungos, determinando
sua ocorréncia e abundancia, o que justifica as diferentes composi¢cdes micoticas
observadas.

Quatro fungos ocorreram exclusivamente em associacdo com C. cyphergaster,
dois estiveram associados unicamente a Nasutitermes spp. e seis s6 foram registrados
nos substratos analisados de Microcerotermes spp. (Tab. 1). Embora tenha ocorrido essa
diferenciacdo na composicdo micética associada aos cupins, esse estudo ndo evidenciou
ocorréncia de especificidade na associacdo entre cupins e fungos, pois as espécies
fangicas que apresentaram exclusividade de ocorréncia junto a um unico tipo de cupim
ocorreram de forma pontual entre os ninhos analisados, exibindo uma pequena
abundancia de coldnias micéticas quando comparadas aos demais fungos (Tab. 1).
Nesse caso, € possivel que essas particularidades sejam decorrentes aos diferentes

ambientes de forrageio e dos diferentes componentes alimentares explorados pelos
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cupins. No entanto, é necessario informacdes mais precisas sobre a ecologia alimentar
desses térmitas, as quais sdo escassas na literatura termitica.

Os géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma foram os mais frequentes em
todos os substratos analisados (Tab. 1). A presenca desses fungos associados aos cupins
corrobora estudos anteriores (HENDEE, 1933; ZOBERI; GRACE, 1990; BARBOSA-
SILVA et al. (in preparacdo). A composicdo micética dos ninhos de C. cyphergaster
(Tab. 1) corrobora a verificada por Barbosa-Silva et al. (in preparacdo), em um outro
ambiente de caatinga, sugerindo uma adaptabilidade desses microorganismos no
microhabitat dos ninhos desse térmita.

Da micobiota observada apenas A. flavus e A. niger foram comuns aos trés
cupins avaliados. Esses dois fungos sdo comumente relatados como organismos
entomopatogénicos podendo provocar sérios danos aos cupins (ROULAND-LEFEVRE,
2000). Barbosa-Silva et al. (in preparagdo) sugeriram que a presenca desses
microorganismos junto aos térmitas pode ser um dos fatores que motivam o abandono
de ninhos.

A maior similaridade micética tanto nos ninhos quanto no contetdo alimentar
foi observada entre os cupins Nasutitermes spp. e Microcerotermes spp. (Fig. 3 e 4),
enquanto que a menor similaridade foi verificada entre os ninhos C. cyphergaster e
Nasutitermes spp. (Tab. 3). Esses resultados permitem sugerir que a composicao
fangica dos ninhos possa estar relacionada com o material com o qual os termiteiros séo
construidos. Microcerotermes spp. e Nasutitermes spp. apresentam ninhos cartonados,
resultantes da unido de fezes e saliva, apresentando grande quantidade de celulose,
diferentemente dos ninhos de C. cyphergaster que apresentam saliva e gréos de areia
em sua composicao.

Assim, é possivel que a combinacdo dos ninhos de Microcerotermes spp. e
Nasutitermes spp. favoreca o estabelecimento de determinados grupos fungicos nos
termiteiros, especialmente de fungos lignocelulésicos, como os observado nesse estudo,
0 que justificaria a similaridade observada entre esses ninhos. Do mesmo modo, a
ingestdo de madeira por esses dois cupins pode responder pela similaridade micotica

dos seus contetdos alimentares.
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Figura 3 — Abundancia relativa das espécies flngicas associadas a ninhos de Constrictotermes
cyphergaster (NCc), Nasutitermes spp. (NNa) e Microcerotermes spp. (MMi), observada em
regido de Semiarido do nordeste brasileiro, 2011.
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Figura 4 — Abundancia relativa das espécies fungicas associadas com o tubo digestorio de
Constrictotermes cyphergaster (TCc), Nasutitermes spp. (TNa) e Microcerotermes spp. (TMi),
observada em regido de Semiarido do nordeste brasileiro, 2011.
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Tabela 3 — Similaridade micotica pelo coeficiente de Jaccard (Sj) entre os ninhos de
Constrictotermes cyphergaster (NCc), Microcerotermes spp. (NMi) e Nasutitermes spp. (NNa),
em regido semiarida, Nordeste do Brasil (2011).

NCc x NNa NCc x NMi NNa x NMi

Sj
0,30 0,40 0,67

6. CONSIDERACOES FINAIS

A riqueza flngica associada aos cupins é composta por fungos de comum
ocorréncia no solo, com capacidades degradativas sobre compostos lignocelulésicos,
sugerindo que as condicdes internas dos ninhos destes cupins sdo favoraveis para o
crescimento de fungos.

Certamente, estudos posteriores sdo necessarios para compreensdo das
interacOes estabelecidas entre os cupins avaliados e seus fungos associados. Todavia, 0s
resultados aqui obtidos permitem sugerir que a presenca dos fungos lignoceluldsicos
nos ninhos e no conteddo alimentar dos cupins possa favorecer esses insetos na
degradacéo dos componentes vegetais de sua dieta

N&o foi evidenciado nenhum tipo de especificidade na associagdo entre os

fungos observados e os cupins analisados.
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