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RESUMO

A interacdo entre fungos e cupins é intrigante e vem sendo estudada a décadas. Conhecendo a
riqueza fungica associada a Constrictotermes cyphergaster, este estudo avaliou a riqueza
fingica nos ninhos desse cupim, verificando se esta varia em fun¢do da deposicdo de massa
preta em um gradiente volumétrico. O material analisado foi coletado na Estacdo
Experimental de Sdo Jodo do Cariri (ESSJC). Amostras de excremento (massa preta = MP)
homogeneizadas foram retiradas de nove ninhos do cupim C. cyphergaster, com volumes que
variaram de 2 a 68 litros. Diluiu-se sucessivamente 1g desse material até 107, que foi
semeado em meio BDA com 0,4 ml de Sulfato de gentamicina, e as placas mantidas em
temperatura ambiente. Registraram-se 15 espécies fungicas pertencentes ao Filo Ascomycota,
distribuidas entre os géneros Aspergillus, Penicillium e Purpureocillium. A maior riqueza
fungica ocorreu nos ninhos de 15 e 19 L, e a menor de trés espécies no ninho de 58 L.
Aspergillus sp.4 mostrou maior abundancia de colonias entre todos os ninhos. O indice de
similaridade de Jaccard mostrou a formagao de trés grupos relacionados a composic¢ao fingica
entre os ninhos, com 60% de similaridade. Os fungos aqui registrados sdo reportados como
eficientes degradadores de lignina e encontrados no solo adjacente aos ninhos.
Purpureocillium cf. lilacinum ¢ registrado pela primeira vez em ninhos de cupins. A riqueza
observada entre os ninhos pode estar relacionada ao aumento de deposi¢cao de MP conforme o
ninho aumenta de volume. O aumento da MP eleva o teor de matéria organica no ninho, que
aumenta a umidade, fatores importantes para o crescimento de fungos. A temperatura também
pode ter sido determinante para a abundancia de coldnias fingicas. O isolamento do ninho de
68 litros pode estar relacionado as espécies exclusivas dele. Em funcdo dos fungos serem
eficientes degradadores de lignina, infere-se que esta degradagdo pode tornar a permanéncia
dos fungos na MP invidvel, o que pode explicar o decréscimo na riqueza e abundancia fingica
com o aumento do volume dos ninhos. Conclui-se, portanto, que a quantidade de MP nos
ninhos pode influenciar na riqueza de fungos e que a degradagao desse composto pode induzir
o decréscimo da riqueza e abundancia desses organismos em ninhos com volumes acima de
50 litros.

Palavras - chave: Fungos. Cupins. Constrictotermes. Ascomycota.



ABSTRACT

Interaction between fungi and termites is intriguing and has been studied for decades.
Knowing the fungal richness associated with Constrictotermes cyphergaster, this study
evaluated the fungal richness in the nests of this termite, verifying if those varies as a function
of black mass deposition in a volumetric gradient. Analyzed material was collected at Estagao
Experimental de Sao Jodo do Cariri (ESSJC). Homogenized excrement samples (black mass =
BM) were collected from nine nests of C. cyphergaster termite, with volumes varying from 2
to 68 liters. 1g of this material was successively diluted to 10-4, which was seeded in BDA
medium with 0.4 ml of gentamycin sulfate, and plates maintained at room temperature.
Fifteen fungal species belonging to Ascomycota Phylum, distributed among genera
Aspergillus, Penicillium and Purpureocillium were recorded. The greatest fungal richness
occurred in nests of 15 and 19 L, and the lowest of three GENERA in the nest of 58 L.
Aspergillus sp4 showed a greater abundance of colonies among all nests. Jaccard similarity
index showed the formation of three groups related to fungal composition among nests, with
60% similarity. The fungi registered here are reported as efficient lignin degrading and found
in the soil adjacent to nests. Purpureocillium cf. lilacinum is first recorded in termite nests.
Observed richness among nests may be related to an increase of BM deposition as the nest
increases in volume. The increase in BM increases organic matter content in the nest, which
increases humidity, important factors for fungi growth. The temperature may also have been
determinant for an abundance of fungal colonies. The isolation of 68-liter nest may be related
to his exclusives species. Because fungi are efficient lignin-degrading agents, it is inferred
that this degradation may render fungus permanence in BM unviable, which may explain the
decrease in richness and fungal abundance with increasing nests volume. It is concluded,
therefore, that BM amount in nests can influence fungi richness and that degradation of that of
substance can induce richness and abundance decrease of these organisms in nests with
volumes over 50 liters.

Keywords: Fungi. Termites. Constrictotermes. Ascomycota.
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1. INTRODUCAO

Os cupins, conhecidos popularmente como siriris ou aleluias, sdo insetos eussociais e
classificados na infraordem Isoptera (KHRISNA et al., 2013), os quais constroem ninhos para
manuten¢do da colonia (NOIROT; DARLINGTON, 2000). Essas estruturas variam de acordo
com a espécie e tamanho da populacional (KORB, 2011). Também apresentam uma grande
diversidade na arquitetura e tamanho dos ninhos, estando relacionados a evolucdo da vida
social, respostas adaptativas as forcas seletivas, especialmente o estabelecimento de um
microclima, crescimento da populagdo e diversidade de recursos alimentares (NOIROT;
DARLINGTON, 2000). Essas construgdes apresentam condi¢des microambientais adequadas
quando se trata de umidade, temperatura e luminosidade para sobrevivéncia da colonia de
cupins (ALVES; ALMEIDA, 1995). Esses fatores podem propiciar a instalagio de
microrganismos, como bactérias e fungos nesses ambientes (ROSENGAUS et al., 2003;
MANJULA et al., 2014; BARBOSA-SILVA, 2011; BARBOSA-SILVA et al., 2016).

A relagdo dos cupins com microrganismos estd associada a dieta desses insetos que €
rica em lignocelulose, e estes ndo possuem eficiéncia na digestdo desses polimeros
(BREZNAK, 1982; BREZNAK; BRUNE, 1994; OHKUMA, 1999; OHKUMA, 2003;
ROULAND-LEFEVRE, 2000). Os microrganismos em simbiose podem agir de forma
enddgena, como as bactérias e protozoarios presentes no trato digestivo dos cupins (RADEK,
1999), ou exodgena, a exemplo dos fungos, que alteram a descoberta, consumo e o valor
nutricional do recurso (SANDS, 1969; PERALTA et al., 2004).

Uma das associagdes frequentemente relatada entre cupins e fungos, ¢ a complexa
simbiose que ocorre na subfamilia Macrotermitinae (MARTIN, 1992). Dezenove espécies
fungicas do género Termitomyces foram registradas nos ninhos desses cupins, mostrando alto
nivel de especializagdo da associagdo entre esses dois agentes (SANDS, 1969). Nesta
simbiose, que € obrigatoria para ambos, os cupins fornecem para os fungos um ambiente
regulado e substrato, enquanto os fungos fornecem alimento para os cupins (BEARD, 1974;
BIGNELL, 2000). Outros estudos relatam a presenca de fungos em ninhos de cupins
(ZOBERI; GRACE, 1990; ABDULLAH; HASSAN; MANSOUR, 2001; BARBOSA-SILVA,
2011; MELLO et al., 2016; BARBOSA-SILVA et al., 2016), destes apenas o de Zoberi e
Grace (1990) constatou que interagdes interflingicas podem beneficiar os cupins.

Contudo, as interagdes entre fungos e cupins nem sempre sdo positivas. Estudos
indicam os fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok., Isaria fumesorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) (Wize) e I javanica

(=Paecilomyces javanicus) (Friedrichs e Bally), como agentes para controle biologico de
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cupins (ALMEIDA et al., 1998; ALMEIDA; ALVES; ALMEIDA, 2000; WRIGHT; RAINA;
LAX, 2005: GUIRADO et al., 2009, TOSCANO et al., 2010). Barbosa-Silva (2011) registrou
21 espécies fungicas nos ninhos dos cupins Nasutitermes spp., Microcerotermes spp. €
Constrictotermes cyphergaster, distribuidas em 14 géneros, dos quais se destacaram
Penicillium spp. e Aspergillus spp.. Espécies desses géneros sao reportadas como potenciais
agentes entomopatogénicos (COSTA; OLIVEIRA, 1998; MORAES et al., 2001; PANDEY;
SINGHA; SINGHA, 2013; OLIVEIRA et al., 2018).

Constrictotermes cyphergaster (SILVESTRI, 1901) constréi ninhos arboricolas
(MATHWES, 1977), constituidos de solo umedecido e saliva (BEZERRA-GUSMAO, 2008).
No nucleo dos ninhos dessa espécie encontra-se um material de coloragdo escura acumulado,
que ¢ resultado da deposi¢ao de excremento (MATHEWS, 1977), também chamado de massa
preta (MP). Esse material aumenta de quantidade conforme os ninhos aumentam de volume
(BERZERRA-GUSMAO, 2008),

A composi¢ao do excremento apresenta 3% a mais de lignina em relagdo aos demais
compostos celulésicos (KOGISO; BEZERRA-GUSMAO;GARCIA, 2007), além de grande
concentragio de carbono comparada a camada mais externa do ninho (BEZERRA-GUSMAO
et al., 2011). Em ninhos desse cupim, Barbosa-Silva et al. (2016) encontraram seis espécies de
fungos eficientes degradadores de celulose e lignina associadas ao seu material excretado
(MP).

Assim, considerando a intrigada relagdo entre cupins e fungos, e conhecendo a riqueza
de fungos presentes nos ninhos de C. cyphergaster, este estudo se prop0s a testar a hipotese de
que o aumento na deposi¢do de excrementos do construtor em fun¢do do volume do ninho

altera a composi¢do da micobiota nesses ambientes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicio e Ecologia dos Cupins

Os cupins sdo encontrados desde os tropicos até as regides temperadas entre os
paralelos 52° N e 45° S (KRISHNA et al., 2013). Em niimero de espécies conhecidas estdo
registradas 3.150 espécies no mundo, incluindo vivas e fosseis (CONSTANTINO, 2016). No
Brasil, foram registradas cerca de 300 espécies, distribuidas nas familias Kalotermitidae,
Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae, essa ultima abrangendo cerca de 80% das
espécies conhecidas (NOIROT, 1995; CONSTANTINO, 1999; CONSTANTINO; ACIOLI,
2006). Fatores como latitude, altitude, pluviosidade, temperatura, composi¢des quimica e
fisica do solo podem influenciar na distribuicdo, abundancia e diversidade desses insetos nos
ecossistemas (WOOD, 1988; BIGNELL; EGGLETON, 2000; JONES; EGGLETON, 2000;
GATHORNE-HARAY et al., 2001; BANDEIRA et al., 2003).

Esses insetos vivem em colonias formadas por individuos que se distinguem em varias
formas morfologicas (castas), exibindo divisdo de trabalho (KRISHNA, 1969; MIURA,
2001). As castas desempenham diferentes fungdes biologicas e comportamento cooperativo
entre elas, visando o sucesso reprodutivo de um ou de poucos individuos adultos da colonia,
ndo existindo individuos que vivam isoladamente (WILSON, 1971; BANDEIRA;
VASCONCELLOS, 2004; EGGLETON, 2011; KRISHNA et al., 2013).

Entre as funcdes ecoldgicas que desempenham no ecossistema, esses insetos realizam
cerca de 50% da decomposicao dos detritos organicos vegetais em Florestas Tropicais, em
decorréncia de sua atividade no solo (BIGNELL; EGGLETON, 2000). Em regides aridas e
semiaridas, onde a diversidade e abundancia sdo geralmente mais baixas, a importancia
funcional desses organismos pode ser maior quando comparada as florestas Umidas
(VASCONCELLOS et al., 2010), a exemplo de algumas savanas semiaridas, onde os cupins
sdo responsaveis por 20% da mineralizacdo de carbono (HOLT, 1987; BIGNELL et al., 1997).
Suas atividades acarretam mudangas diretas na estrutura do ambiente, considerando-os
indispensdveis para a manuten¢do estrutural e integridade dos ecossistemas (HOLT;
COVENTRY, 1990), devido participarem da ciclagem de nutrientes como o fosforo,
magnésio, ferro, além de modificagdes fisico-quimicas na estrutura do solo, eliminag¢do de
metano e fluxo de carbono (ZIMMERMAN et al.,, 1982, BLACK; OKWACOL, 1997;
LOPEZ-HERNANDEZ, 2001; BEZZERRA-GUSMAO et al., 2011).

2.2 Ninhos de cupins
Uma das caracteristicas dos insetos sociais ¢ a constru¢cdo de ninhos para abrigar a

colonia (WILSON, 1971). Os ninhos de cupins se destacam por apresentarem diversidade e
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arquitetura complexa (ELEOTERIO; BERTI-FILHO, 2000). Nos tropicos, os ninhos
conspicuos sdo elementos marcantes na estrutura dos ecossistemas terrestres (MARTIUS,
1994). Segundo Noirot e Darlington (2000), a diversidade de ninhos em cupins ¢ resultado da
evolucdo da sua vida em sociedade, e isto proporcionou o aumento da colonia, permitindo
diversidade de recursos alimentares e estratégias para obtengdo desses recursos, além de se
verificar o estabelecimento de um microclima adequado a vida e defesa da colonia contra

alteragdes hostis.

Os ninhos sdo microcosmos controldveis que em alguns casos também permitem o
armazenamento de reservas alimentares, sendo uma vantagem seletiva, especialmente em
areas que apresentam escassez sazonal de alimentos, por exemplo, devido a incéndios,
inundagdes ou condi¢des ambientais que restringem a atividade de forrageamento (KORB,
2003). Além disso, esses ambientes também apresentam umidade e temperatura controladas e

propicias para a instalagdo de fungos (ALVES, 1995; KORB, 2003).

Os cupinzeiros sdo distinguidos em trés categorias, 1 - os de pega Unica, vistos apenas
no interior da madeira, também chamados de one-piece; 2 - subterraneos, quando estdo
completamente abaixo do solo; e, 3 - arboricolas, quando sdo construidos em arvores, porém
com uma conexdo com o solo através de galerias observadas nos troncos vegetais de seus
suportes, além de construir galerias subterraneas. Os tipos 2 e 3 sdo construidos por milhares
de cupins a partir da juncdo de materiais exogenos (particulas do solo ou de madeira)
transportados pelas mandibulas, e umidificados com saliva e material fecal (NOIROT;
DARLINGTON, 2000). O local onde os cupins constroem os ninhos depende da oferta de
alimento, enquanto que o tamanho do ninho e da populagdo varia entre as espécies (LEPAGE;
DARLINGTON, 2000).

Constrictotermes cyphergaster, com ninhos arboricolas, tem distribui¢do no Paraguai,
Argentina, Bolivia e no Brasil, ocorrendo nesse ultimo em areas de cerrado e caatinga, cujos
ninhos sdo os mais abundantes (MATHEWS 1977; VASCONCELLOS et al., 2007 CUNHA;
BRANDAO, 2000). Na caatinga, esse cupim apresenta densidade de ninhos com estimativa
de 59,0 +£ 22,53 ninhos ativos/ha, e dados quantitativos sobre populacdo e biomassa de
colonias e abundancia de ninhos mostraram que essa espécie possui cerca de 2782
individuos/m*, com aproximadamente 0,9g (peso fresco)/m? (VASCONCELLOS et al., 2007).
Nos ninhos dessa espécie sdo encontrados outros invertebrados que podem apresentar

associacdo de dependéncia temporaria (termitariofilos) ou definitiva (termitofilo) (CUNHA;
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BRANDAO, 2000; GALLEGO-ROPERO, 2013), além de fungos associados (BARBOSA-
SILVA, 2011).

O nticleo dos ninhos dessa espécie ¢ formado de um material de coloracdo escura,
resultado da deposi¢cdo de excremento do construtor (MATHEWS, 1977), também chamado
de massa preta. Esse material aumenta em quantidade conforme os ninhos aumentam de
volume (BERZERRA-GUSMAO, 2008), e ¢é constituida de materiais celuldsicos,
apresentando 3% a mais de lignina (KOGISO; BEZERRA-GUSMAO; GARCIA, 2007),
concentrando quantidade superior de C quando comparada a parte mais externa do ninho

(BEZERRA-GUSMAO et al., 2011).

2.3 Cupins e associacio com fungos

Cupins e fungos interagem naturalmente no ambiente, uma vez que ambos usam a
madeira como recurso, € cujas interagdes variam de relagdes mutualisticas a antagdnicas
(SANDS, 1969; MARTIN, 1992; BOUCIAS et al., 2012; KAMALUDDIN et al., 2016).
Exemplo de interacdo antagonica é encontrada quando fungos que estdo presentes na madeira
produzem, através da decomposicao do substrato, metabolitos secundarios que repelem os
cupins (SANDS, 1969). Kamaluddin et al. (2016) demonstram que o contato de
Reticulitermes speratus Kolbe (1885) com estacas de madeira decompostas pelo fungo da
podridao marrom, Fibroporia radiculosa (Peck) Parmasto (1968) impediu sua alimentacao,
indicando altera¢do do substrato a ser consumido.

Em outros casos, a presenca dos fungos pode trazer beneficios nutricionais aos cupins,
aumentando a disponibilidade de nutrientes, desintoxicagdo da madeira e melhorando a
capacidade dos cupins de metabolizar a celulose através da modificacdo fisica e quimica desse
recurso (PERALTA et al., 2004). Estudos em laboratério mostraram que o cupim subterraneo
Coptotermes formosanus Shiraki (1909) aumenta sua sobrevivéncia, o consumo de madeira e
o comportamento de agregacdo quando a madeira ¢ decomposta pelos fungos Gloeophyllum
trabeum (Pers.) Murrill (1908) e Marasmiellus troyanus (Murrill) Singer (LENZ;
RUYOOKA, 1980; CORNELIUS, 2003; CORNELIUS et al., 2004, 2012).

Quanto a vitalidade dos cupins, alguns fungos podem ser patogénicos, a exemplo de
Isaria spp. (Persoon), que em condig¢des laboratoriais chegou a causar mortalidade superior a
70% e alta viruléncia sobre o cupim Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) (PASSOS et al.,
2014). Em condi¢des de campo, aplicagdes do fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill em
ninhos de Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832), atingiram mortalidade da populacao de
cupinzeiros com tamanho pequeno de 80% aos 60 dias apds a aplicagdo (TOSCANO et al.,
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2010), demonstrando assim, eficacia na utilizacdo desses microrganismos como agente de
controle biologico.

As interacdes podem evoluir para diferentes niveis de dependéncia, a exemplo da
simbiose dos cupins Macrotermitinae que cultivam fungos do género Ternitomyces em seus
ninhos, nos chamados jardins de fungos, representando o mais alto nivel de associacdo entre
cupins e fungos (SANDS, 1969; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). Esses fungos tém alto
valor nutricional e proporcionam um aproveitamento mais eficiente de nitrogénio e energia,
sem que os cupins dependam somente dos seus simbiontes intestinais (LIMA; COSTA-
LEONARDO, 2007). Os fungos também podem servir para controlar a temperatura nos
ninhos em fung¢do de seus volumes, como visto para Macrotermes subhyalinus (VESALA et
al., 2019). Esses autores também observaram uma preferéncia do fungo por ninhos menores,
mas com sistemas de ventilagdo aberto, cujas temperaturas registradas foram altas.

Hé também a intrigante interacdo de mimetismo por parte do fungo Fibularhizoctonia
sp. nov., os quais produzem esclerocitos que se assemelham morfoloégica e quimicamente aos
ovos de cupins do género Reticulitermes spp. (MATSUURA et al., 2009; MATSUURA,
2006), chegando a matar ovos de R. flavipes mesmo que estejam sob os cuidados dos
operarios, culminando em um custo para o cupim; em contraste, o fungo ¢ beneficiado ao ser
instalado em um ambiente livre de patégenos e competidores nos ninhos (MATSUURA,
20006).

No Brasil, ha escassez de pesquisas que abordem a associacao de fungos aos ninhos de
cupins, destacando-se apenas os estudos de Barbosa-Silva (2011) e Mello et al. (2016) que
versam sobre riqueza e abundancia fungica. A maioria dos estudos realizados nacionalmente
estdo voltados para a patogenicidade de fungos em cupins e a sua utilizagdo como agentes de
controle bioldgico (ALMEIDA et al., 1998; LOPES et al., 2008; GUIRADO et al., 2009;
TOSCANO et al., 2010; LOPES et al., 2011; PASSOS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018).
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3. METODOLOGIA
3.1 Area de estudo

O material extraido dos ninhos (massa preta = MP) foi coletado na Estacdo
Experimental de Sao Jodo do Cariri (EESJC), pertencente a Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), com uma area de 381 ha (Fig.1). O municipio de Sao Jodo do Cariri esta inserido em
uma das regides mais secas do Brasil, apresentando altitudes entre 400-700 m, com indices
pluviométricos historicos (dados entre os anos de 1911-2011) de 426,3 mm, umidade em 64%

e temperaturas média anual de 24,0 °C, (MEDEIROS, 2015).

Figura 1- Localizacdo geografica do municipio de Sao Jodo do Cariri, Nordeste do
Brasil.
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Fonte: Pires-Silva (2019).

3.2 Procedimento de amostragem e cultivo da massa preta

As amostras de MP foram retiradas a partir de nove ninhos ativos do cupim C.
cyphergaster, com volumes que variaram de 2 a 68 litros. Os volumes dos ninhos foram
determinados através das medidas de altura, diametro maior ¢ menor, obtidas com um
paquimetro e aplicados na formula de um hemielipsédide (V = 2/3.m.a.b.c/1000) (FONTES,
1980).
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Onde: a = altura do ninho; b =% do diametro maior;
¢ =Y do didmetro menor

Os ninhos foram abertos com o auxilio de uma machadinha, e do nucleo desses,
extraiu-se a MP. O material foi colocado em sacos plasticos estéreis e acondicionadas em
isopor, o qual foi macerado e homogeneizado usando-se um pistilo. 1g do produto foi
adicionado em tubos de cultura contendo 9 ml de agua destilada esterilizada, realizando-se
com isso dilui¢des seriadas decimais de até 10, as quais foram agitadas por 30 segundos em
vortex (Vortex basic 2.800 Rpm ID: 364, Modelo 220v). Em seguida 1 ml de cada dilui¢ao
foi adicionado sobre o meio de cultura BDA (Batata, dextrose e 4gar) solidificado e
previamente misturado a 0,4 ml de Sulfato de gentamicina para evitar possiveis

contaminagdes por bactérias (Fig. 2) (adaptado de BARBOSA-SILVA et al., 2016).

Figura 2- Ilustragdo do procedimento de dilui¢do do excremento de Constrictotermes
cyphergaster (Blattodea: Termitidae) e cultivo dos fungos.

1 ml 1ml

a%%%

Fonte: Adaptado de Barbosa-Silva (2012).

O ensaio foi feito em duplicata, sendo as placas incubadas a temperatura ambiente (25°
+ 2°C), e o crescimento das colonias acompanhado por 15 dias. A contagem das coldnias foi
realizada diariamente (cerca de 5 dias apds o cultivo) para a obtencdo da abundéncia total
dessas por fungos. Posteriormente os fungos foram classificados em morfotipos e entdo

isolados em col6nias puras.
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Para andlise das caracteristicas morfologicas das colonias isoladas, microcultivos
foram realizados para observacao das caracteristicas microscopicas (estruturas somaticas e
reprodutivas) e cultivos em meios de cultura agar extrato de malte (MEA), por sete dias a 25
°C, para em seguida serem observadas caracteristicas macroscopicas das colonias, onde o
aspecto, superficie, presenca ou auséncia de exsudato, pigmentagdo do meio, coloragdo e
diametro das colonias foram identificados. A analise das caracteristicas morfologicas foi

realizada com base em Samson et al (2010).

3.3 Analise de dados

Foi construida uma matriz com dados binarios (presenca e auséncia) para analise da
similaridade entres as amostras de massa preta dos ninhos. A matriz teve sua distancia
aritmética (método de separagdo) calculada usando indice de similaridade de Jaccard. Quatro
diferentes algoritimos de agrupamento foram usados: Single (valoriza grupos mais similares),
Complete (valoriza grupos mais distantes), Ward (minimas variancias) e UPGMA
(agrupamento por médias aritméticas). Os métodos foram testados para maior parcimoOnia
usando Correlagdo Cofenética aplicando a correlagdo de Pearson. Os resultados foram
expressos gerando um dendrograma (cluster). Um grafico de acumulagdo de espécies foi feito
para analisar o esfor¢o amostral. As correlagdes cofenéticas indicaram UPGMA como
algoritimo de melhor relagdo com a distancia calculada pelo indice de similaridade de Jaccard

(Cor. Pearson=0.86, T54=9.65, P<0.001). Todas as analises foram realizadas usando o pacote
vegan (OKSANEN et al., 2018) utilizando do programa Rstudio (version 3.2.3 (2015-12-
10).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas 15 espécies de fungos associadas ao excremento dos ninhos de C.
cyphergaster (Tab. 1), pertencentes ao Filo Ascomycota, distribuidas nos géneros Aspergillus
(oito spp.), Penicillium (seis spp.) e Purpureocillium (uma sp) (Fig. 3; Tab. 1). Também se
registrou a presenga de trés morfotipos que nao esporularam e, portanto, ndo foram

identificados.

Figura 3- Espécies fungicas isoladas do excremento de Constrictotermes cyphergaster
(Isoptera, Termitidae) presente em seus ninhos: (A) Aspergillus cf. carbonarius; (B)
Aspergillus cf. flavus; (C) Penicillium spl; (D) Aspergillus spl; (E) Aspergillus sp2; (F)
Aspergillus sp3; (G) Aspergillus sp4; (H) Penicillium sp2; (1) Penicillium cf. corylophilum;
(J) Aspergillus ct. westerdijkiae; (L) Aspergillus cf. terreus; (M) Penicillium sp3; (N)

Purpureocillium cf. lilacinum; (O) Penicillium sp4; (P) Penicillium sp5.

: 1 - ~ =

Os fungos registrados neste estudo s3o comumente referidos como eficientes
degradadores de celulose e lignina (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; LUANGSA-ARD et al.,
2011), e sdo encontrados geralmente no solo adjacente aos ninhos (BARBOSA-SILVA et al.,
2016). A presenca de espécies pertencentes a esses géneros ja foi relatada em ninhos de
Cubitermes sp., Microcerotermes spp., Nasutitermes spp. ¢ C. cyphergaster (ROOSE-
AMSALEQG et al., 2004; BARBOSA-SILVA, 2011; BARBOSA-SILVA et al., 2016; MELLO
et al., 2016). Todavia, o registro de P. cf. lilacinus ¢ notificado pela primeira vez nos ninhos

deste ultimo.
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Colonias desse fungo ja foram registradas em ninhos de formigas (ANGELONE;
BIDOCHKA, 2018), e tem apresentado potencial entomopatogénico (LAAKSO; GLOER,
1993; COSTA; OLIVEIRA, 1998; ROULAND-LEFEVRE, 2000; LOPEZ et al., 2014;
MORAES et al., 2001), além de ser reportado como agente de infec¢ao cavitaria pulmonar em

humanos (KHAN et al., 2012).

Tabela 1- Abundancia de colonias e riqueza fingica presentes no excremento de
Constrictotermes cyphergaster (Blattodea: Termitidae) de seus ninhos de acordo com o
volume (L).

ABUNDANCIA/ VOLUMES DE NINHOS (L)

RIQUEZAFUNGICA 57769 15 19 24 37 58 68
Aspergillus ct. carbonarius 48 4 227 1 1 - 17 2 -
(Bainier) Thom
Aspergillus cf. flavus Link 86 39 14 25 - - 7 4 -
Aspergillus cf. terreus Thom - - - - - - 1 - -

Aspergillus cf. westerdijkiae 43 10 192 - - - - - -
Frisvad & Samso

Aspergillus spl 6 7 3 139 -
Aspergillus sp2 - - - - 228 - - - -
Aspergillus sp3 - - - -
Aspergillus sp4 - - - 1978 - 1378 - - -
Penicillium cf. corylophilum - 123 - 6 3 3 48 72 7
Dierckx

Penicillium spl 18 - - 15 36 3 - - -
Penicillium sp2 - - - 36 3 3 3 - -
Penicillium sp3 - - - - - - - - 30
Penicillium sp4 - - - - - - - - 29
Penicillium sp5 - - - - - - - - 8
Purpureocillium cf. lilacinum 223
(Thom.)

TOTAL - 15 05 04 04 07 07 04 05 03 05

A maior riqueza de fungos entre os ninhos foi de sete espécies, observada nas
arquiteturas com 15 e 19 L, e a menor de trés espécies, registrada no ninho com 58 L (Tab. 1).
Os ninhos de C. cyphergaster apresentam aumento de volume conforme a populacdo cresce e
em consequéncia disso a deposigdo de massa preta também aumenta (BEZERRA-GUSMAO,
2008), e isso disponibiliza material organico, aumentando a umidade, fatores importantes no
crescimento dos fungos. Ninhos com volumes variando de 12 a 30 L foram analisados na
mesma area desse estudo, cujo valor de pH variou em fungao da estacdo, sendo a MP a parte

mais interna do ninho e 4cida (seca- 5,4 e chuva- 5,1) (BEZERRA-GUSMAO, 2008). Estudos
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relatam crescimento 6timo de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em pH acido
(BRANCATO; GOLDING, 1953; HOLMQUIST et al. 1983; WHEELER; HURDMAN;
PITT, 1991; SANTANA et al., 2012), explicando assim a alta riqueza dos fungos nesses
ambientes.

As colonias mais abundantes foram observadas para Aspergillus sp4. Esta espécie foi
registrada em ninhos com volumes que variou de 15 a 24 L, enquanto a menor abundancia foi
para A. cf. terreus, presente no ninho de 37 L (Tab. 1). Espécies desse género também foram
registradas em grande abundancia em ninhos de N. corniger, Reticulitermes sp., Zootermopsis
e C. cyphergaster (HENDEE 1933, ZOBERI; GRACE 1990, BARBOSA-SILVA et al., 2016),
além de se ter relato de sua presenca no solo adjacente aos ninhos de C. cyphergaster
(BARBOSA-SILVA et al., 2016). Ninhos de N. corniger sdo do tipo cartonado, enquanto os
ninhos de Reticulitermes sao construidos através de rachaduras em madeira, unindo particulas
de solo, saliva e fezes, para manter sua umidade constante e contato com o solo para sustentar
a colonia. Ja os ninhos de Zootermopsis spp. sdo construidos em tocos e troncos podres ou
outros tipos de detritos de madeira de arvores coniferas (BOOTH et al., 2012). Isto demonstra
que esses fungos podem ser transportados pelos cupins para seus ninhos quando retornam do
forrageio, além de demonstrarem uma plasticidade de nidificacdo e associacdo para os
referidos ambientes.

Estudos relatam que atividade da dgua e temperatura influenciaram o crescimento de
duas espécies de Aspergillus in vitro, apresentando melhor crescimento nas temperaturas de
22, 27 e 33 °C, e diminuindo conforme a atividade da dgua diminuiu (BENNETT; DUNN;
GOLDSMAN, 1981). A 15 °C, o crescimento foi observado com uma atividade da dgua de
0,95, mas ndo de 0,90, além de diferir quanto a incidéncia de luz (BENNETT; DUNN;
GOLDSMAN, 1981; HOLMQUIST et al., 1983), demonstrando a influéncia integrada dos
fatores no crescimento de fungos. As temperaturas nos ninhos sdo controladas e sofrem
influéncia do ambiente (BEZERRA-GUSMAO, 2008), assim também como a arquitetura
influéncia nessa oscilagcao (VESALA et al., 2019).

Aspergillus cf. carbonarius e P. cf. corylophilum foram os fungos mais frequentes,
registrados em sete dos nove ninhos analisados (Tab.1). 4. cf. carbonarius ¢é relatado como
um eficiente degradador de lignina e produtor de hidrocarbonetos (SINHA et al., 2015), e
apresenta crescimento Otimo em temperaturas que variam (25-35°C) e niveis intermediarios
de atividade de agua (0,85-0,97) (MITCHELL et al., 2004), enquanto para P. cf.
corylophilum, a temperatura varia entre 20-35 °C e com atividade da agua de 0,90

(ABELLANA; SANCHIS; RAMOS, 2001; ALBORCH et al., 2011). Mesmo as temperaturas
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dos ninhos variando em funcdo dos volumes e da temperatura ambiente, com médias de
24,8°C (BEZERRA-GUSMAO, 2008), a frequéncia desses fungos nesse gradiente de volume
mostra o quanto esses organismos estdo adaptados as mudangas microclimaticas dos ninhos,
cuja temperatura interna varia de acordo com a umidade presente, e essa varia em funcio do
acimulo da massa preta.

A formagdo de trés grupos, com similaridade de mais de 60%, foi baseada na
composicdo fungica entre os ninhos (Fig. 4). O isolamento do ninho com volume de 68L
deve-se a presenca de quatro espécies que foram apenas registradas nele, pertencentes aos
géneros Aspergillus e Purpureocillum, cujas abundancias foram baixas, com excecao para P.
cf. lilacinus (223) (Tab. 1). Infere-se, portanto, por serem esses fungos eficientes degradadores
de lignina, os mesmos podem competir entre si, uma vez que esse recurso ¢ abundante na MP,
destacando a alta competitividade para P. cf. lilacinus. Assim, a degradacao da MP pode se
tornar invidvel para permanéncia de alguns fungos o que pode explicar o decréscimo de

riqueza e abundancia fungica em ninhos com volumes superiores a 50 L.

Figura 4- Dendrograma obtido por UPGMA, mostrando a similaridade fingica
em ninhos de Constrictotermes cyphergaster (Blattodea: Termitidae) em
funcdo do seu volume, resultante da analise de agrupamento baseado no indice
de similaridade de Jaccard.
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Espécies dos géneros Aspergillus e Purpureocillum sdo relatados como organismos
entomopatogénicos (ROULAND-LEFEVRE, 2000; LOPEZ et al., 2014). Segundo
Barbosa-Silva et al. (2016), a presenca de fungos entomopatogénicos junto aos cupins
pode ser um dos fatores que motivam o abandono de ninhos. Todavia, estudos relatam que
secregoes defensivas dos soldados de cupins tém potencial antifingico (ROSENGAUS;
LEFEBVRE; TRANIELLO, 2000; MELLO, 2014). Além disso, os cupins apresentam uma
série de comportamentos que incluem o mecanismo de limpeza (grooming), evitar contato
com o cadaver, canibalismo, remog¢ao e cobertura do mesmo, visando manter a integridade
dos individuos e consequentemente da colonia (YANAGAWA; SHIMIZU, 2006;
CHOUVENC; SU; ELLIOTT, 2008; ROSENGAUS; TRANIELLO, 2001; SU, 2005;
CHOUVENC et al., 2011; CHOUVENC; SU, 2012). Contudo, em partes mais antigas do
ninho ¢ possivel observar o aparecimento de micélio fungico (Obs. pessoal), além de C.
cyphergaster ndo ter habito de circular pelos tineis da MP (CRUZ et al., 2018), podendo,
portanto, explicar porque esses fungos, mesmo sendo potencialmente patogénicos, se instale e
apresentem altas abundancias.

Além disso, nos ninhos de C. cyphergaster coabitam cupins do género Inquilinitermes,
inquilinos obrigatorios que se alimentam da matéria organica (MP) de seus ninhos
(BEZERRA-GUSMADO et a al., 2007). Os fungos encontrados na massa preta podem ter uma
relacdo direta com estes inquilinos uma vez que ambos utilizam o mesmo recurso. Contudo,
essa relacdo ainda ndo estd muito clara, necessitando de estudos a posteriori para melhor
esclarecimento. E possivel que esses inquilinos, uma vez que consomem a massa preta
depositada nos ninhos, funcionem como agentes limpadores desses ambientes, algo
semelhante ao que se se v€ nas relagdes interespecificas presa-predador-hospedeiro (FEDER,
1966), que geralmente se supde tornar os ectoparasitas (fungos associados aos ninhos desse
estudo) mais acessiveis aos limpadores.

Segundo Peet (1974), quanto maior o nimero da amostra maior a riqueza, portanto, o
N amostral dos ninhos também é outro fator que pode ter interferéncia direta no nosso
resultado, necessitando um esforco amostral maior. O que pode ser visto no grafico de

acumulacdo de espécie, onde a curva ndo atinge um patamar (Fig. 5).
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5. CONCLUSAO

Os resultados mostram que a quantidade de massa preta nos ninhos influenciou na
riqueza de fungos, uma vez que a maior riqueza foi registrada em ninhos com volume
superior a 15 litros. Também evidenciam que a degradacdo da MP possivelmente induza o
decréscimo da riqueza e abundancia fungica nos ninhos, haja vista que os fungos encontrados
nesse estudo sdo eficientes degradadores de lignina, € a menor riqueza foi registrada em
ninhos com volume de 50 litros, corroborando assim a hipotese de que a composicao fingica
sofre influéncia da quantidade de MP em fun¢@o do volume. Além dos fatores intrinsecos ao

ninho, como temperatura e acidez poder influenciar na presenga desses microrganismos.

Estudos posteriores, com maior nimero de amostras, sdo necessarios para melhor
compreensdo das interagdes entre fungos e o gradiente volumétrico dos ninhos de cupins.
Além de ressaltar caréncia na compreensdo da presenca de Inquilinitermes sp. utilizando a MP

como habita¢do e recurso alimentar, assim como os fungos.
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