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RESUMO GERAL

Os fungos constituem um dos micro-organismos entomopatdgenos mais impactantes a
sanidade das colonias termiticas. A capacidade de controlar o crescimento microbiano,
especialmente de fungos patogénicos e competidores, pode ser benéfica para os cupins. A
secrecdo defensiva dos Nasutitermitinae apresenta indicios de atuar neste controle, porém esta
secrecao apresenta variagfes quimicas intraespecificas na sua composicao. O estudo avaliou a
variabilidade das substancias encontradas em 20 populacGes de Nasutitermes corniger de area
urbana, 10 ninhos em é&reas de Brejo de altitude e 10 em Caatinga no Nordeste do Brasil.
Também verificou-se a riqueza flngica associada aos ninhos, e a acdo antimicética dos
compostos quimicos majoritarios (a-pineno, B- pineno e Limoneno) produzidos por N.
corniger frente a colonizacdo de fungos patdgenos isolados dos ninhos. A identificacdo da
composi¢do quimica foi realizada por cromatrografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de
massas. Para 0s bioensaios, os fungos foram isolados do material do ninho, diluindo-se 1 g de
cada amostra até 10-*, em seguida semeada em placas de Petri, sob 0 meio BDA. O ensaio foi
realizado com quatro réplicas e as placas incubadas durante cinco dias a temperatura
ambiente. Das 18 substéncias foram identificadas, a-pineno representou 64,89% em uma das
populacdes. A analise de PCA mostrou que os dois primeiros componentes foram
responsaveis por 95,43% da varidncia total. E a analise de agrupamento classificou as
populacdes em dois grupos principais: O grupo |, area de Brejo de altitude, revelou elevadas
quantidades de a-pineno, B- pineno, 2-hexanol e 3-hexanol, enquanto o grupo I, area de
caatinga, mostrou elevadas quantidades de a-pineno, - pineno e limoneno. Registrou-se 23
morfotipos de fungos, distribuidos em oito géneros. Os ninhos localizados nas duas areas de
Brejo de Altitude apresentaram maior riqueza (Al: 17 e A2: 12) e diversidade de fungos
(H=1,04 e H=0,92, respectivamente). Penicillium sp.1, Aspegillus flavus e A. niger estiveram
presentes em todos os ninhos estudados. Os géneros Penicillium, Cladosporium e Aspergillus
(A. flavus e A. niger) foram os isolados mais frequentes e abundantes nos quatro pontos de
coleta. O a-pineno, principal componente da secre¢do defensiva, apresentou eficiéncia de
contato e volatil nas fases vegetativa e reprodutiva dos fungos testados, verificando-se
variacdes conforme a fase de desenvolvimento e a espécie do fungo. Contudo, os testes do
efeito sinergético mostraram os melhores resultados de inibicdo, com eficiéncia das
substancias em todas as concentragfes testadas, mesmo em baixas concentracdes. Sugere-se
que as pressdes ambientais e os fatores climaticos de cada ecorregido influenciem nos padrdes
ecologicos de riqueza, abundancia e diversidade micética nos ninhos de N. corniger, e ainda
na caracterizacdo dos padrdes fenotipicos da secrecdo defensiva, resultando na formagéo de
dois ecoétipos. No entanto, esta afirmacdo deve ser reforcada por estudos futuros, com
ampliacdo do esforco amostral e anélise de um possivel efeito sazonal.

Palavras-chave: Cupim, terpenos, defesa quimica, fungos.



ABSTRACT

Fungi are one of the most impactful to sanity termiticas colonies of entomopathogenic
microorganisms. The ability to control microbial growth, especially pathogenic fungi and
competitors, it can be beneficial to termites. The defensive secretion of Nasutitermitinae show
evidence of working in this control, but this secretion has intraspecific variation in their
chemical composition. The study evaluated the variability of the substances found in 20
populations of Nasutitermes corniger urban area, 10 nests in areas of heath altitude and 10 in
Caatinga in northeastern Brazil. Also there was a fungal richness associated with nests, and
antimycotic action of the major chemical compounds (o - pinene, B - pinene and limonene)
produced by N. corniger front of the colonization of pathogenic fungi isolated from nests. The
identification of the chemical composition was performed by mass spectrometer coupled to
cromatrografia gas. For bioassays, the fungi were isolated from the nest material, diluting 1 g
of each sample to 10 then sown in Petri dishes on PDA medium. The assay was performed
with four replicas and the plates incubated for five days at room temperature. Of the 18
substances have been identified, a - pinene accounted for 64.89 % in one population. The
PCA analysis showed that the first two components accounted for 95.43% of the total
variance. And cluster analysis classified the populations into two main groups: Group |,
altitude heath area revealed high amounts of a - pinene, p - pinene, 2 - hexanol and 3 -
hexanol, whereas group Il area caatinga showed high amounts of a - pinene, 3 - pinene and
limonene. Registered 23 morphotypes of fungi, belonging to eight genera. Nests located in
two areas of heath Altitude higher richness (Al: A2 17 and 12) and fungal diversity (H = 1.04
and H = 0.92 , respectively) . Penicillium sp.1, Aspergillus flavus and A. niger were present in
all nests studied. Penicillium , Cladosporium and Aspergillus (A. flavus and A. niger) genera
were the most frequent and abundant isolates in the four collection points. The a - pinene, the
main component of the defensive secretion, showed efficiency of contact and volatile during
vegetative and reproductive stages of the fungi tested, verifying changes according to the
stage of development and species of the fungus. However, the synergistic effect tests showed
the best results in inhibition efficiency with the substances in all concentrations tested, even at
low concentrations. It is suggested that environmental stress and climatic factors of each
ecoregion influence on ecological patterns of richness, abundance and fungal diversity in the
nests of N. corniger, and also to characterize the phenotypes of the defensive secretion,
resulting in the formation of two ecotypes. However, this statement should be strengthened by
future studies with larger samples and analysis effort of a possible seasonal effect.

Keywords: Termite, chemical defense terpenos, fungi.
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INTRODUCAO GERAL

Os cupins sdo insetos eussociais da ordem Isoptera e estdo entre os artropodes mais
abundantes nos ecossistemas tropicais. S&o considerados organismos que atuam na
manutencdo da integridade funcional dos ecossistemas (HOLT e COVENTRY, 1990;
MARTIUS, 1994; BIGNELL e EGGLETON, 2000).

A vida em sociedade favorece diversos beneficios aos insetos que assim se organizam,
como maior eficiéncia na defesa contra predadores e tornando-o0s mais competitivos. Contudo,
este estilo de vida também oferece alguns problemas, como o aumento do risco de
transmissdo de parasitas e patégenos (SCHMID-HEMPEL, 1998). Esse risco ocorre em
funcdo de os insetos sociais viverem em col6nias densamente povoadas, e frequentemente
ocorrer alimentacao por trofalaxia (ROSENGAUS e TRANIELO, 1997; SCHMID-HEMPEL,
1998). Por isso, 0s cupins necessitaram desenvolver técnicas defensivas que fossem além da
estrutura fisica dos seus ninhos, desenvolvendo mecanismos de defesa ativa contra estas
situacoes.

Os ninhos dos cupins séo considerados como uma das constru¢es mais elaboradas em
termos de complexidade estrutural e funcional, atuando como uma barreira fisica contra
possiveis predadores (NOIROT, 1970; GRASSE, 1984; NOIROT e DARLINGTON, 2000).
Entretanto, essa estrutura nao apresenta funcionalidade defensiva nos momentos de forrageio
e até mesmo nos riscos promovidos por uma vida em sociedade.

Para a execucgdo de uma defesa ativa da col6nia, os soldados de cupins desenvolveram
adaptacdes morfofisioldgicas para execucdo da defesa da colonia (THORNE, 1982; BINDER,
1988). Dentre essas, observa-se o0 armamento mecanico, com a cabeca alargada e as
mandibulas fortemente esclerosadas (DELIGNE et al., 1981; PRESTWICH, 1984). E de
forma complementar, os soldados ainda dispdem do armamento quimico, assegurado pelas
glandulas exdcrinas: as glandulas labiais, a labral, e, principalmente, a glandula frontal, a
primeira das quais evoluiu como uma modificagdo de estruturas glandulares existente nos
insetos, enquanto 0s outros dois representam Orgaos secretores, exclusivos dos cupins
(STOBOTNTI’K et al., 2010).

Os cupins da subfamilia Nasutitermitinae, a maior e mais especializada da familia
Termitidae, difere das demais subfamilias termiticas no que se refere a sua completa

dependéncia quimica para fins de defesa (NOIROT, 1969). Assim, quando a coldnia é
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estimulada, seus soldados ejetam seu armamento quimico por meio de uma estrutura
denominada nasuto, localizada na fronte e conectada com a glandula frontal.

O complexo de secrecdo da glandula frontal dos Nasutitermitinae € constituido
basicamente por diterpenos oxigenados, monoterpenos e sesquiterpenos que apresentam uma
gama de fungdes, podendo atuar como uma solucdo viscosa e irritante, bloqueando os
movimentos, além de atuar como repelente, feroménio de alarme para atividades defensivas
de coordenagio (MOORE, 1964; 1968; VRKOC et al., 1974; PRESTWICH, 1975, 1977;
PRESTWICH et al., 1981; DELIGNE et al., 1981; PRESTWICH, 1984; EVERAERTS et al.,
1988; ROISIN et al.,, 1990; ERNST, 1959; STUART, 1973; EISNER et al., 1976). Essa
secrecao também parece atuar na inibicéo do crescimento de fungos, provavelmente pela acéo
dos monoterpenos a-pineno e limoneno (ROSENGAUS et al., 2000; ZHAO et al., 2004;
FULLER, 2007).

Nasutitermes corniger (Motschulsky) é uma das principais espécies dentro do género
devido aos danos econdmicos que provoca e € caracterizada como uma praga de
comportamento generalista em relacdo a escolha de madeiras de distintas espécies
(BUSTAMANTE, 1988; REINHARD e KAIB, 1995; REINHARD et al., 1997; REINHARD
e KAIB, 2001). Contudo, apesar das inimeras atribuicdes a secre¢cdo defensiva dos cupins, e
da grande importancia econdmica e ecoldgica de N. corniger, poucos estudos foram
realizados com esta tematica, principalmente no Brasil, destacando apenas os manuscritos de
BEZERRA-GUSMAO, com.pessoal, e AZEVEDO e OLIVEIRA-NETO (2007). Ampliando-
se 0s conhecimentos sobre tais secrecdes € possivel estabelecer novos avangos nos estudos
das relacdes destes insetos com os fungos frequentemente encontrados nos ninhos (COOK;
SCOTT, 1933; HENDEE, 1933, 1934; HUNGATE, 1940; SANDS, 1969; PASSOS, 2009).

Os fungos constituem um dos mais importantes patdgenos de insetos e muitos
possuem a capacidade de prosperarem em ambientes quentes e imidos, assim como 0S cupins
(BATRA e BATRA, 1979). Devido as condicOes de temperatura e umidade do interior dos
ninhos, 0s cupins sdo expostos constantemente a fungos patogénicos. Sendo assim, a
capacidade de controlar o crescimento microbiano, especialmente de fungos patogénicos e
competidores pode ser altamente benéfica para esses insetos (BECKER e LENZ, 1976;
BATRA e BATRA, 1979).

Varios estudos explanaram sobre esta tematica e mostraram diferentes respostas dos

cupins frente as infecgdes fungicas, que vao desde a acdo fumigante observada nos ninhos de
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Coptotermes formosanus, comportamento de alarme entre Zootermopsis angusticollis quando
na presenca de conidios, até a inibicdo do crescimento de fungos entoméfagos, como o
Metarhizium anisopliae, por meio de secrecGes glandulares e esternal de Z. angusticollis
(CHEN, et al., 1998; ROSENGAUS, et al., 2004).

N&o obstante, poucos estudos tém examinado o potencial antimicrobiano dos cupins
superiores, mesmo estes correspondendo 85% das espécies de cupins descritos
(KAMBHAMPATI e EGGLETON, 2000). Os terpenoides encontrados nas glandulas frontais
de soldados de cupins Nasutitermes inibiram a germinacdo do fungo M. anisopliae
(Rosengaus et al., 2000). Nesse estudo, os autores avaliaram o efeito das substancias
majoritarias (a- pineno e limoneno) em percentuais semelhantes ao observado nas glandulas
de cupins N. nigriceps, N. costalis e N. acajutlae, constatando um efeito positivo.

Em se tratando de estudos que versem sobre a composi¢cdo micética dos ninhos de
cupins no Brasil, conta-se apenas com o estudo de Barbosa-Silva et al. (in preparagéo), onde
0s autores registraram, em ambiente natural de caatinga, 12 espécies fungicas em ninhos
ativos de Constrictotermes cyphergaster, nove em ninhos ativos de Microcerotermes spp. e
oito em Nasutitetmes spp. J& em relacdo a estudos que versem sobre a inibicdo do crescimento
de fungos isolados dos cupinzeiros por agdo dos compostos da secrec¢do defensiva dos cupins,
S&0 ausentes.

Diante das vérias lacunas em torno desta tematica e considerando-se a importancia
ecologica da anélise da defesa quimica e das relacdes entre cupins e fungos em seus ninhos, o
presente estudo teve como objetivo conhecer e verificar a existéncia da variabilidade quimica
na defesa de N. corniger, observando a atuacdo de alguns desses componentes em isolados

fangicos patogénicos obervados em seus ninhos.

OBJETIVOS

GERAL

Identificar os componentes quimicos da secrecdo defensiva de Nasutitermes corniger,
objetivando-se verificar a existéncia de variabilidade quimica interpopulacional e o efeito

antifngico destes componentes presentes em area urbana de Brejo de altitude e Semiarido.
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ESPECIFICOS

v" Determinar os constituintes quimicos presentes na secrecdo defensiva de populacdes

de N. corniger coletados em areas de Brejo de altitude e Semiarido;

v Observar se existe similaridade no perfil quimico da secrecdo defensiva dos cupins

oriundos de areas proximas e com caracteristicas geoclimaticas semelhantes entre si;
v" Verificar a riqueza micética presente nos ninhos de N. corniger observados no estudo;

v" Analisar o efeito dos terpenodides majoritarios da secrecao defensiva de N. corniger em
colénias de fungos com potencial patogénico isoladas dos ninhos.

PERGUNTAS

Existe variabilidade na composi¢do quimica da secrecdo defensiva de N. corniger
distribuidos em &rea urbana do Agreste paraibano com distintas condi¢des climaticas?

Qual o efeito dos componentes majoritarios da secrecao defensiva de N. corniger sob

fungos entomopatdgenos presentes no seu ninho?

Existe variabilidade na composicdo fangica associada aos ninhos de N. corniger em

areas de Brejo de altitude e Caatinga?

HIPOTESES

H& menor similaridade entre os componentes quimicos da secre¢do defensiva de N.
corniger oriundos de area urbana do Agreste paraibano que apresentem maior distancia e

diferengas climaticas entre si.

Os compostos majoritarios presentes na secrecdo defensiva do cupim N. corniger

controlam o desenvolvimento de fungos patogénicos presentes dentro do ninho.

As areas de Brejo e altitude apresentam maior riqueza e abundanica de colbnias de

fungos associados aos ninhos de N. corniger.
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AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na mesorregido do agreste paraibano, uma regido semiérida,
sendo o bioma predominante a caatinga. Foram coletadas amostras de Nasutitermes corniger
a partir de cinco ninhos localizados no perimetro urbano de quatro cidades: Areia (06°57°42”
S/35°41°4370) e Bananeiras (06° 45' 00" S/35° 37' 58" O), com uma distancia de 45 km elas;
e Campina Grande (7° 13' 50" S/35° 52' 52" O) e Pocinhos (07° 04" 37" S/36° 03' 39" O), que
distam 35 km entre si, totalizando uma amostra de 20 ninhos (Fig. 01).

E importante destacar que algumas regides do Agreste paraibano apresentam trechos
quase tdo Umidos quanto as areas da zona da mata, como a microrregido na qual estdo
localizadas as cidades de Areia (altitude entre 650 a 1.000 m e temperatura 19° a 28°C e
média pluviométrica anual de 1.194 mm) e Bananeiras (altitude entre 650 a 1.000 m, e
temperatura média de 10° a 28°C e média pluviométrica anual del.174 mm), caracterizadas
como Brejos de Altitude (WORLDCLIM, 2012). Estas areas normalmente apresentam solos
mais umidos, maior cobertura vegetal, e indices superiores de umidade do ar, considerado
como resquicios do complexo vegetacional que ligava a Amazonia e a Floresta Atlantica
(VIVO, 1997; COSTA, 2003; SANTOS et al., 2007).

Em contraste, as outras duas cidades se encontram numa regido de clima muito seco,
com temperaturas mais elevadas, padrdo irregular de precipitacdo e menor indice de cobertura
vegetal como a regido da cidade de Pocinhos (500 a 640 m de altitude, com temperatura
média anual variando de 21° a 30° C, e 382,2 mm de precipitacdo) e Campina Grande (500 a

600m de altitude, com temperatura média anual entre 19° e 27,5°C e média pluviométrica
anual de 802mm) (SUDENE, 1990).

38° 30 38°0' 37°30' 37°0 36° 30 36° 0 35° 30" 35°0°
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7°30'

LEGENDA

80
8°0'

; , 38° 30" 38°0' 37° 30" 37°0 36° 30_' 36° O'_ 35° 30" o 35°0' ., .
Fig.01. Mapa da area de estudo, com destaque para o Brejo de altitude e regido semiarida no Agreste
paraibano, NE do Brasil.
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RESUMO

A secrecdo defensiva dos Nasutitermitinae apresenta variagdes quimicas
intraespecificas na sua composicdo. Analisou-se a variabilidade das substancias quimicas
encontradas em vinte populacdes de Nasutitermes corniger, 10 em areas de Brejo de altitude,
e 10 em areas Caatinga. Dezoito substancias foram identificadas por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas. a-pineno representou 64,89% em uma das populagoes.
A PCA mostrou que os dois primeiros componentes foram responsaveis por 95,43% da
variancia total. E a andlise de agrupamento classificou as populagdes em dois grupos
principais: O grupo |, area de Brejo de altitude, revelou elevadas quantidades de a-pineno
(43.83£18.39), B- pineno (15.09+9.85), 2-hexanol (8.9+12.21) e 3-hexanol (7.7+10.31),
enquanto o grupo Il, populagbes da Caatinga, mostrou elevadas quantidades de a-pineno
(39.34+11.83), B- pineno (34.94+11.09) e limoneno (7.55+1.82). Verificou-se diferenca
significativa entre as médias de precipitagdo (F = 45.7; p<0,01) e temperatura (F = 71.1;
p<0,01) das areas de Brejo de altitude e Caatinga. N&o se verificou diferenca significativa
entre a composicao fisica, umidade, ph, matéria organica e quantidade de carbono dos solos
das éareas estudadas (F = 20,66; p = 0,33), registrando-se maiores quantidades de argila,
matéria organica e carbono nos solos do Brejo de altitude. Sugere-se que as pressdes
ambientais e os fatores climéaticos de cada ecorregido influenciem na caracterizacdo dos
padrdes fenotipicos da secrecdo defensiva, resultando na formacdo de dois ecétipos, o que
deve ser investigado com ampliagdo do esforco amostral e analise de um possivel efeito
sazonal.

Palavras-chave: Cupim, defesa quimica, monoterpenos

Abstract

The defensive secretion of Nasutitermitinae shows intraspecific variation in their
chemical composition. We analyzed the variability of the chemicals found in twenty
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populations of Nasutitermes corniger, 10 in areas of heath altitude, and 10 in caatinga areas.
Eighteen compounds were identified by mass spectrometry coupled to gas chromatography. o
- pinene accounted for 64.89 % in one population. The PCA showed that the first two
components accounted for 95.43 % of the total variance. And cluster analysis classified the
populations into two main groups: Group I, altitude heath area revealed high amounts of a -
pinene (43.83 + 18.39) , B - pinene (9.15 £ 9.85) , 2 - hexanol (8.9 £ 12.21) and 3 - hexanol
(7.7 £ 10.31) , whereas the second group , the caatinga populations showed high amounts of o
- pinene (39.34 + 11.83) , B - pinene (34.94 + 9.11) and limonene (7:55 + 1.82). There was a
significant difference between the mean precipitation (F = 45.7 , p < 0.01) and temperature (F
= 71.1 , p < 0.01) in the areas of heath altitude and caatinga. There was no significant
difference between the physical composition, moisture, pH, organic matter and soil carbon
amount of the areas studied (F = 20.66 , p = 0.33) , enrolling larger amounts of clay, organic
matter and carbon in soils of heath altitude. It is suggested that environmental stress and
climatic factors influence each ecoregion in the characterization of phenotypes of the
defensive secretion, resulting in the formation of two ecotypes, which should be investigated
with larger samples and analysis effort of a possible seasonal effect.

Keywords: Termite, chemical defense, monoterpenes

Introducéo

Os cupins sdo insetos eussociais da ordem Isoptera e estdo entre os artrépodes mais
abundantes nos ecossistemas tropicais (Martius, 1994). Ao longo da sua histéria evolutiva
desenvolveram técnicas de defesa coletiva que se manifestam nas elaboradas construcfes dos
seus ninhos, além das adaptacdes anatbmicas e comportamentais para a defesa da colénia
(Deligne et al., 1981; Grasse, 1982; Crespi, 1994).

Dentre as adaptacfes morfofisiologicas para a defesa da col6nia, a casta dos soldados
apresenta além de um aparato mandibular para a defesa mecénica, um eficiente armamento
quimico, especialmente nas familias Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae,
apresentando um oOrgédo unico defensivo, a glandula frontal, produtora de diversos compostos
quimicos (Deligne et al., 1981; Prestwich, 1984; Quennedey, 1984; Sobotnik et al., 2010).

A diversidade quimica produzida pela glandula frontal dos cupins foi descoberta ao
longo das ultimas quatro décadas (Sobotnik et al., 2010), e apresenta varias substancias
sintetizadas a partir das diversas classes quimicas, incluindo alcoois, monoterpernos,

diterpernos, sesquiterpenos, compostos heterociclicos e aromaticos, dentre outros, que
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compde a secrecdo defensiva (Prestwich, 1984; Sobotnik et al., 2010; Krasulova et al., 2012).

Esta secrecdo em soldados com mandibulas vestigiais é expelida pelo nasuto e
apresenta importante diversidade funcional, atuando como uma solugdo viscosa e irritante,
bloqueando os movimentos, e como repelente e feromodnio de alarme para atividades
defensivas de coordenacdo (Moore, 1964, 1968; Vrkoc¢ et al., 1974, 1978; Prestwich, 1975;
Prestwich et al., 1981, 1984; Deligne et al., 1981; Everaerts et al., 1988; Roisin et al., 1990).
Além disso, parece atuar na inibi¢do do crescimento de fungos, provavelmente pela acdo dos
monoterpenos a-pineno e limoneno (Rosengaus et al., de 2000; Zhao et al., 2004; Fuller,
2007). Estudos discutem a existéncia de variagdes interespecificas, e até mesmo
intercoloniais na composicdo dessas substancias, tanto em termos de diversidade quimica
COmMo Nnos seus percentuais de concentracdo (Goh et al., 1984; Bagneéres et al., 1990, Quintana
et al., 2003; Azevedo et al., 2006; Perdereau et al., 2010).

A subfamilia Nasutitermitinae (Termitidae) difere das demais subfamilias termiticas
no que se refere a sua completa dependéncia quimica para fins de defesa (Noirot, 1969), e
conta com registros de andlises da defesa quimica em 15 géneros e 74 espécies, 43 dessas
pertencentes ao género Nasutitermes (Prestwich & Collins, 1981; Prestwich, 1979; Gush et
al., 1985; Valterova et al., 1992, 1993).

O género Nasutitermes é um dos géneros mais ricos em diversidade termitica, com
registro de 74 espécies descritas apenas na regido neotropical (Constantino, 2002). No Brasil,
este género esta representado por aproximadamente 47 espécies, distribuindo-se em ambientes
de matas tropicais, cerrados e caatingas (Zorzenon & Potenza, 1998; Constantino, 1999).
Nasutitermes corniger (Motschulsky), uma das principais espécies do género, destaca-se
devido aos danos econ6micos que provoca, e € caracterizada como uma praga de
comportamento alimentar generalista (Bustamante, 1988; Reinhard & Kaib, 1995; Reinhard et
al., 1997; Reinhard & Kaib, 2001).

A caracterizacdo do perfil quimico e os fatores que influenciam nas variagdes de
composigdo da secrecdo defensiva dos cupins, consistem em uma ferramenta interessante para
estudos sobre taxonomia, biogeografia e ainda a cerca da ecologia populacional e das
estratégias defensivas destes insetos (Nelson, et al., 2001). Neste estudo analisou-se a
composicado quimica da secre¢é@o defensiva e avaliou-se a existéncia de variacdo intercolonial
no perfil quimico de populacdes de N. corniger localizadas em area urbana do agreste

paraibano com diferencas climéticas.
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Material e Metodos

Area de Estudo — O estudo foi desenvolvido na mesorregido do agreste paraibano, uma regido
semiarida, do Brasil. Foram coletadas amostras de Nasutitermes corniger a partir de cinco
ninhos localizados no perimetro urbano de quatro cidades: Areia (06°57°42” S/35°41°4370) e
Bananeiras (06° 45' 00" S/35° 37' 58" O), com uma distancia de 45 km elas; e Campina
Grande (7° 13' 50" S/35° 52' 52" O) e Pocinhos (07° 04' 37" S/36° 03' 39" O), que distam 35
km entre si, totalizando uma amostra de 20 ninhos (Fig. 01). As cidades de Areia e Bananeiras
localizam-se em uma regido que apresenta trechos quase tdo Umidos quanto as areas da zona
da mata, os chamados Brejo de altitude (altitude entre 650 a 1.000m, temperatura média
anual entre 18° a 28°C e média pluviométrica anual de 1.194 mm). Essas regifes sdo mais
umidas que as demais areas do semiarido, devido ao efeito orografico nas precipitacdes e na
reducdo dos indices térmicos (Vivo, 1997; Costa, 2003; Barbosa et al., 2006; Santos et al.,
2007) (Fig. 1). Em contraste, as cidades de Pocinhos e Campina Grande localizam-se em
regibes de Caatinga (altitude entre 500 a 640 m e temperatura 21° a 30°C e média
pluviométrica anual de 382,2 e 802mm) que apresentam climas aridos, com temperaturas

elevadas e um padrdo irregular de precipitacdo (Sudene, 1990).

Procedimentos de coleta - Amostras populacionais de cinco ninhos de Nasutitermes corniger
foram coletadas nas cidades de Bananeiras (06° 45' 00" S/ 35° 37' 58" O), Areia (06°57°42” S/
35°41'43”0), Campina Grande (7° 13' 50" S/ 35° 52' 52" O) e Pocinhos (07° 04' 37" S/ 36°
03' 39" O), totalizando 20 amostras. Cada amostra foi formada por 50 soldados de cupins, que
foram acondicionados em tubos tipo eppendorf e mantidos sob refrigeracdo até o
processamento das analises quimicas, objetivando minimizar as perdas dos componentes
volateis presentes na secrecdo defensiva dos cupins. Coletaram-se também amostras
testemunho, consistindo de soldados que foram preservados em alcool para posterior
identificacdo da especie, realizados com auxilio da literatura especializada, com posterior
confirmacédo dos espécimes pelo Dr. Tiago Carrijo. As amostras enocntram-se depositadas no
Laboratorio de Ecologia de Térmitas, da Universidade Estadual da Paraiba, Estado da Paraiba,

Brasil, local onde estdo depositadas.
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Fig.01. Locais de coleta dos ninhos em areas de Brejo de Altitude: Areia (A) e Bananeiras (B), e
Semiéridas: Pocinhos (C) e Campina Grande (D), no Agreste paraibano, Nordeste do Brasil.

Fatores edafico-climaticos - Os dados climaticos foram obtidos através do Boletim
agroclimatico mensal do Instituto Nacional de Meteorologia (Inmet, 2012, 2013). No
momento da coleta também foram aferidas a temperatura e a umidade relativa do ar local
através de um termo-higrébmetro. Amostras mistas de solo em torno das arvores que
abrigavam os ninhos foram obtidas, cada uma contendo cerca de 200 g, a 20 cm de
profundidade, em trés pontos equidistantes do vegetal hospedeiro. A composicdo fisica
(granulometria) pelo método de hidrémetro proposto por Bouyoucos (1951), modificado por
Day (1965), conforme descrito por Forsyth (1975). Também foi verificado a umidade, o ph e
o percentual de matéria organica do solo (MO). Todos os procedimentos foram realizados nos

Laboratorios de Quimica e Fisica do Solo da Universidade Federal da Paraiba, Campus II.

Analises dos componentes quimicos da secrecdo defensiva — Foram utilizados cinco soldados
de cada amostra populacional coletada que foram imersos em 0,5 mL de n-hexano (grau ultra-
residuo, BAKER, EUA) e submetidos a ultra-som (BRANSONIC, EUA) durante 15 segundos
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a temperatura ambiente. Utilizou-se um aparelho de cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro quadrupolar de massas (CG-EM), Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japéo). A
energia de ionizacao do detector foi de 70 V, com o volume de injecdo da amostra de 0,5 ul e
uma razao de injecdo de 1:20. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em
220°C e 240°C, respectivamente. A andlise foi conduzida no modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 varredura.s™, com um intervalo de massas de 40-400 m/z. A anélise
quantitativa foi obtida pela integracdo do cromatograma total de ions (TIC) e expressa como
valores porcentuais médios de duas replicatas. A identificacdo dos constituintes foi realizada
por comparacdo automética e manual dos espectros de massas com 0s das bibliotecas
NIST/EPA/NHI (1998), por comparacio dos espectros de massas e Indices de Retencéo (IR)
com os da literatura (Adams, 1995; 2001) e co-injecdo com padrdes. Os indices de Retencéo
foram calculados através da coinjecdo com uma mistura de hidrocarbonetos, C8-C32 (Sigma,
EUA), e com aplicacdo da equagdo de Dool e Kratz (DOOL e KRATZ, 1963). Os
constituintes majoritarios também foram identificados por ressonancia magnética nuclear de
carbono (RMN-13C), registrado em um espectrdmetro Varian Gemini operando a 75 MHz e
usando benzeno deuterado como referéncia interna (128 ppm). A identificacdo foi realizada
pela comparagéo dos sinais do espectro de RMN 13C do extrato da secrecdo de defesa, com
os da literatura (Kubeczka & Formacek, 2002).

Todo os procedimentos foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias, Brasil, nos laboratérios de Cromatografia Gasosa e de Ressonancia

Magnética Nuclear.

Andlise estatistica - A matriz dos componentes volateis foi submetida a Analise por
Componentes Principais (PCA) para se verificar a inter-relacdo entre as populacbes e seus
constituintes quimicos, utilizando o pacote estatistico R®. Com o programa Primer® versio 6,
os dados foram transformados em Log (X+1) para construcdo do diagrama de ordenacéo do
MDS (Ordenacdo multidimensional ndo meétrica) com base na Distancia Euclidiana. E
posteriormente, realizou-se a Analise por Agrupamento (Cluster - Distancia Euclidiana,)
utilizando-se 0 método UPGMA para o estudo da similaridade entre as popula¢ées com base
na distribuicdo dos constituintes da secrecdo de defesa quimica. Objetivando-se confirmar a
existéncia de diferencas entre o perfil quimico das populagdes de areas de Brejo de altitude e

semiarida, a matriz utilizada para PCA e MDS foi avaliada através do programa
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PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance), utilizando-se métodos de
(99.999) permutagdes aleatdrias. Os dados ambientais foram analisados de forma separada,
sendo a temperatura, a umidade e a precipitacdo analisados através da analise de variancia
(ANOVA), e os de dados de composicdo do solo atraves da PERMANOVA. E, por fim
realizou-se uma andlise de correlagdo candnica entre a matriz dos constituintes volateis e 0s
dados ambientais (temperatura, umidade, precipitacdo e composicdo do solo) objetivando-se

verificar a influéncia ambiental na composi¢do quimica da secrecdo defensiva.

Resultados

A composicao da secrecdo defensiva de N. corniger mostrou-se ser composta por 18
componentes volateis, observando-se dissimilaridade qualiquantitativa na composicao entre as
populacdes de cada area estudada (F = 8,29; p = 0,0002). Dentre 0S componentes
identificados, 14 sdo monoterpenos, com quantidades expressivas de a-pineno e 3-pineno na
composicdo majoritaria das secrecbes analisadas de ambas as areas de estudo (Tab. 1). Os
componentes 2-hexanol e o 3-hexanol também apresentaram valores médios percentuais

expressivos, mas apenas para populagdes do brejo de altitude (Tab. 1).

Tabela 1- Composicdo percentual média (+ desvio-padrdo) de substancias identificadas na secrecdo de
defesa de Nasutitermes corniger em area urbana de Brejo de Altitude e Semiarida no NE do Brasil,
2013.

A Brejo de Altitude Semiérido
Substancias - - - -

Areia Bananeiras Pocinhos Campina Grande
2-metil-3-heptanona’ 1.6+1.15 1.08+1.5 0.11+0.07 0.1+0.11
o-pineno” 30.36+ 24.02 49.94+11.3 39.91+12.87 37.54+10.46
3-hexanol’ 21.13+11.3 6.18+8.3 0+0 0+0
2-hexanol 11.15+15.2 6.48+1.8 0+0 0+0
Desconhecido 2.37£1.6 1.08+4.5 0+0 0+0
B-pineno” 12.7146.5 24.68+12.6 45.24+15.48 33.85+6.03
B —mirceno” 0.25+0.33 0.43+0.23 0.84+0.26 0.45+0.72
Limoneno” 3.18+1.66 6.12+2.17 8.38+1.23 6.49+1.81
O-cimeno” 1.14+1.08 1.66+0.34 0.1+0.01 0.1+0.0
3-careno” 0.1+0 0.1+0.26 0.1+0.5 0.1+0.0
3-careno-2-ol” 0.1+1.9 0.1+0.75 0.1+0.24 0.1+0.03
Verbenona® 0.1+0.29 0.1+0.08 0.13+£0.35 2.97+£0.78
Cafeno” 0+0 0+0 0.22+1.09 0.1+0.38
4-careno” 00 00 0.1+0.06 0.1+1.05
Octatrieno-3,7-dimetil” 020 00 2.34+0.87 1.47+1.26
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Terpinoleno” 0+0 040 0.1+0.06 0.1+0.06
Pinocarveol” 0+0 0+0 0.1+0.65 1.93+1.12
L-carveol 00 0+0 0.1+1.2 5.17+1.7

“Monoterpenos; “’Monoterpeno oxigenado; © Outros;

Os dois primeiros componentes principais da PCA foram responsaveis por 95,43% da
variancia total. O PCA mostrou a separacdo dos pontos de amostragem destacando as
variaveis que mais influenciaram na separacédo, sendo no PC1 ocasionada pela separacao entre
0s monoterpenos a partir dos demais constituintes quimicos (Fig. 2), enquanto que no PC2
pela formagdo de dois grupos principais, um deles composto apenas por monoterpenos,

enguanto o outro apresentou monoterpenos e demais substancias (Fig. 2).

Alfapineno

PC2
0

Betapineno

| I [ I [ I
6 4 2 0 2 4

Figura 2- Andlise de Componentes Principais dog%l)nstituintes quimicos da secrecdo defensiva de
populagcbes de Nasutitermes corniger em areas urbanas de regides de Brejo de Altitude (Al, A2, A3,
A4, A5, B1, B2, B3, B4 e B5) e Semiaridas (P1, P2, P3, P4, P5, CG1, CG2, CG3, CG4 e CG5), NE do
Brasil, 2013. A — Areia; B — Bananeiras; P — Pocinhos; CG — Campina Grande.

A analise do MDS mostrou um padrdo de separacdo espacial na distribuicdo das
populacbes de N. corniger nas &reas de estudo (Fig. 3), confirmando-se a existéncia de
diferencas significativas entre a composi¢do quimica da secrecdo defensiva das populacdes
entre as areas, através do teste de permutacdo ANOSIM (R=0.941; p=0.1%).

24



2D Stress: 0.04 Local
< Brejo

skSemiarido
caG3
*
cG4
>k A2 Al
2 B5 A4
¥ P3 Baas O A3 P
* © > B3
P2 Ny P
* - B2
<
4
*

Figura 3. Ordenagdo da analise de escalonamento multidimensional ndo métrica (n-MDS) das
similaridades entre as populacGes de Nasutitermes corniger com relagdo a sua composi¢do quimica da
secrecdo defensiva em érea urbana de Brejo de altitude e Semiérida no NE do Brasil, 2013. (Areas de
Brejo de altitude: A1, A2, A3, A4, A5, B1, B2, B3, BA e B5; Areas de Caatinga: P1, P2, P3, P4, P5,
CG1, CG2, CG3, CG4 e CGH).

A andlise de agrupamento classificou as populacdes em dois grandes grupos
principais. O grupo I, formado pelas populacdes de Brejo de altitude, possivelmente
apresentou esta formacgdo devido as elevadas quantidades de a-pineno (43.83+18.39), B-
pineno (15.09+9.85), 2-hexanol (8.9+12.21) e 3-hexanol (7.7+£10.31) presentes na secrecao
destas populagdes, enquanto o grupo Il, populacdes do Semiarido, apresentaram elevadas
quantidades de a-pineno (39.34+11.83), B-pineno (34.94+11.09) e limoneno (7.55+1.82) (Fig.

4). s
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Figura 4. Andlise de agrupamento (UPGMA) das populagdes de Nasutitrmes corniger com relacéo a
sua composicao quimica da secrecdo defensiva em area urbana de Brejo de altitude - Grupo | (Al, A2,
A3, A4, A5, B1, B2, B3, BA e B5) e de Semiarida - Grupo Il (P1, P2, P3, P4, P5, CG1, CG2, CG3,
CG4 e CG5) no NE do Brasil, 2013.

Nos dois grupos foi possivel observar trés separacdes principais. No grupo I, a

primeira delas agrupa as populacfes que apresentam os maiores valores de 2-hexanol (B3:
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23.48%; A4: 26.48% e Al: 41.15%) e 3-hexanol, (B3: 24.15%; A4: 24.15% e Al: 31.44%).
Na segunda separagéo verifica-se o agrupamento das populagdes que apresentam altos valores
de a-pineno (B4: 49.94%; A5: 56.17% e B5: 50.36%) e limoneno (B4: 6.82%; A5: 4.18% e
B5: 6.12%), isolando A2 por apresentar maior valor de a-pineno (62.58%) e B5, com os mais
baixos valores de 2-hexanol (3.63%) e 3-hexanol (3.56%) dentre as popula¢Bes das &reas de
brejo de altitude.

A terceira separacdo mostra o agrupamento das populacBes que apresentaram valores
intermediarios de a-pineno, 2-hexanol e 3-hexanol: Bl (37.73%, 10.22% e 8.27,
respectivamente) e A3 (30.36%, 11.15% e 21.13%, respectivamente), isolando B2 com maior
percentual de a-pineno (55.57%) e menor de 2-hexanol (6.48%) e 3-hexanol (6.18%).

No grupo Il, a primeira agrupou as populacGes que apresentaram altos valores
percentuais de a-pineno (CG5: 54.03% e CG1: 43.24%) e L-carveol (CG5: 6%; e CGL.:
5.18%), isolando as populacGes que apresentaram valores inferiores de a-pineno CG2
(37.54%) e P3 (34.37%) e valores superiores de B- pineno (36.04% e 46.86%,
respectivamente). Ainda neste agrupamento, a populacdo P2 foi separada das demais por
apresentar o maior valor percentual de a-pineno (55.15%) e menor de B- pineno (22.04%).

Na segunda separacdo, observou-se o agrupamento das populagdes que apresentaram
0s menores valores percentuais de a-pineno, CG4: 28.53% e CG:29.90%). A terceira
separacdo agrupou as populagcbes com maiores valores de B-pineno, P5 (45.24%) e P4
(45.55%), isolando a populacdo P1, com o maior percentual de o-pineno dentre as 20
amostras populacionais analisadas (64.89%) e o menor valor percentual de p-pineno dentre as
amostras do semiérido (14.17%).

As éareas de estudo apresentaram caracteristicas ambientais distintas com diferencas
nos padrdes climaticos e de composicao do solo. Verificou-se diferenca significativa entre as
médias de precipitacdo (F = 45.7; p<0,01) e temperatura (F = 71.1; p<0,01) das areas de
estudo. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a composicdo fisica, a umidade do
solo, pH, MO e quantidade de carbono dos solos das areas estudadas (F = 20,66; p = 0,33).
Contudo, os solos do Brejo de altitude apresentaram maiores quantidades de argila, MO e
carbono.

Os componentes principais do Grupo |, 2-hexanol e 3-hexanol, na primeira variavel
candnica dependente, apresentaram correlacdo positiva com as variaveis climaticas

independentes (precipitacdo, umidade do solo, percentual de matéria organica, carbono e
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argila do solo), equanto que o a-pineno apresentou corrrelacdo inversa com estas variaveis. Ja
os componentes principais do Grupo II, a-pineno, - pineno e Limoneno, na primeira variavel
dependente, apressentou correlacdo inversa. A primeira correlacdo explica 78,5% da variancia

acumulada (Fig. 5).
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Figura 5. Analise de correlagdo entre a matriz dos constituintes volateis da secrecdo defensiva
de Nasutitermes corniger e as variaveis ambientais (temperatura, precipitacao, umidade do ar
e do solo, percentuais de areia, argila, silte, matéria orgéncia, carbono e ph do solo) no
Agreste paraibano, 2013.

Discussao

O fato de a composicdo quimica da secrecdo defensiva apresentar apenas divergéncias
quantitativas entre populacbes da mesma ecorregido, e qualitativas quando comparadas
populacbes de ecorregides distintas sugere a existéncia de uma relacdo com a expressdo
génica das populacdes para as areas analisadas. Segundo Prestwich (1982) a biossintese das
substancias presentes na secrecdo de defesa dos cupins sdo de origem enddgena, mas fatores
externos podem interferir na composicédo quimica da defesa desses insetos (Valterova et al.,
1989).

O elevado percentual de a-pineno observado na secregéo defensiva das populagdes de
N. corniger nas areas de estudo é algo comum entre os Termitidae (Goh et al., 1980; Roisin et
al., 1988; Valterova et al., 1993; Azevedo et al., 2006). Este monoterpeno pode ser encontrado
tanto em organismos vegetais, presentes em varios oleos essenciais de plantas tais como as

coniferas, como o pinheiro (Pinaceae) quanto nos insetos, tais como 0s cupins e 0s besouros
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(Geron et al., 2000).

Na ecologia dos térmitas, esse composto apresenta alta toxicidade frente aos insetos
predadores e competidores, como formigas e besouros (Simdes et al., 1999). Além disso,
ainda é possivel que tenha atividade antifingica, antibacteriana e antisséptica, atuando de
forma a diminuir o risco iminente de doengas dentro da colénia (Rosengaus et al., 2000; Stow
& Beattie, 2008).

Apesar dos registros na literatura sobre a presenca de sesquiterpenos na secrecao
defensiva de alguns géneros da subfamilia Nasutitermitinae (Constrictotermes, Curvitermes,
Syntermes e algumas espécies dos géneros Subulitermes e Nasutitermes: N. infuscatus e N.
octopilis) (Prestwich, 1981, 1984; Aezevedo et al., 2006), ndo se observou esta classe de
terpenos em N. ephratae (Valterova et al., 1992, 1993), e também nas populacdes de N.
corniger analisadas no presente estudo. Julga-se, portanto, que os padrdes fenotipicos da
secrecdo de defesa consistem assim em uma valiosa ferramenta de diferenciacdo e
caracterizacdo taxonémica intra e intergeneéricos.

A separacdo das populagdes em dois grupos, motivadas pelos percentuais das
substancias discriminantes, formando agrupamentos de populagdes coletadas em uma mesma
ecorregido, possivelmente deva-se pela distancia entre os pontos de coleta, formando dois
ecétipos distintos nas populacdes. Possivelmente, populacdes que se localizem em regides
proximas geograficamente e submetidas a condigdes ecossistémicas semelhantes apresentem
padrdo homogéneo em termos qualiquantitativos na composicdo quimica da secrecdo
defensiva, corroborando Azevedo et. al. (2006), quando estudaram populacdes de C.
cyphergaster e Krasulova et al. (2012), com populacGes de Psammotermes hybostoma
(Rhinotermitidae).

A tolerancia fisiologica dos insetos € fortemente influenciada pela dindmica dos
ambientes ao qual eles ocorrem (Schowalter, 2006; Panizzi & Parra, 2009), e oscilacdes dos
fatores abidticos como temperatura, precipitacdo e composi¢cdo do solo apresentam
potencialidades para atuar de forma direta ou indireta na variagdo percentual das substancias
da secrecdo defensiva dos cupins (Azevedo et al., 2006; Krasulova et al., 2012). Pode-se
aplicar esse conceito ao se observar a populagdo P1 que apresentou o maior percentual de a-
pineno entre todas as popula¢Ges analisadas (64,9%), verificando-se nesta localidade, 0s
menores indices de precipitacdo e o maior indice de temperatura dentre os pontos de

amostragem.
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Considera-se também os compostos 2-hexanol e 3-hexanol, exclusivos nas popula¢des
de Brejo de altitude, regiGes com o0s maiores indices de precipitagdo observados, e
apreentaram correlacdo positiva com estas variareis. Esses dados corroboram Azevedo et al.
(2006) que verificaram em populacbes de C. cyphergaster que o principal componente da
secrecdo defensiva deste cupim, o a-pineno, apresentou correlacdo inversa com as variaveis
climaticas, enquanto que o 3-hexanol obteve correlagdo positiva.

Talvez estes sejam alguns dos fatores que ao longo dos dias motivem as populac@es de
cupins a regularem os percentuais de concentracdo de cada composto quimico, com a
possibilidade de reducdo de algumas substancias ao ponto da cromatografia gasosa nao
identifica-las, explicando a ocorréncia de compostos exclusivos para as populacfes de cada
ecorregido. A hipotese é baseada no fato das areas estudadas apresentarem caracteristicas
ambientais diferentes e padrdo de dissimilaridade de fatores abioticos, 0 que resulta em uma
comunidade vegetal e animal diferenciada e/ou adaptada para as limitacGes e heterogeneidade
de cada ambiente. Entretanto, estudos futuros sdo recomendados para confirmagéo, tendo em
vista que tais divergéncias podem ser produto de efeito sazonal, ou até mesmo da necessidade
da coldnia no que se refere as atividades de defesa, recrutamento ou feromonio de alarme
(Vrkoc et al., 1978).

Convem ressaltar que os resultados deste estudo contrastam os descritos por Prestwich
et al. (1985), cuja concluséo foi de que os fatores ambientais ndo influenciam a composicao
qguimica da secrecdo de defesa de N. corniger, mas corroboram Azevedo et al. (2006) e
Krasulova et al., (2012). Em conclusdo, o estudo mostrou que a composi¢do quimica da
secrecdo defensiva de Nasutitermes corniger apresenta variabilidade de acordo com as
caracteristicas do ecossistema na qual ela esta inserida. As populacdes localizadas em regifes
com condicdes ecossistémicas semelhantes tendem a apresentar maior similaridade quimica
tanto em termos de concentracdo quanto de composicao das substancias.

Como esperado, as populacbes das areas de Brejo de Altitude apresentaram uma
composicdo média percentual diferenciada das populagdes das demais areas Semiaridas,
provavelmente motivadas pelas pressdes ambientais e os fatores climaticos de cada
ecorregido, resultando na formacdo de dois ec6tipos. No entanto, esta afirmacdo deve ser
reforcada por estudos futuros, com ampliacdo do esfor¢co amostral e analise de um possivel

efeito sazonal.
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Resumo

Observou-se neste estudo a riqueza fangica associada aos ninhos de Nasutitermes
corniger e a acdo antimicotica dos compostos quimicos produzidos sob a colonizacdo de
fungos patdgenos em 20 ninhos, 10 em dois municipios de Brejo de altitude e 10 em dois de
Semiarido no Nordeste do Brasil. O ensaio foi realizado com quatro réplicas e as placas
incubadas durante cinco dias a temperatura ambiente. Testou-se o efeito de contado e volatil
dos componentes quimicos majoritarios da secrecao defensiva de N. corniger, a-pineno, [-
pineno e Limoneno, de forma isolada e o efeito sinergético destes, em concentracdes
semelhantes a encontrada na secrecdo defensiva deste cupim para o combate a proliferacdo
dos fungos entomopatdgenos Paecilomyces sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp. isolados
em seus ninhos. Verificou-se eficiéncia dos compostos nas fases vegetativa e reprodutiva dos
fungos. Registraram-se 23 morfotipos de fungos distribuidos em oito géneros. A riqueza de
Brejo de Altitude foi de 17 e 12, e diversidade de H=1,04 e H=0,92, respectivamente.
Penicillium sp.1, Aspergillus flavus e A. niger estiveram presentes em todos os ninhos.
Penicillium sp.3, Paecilomyces sp.1 e Paecilomyces sp.2 foram comuns aos ninhos do Brejo
de altitude. Trichoderma sp. foi isolado em ninhos de apenas uma cidade de Brejo e uma de
Semiarido, enquanto Paecilomyces spl. foi encontrado no Brejo de altitude e em um dos
municipios do seminérido. Penicillium, Cladosporium e Aspergillus (A. flavus e A. niger)
foram os isolados mais frequentes e abundantes no estudo. Os compostos majoritarios da
secrecdo defensiva dos cupins apresentaram efeito antifingico no controle do
desenvolvimento das colbnias fangicas estudadas, com variacdes conforme a fase do
desenvolvimento e a espécie de fungo. O a-pineno apresentou eficiéncia de contato e volatil
tanto nas fases vegetativa quanto reprodutiva dos fungos testados. B-pineno e Limoneno
atuaram de forma complementar no combate fungico. No entanto, foram nos testes do efeito
sinergético que se obtiveram os melhores resultados de inibigdo, obtendo-se eficiéncia das
substancias em todas as concentragdes testadas, mesmo em baixas concentraces.

Palavras-chave: Cupim, monoterpeno, acdo antifungica
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Abstract

It was observed in this study fungal richness associated with nests of Nasutitermes
corniger and antimycotic action of chemical compounds produced in the colonization of
fungal pathogens in 20 nests, 10 in two municipalities of altitude heath and 10 in two semiarid
Northeast Brazil. The assay was performed with four replicas and the plates incubated for five
days at room temperature. We tested the effect of contact of the major chemical and volatile
components of the defensive secretion of N. corniger, o - pinene , 3 - pinene and limonene, in
isolation and the synergistic effect of these, similar concentrations to that found in the
defensive secretion of the termite to combat the proliferation of entomopathogenic fungi
Paecilomyces sp., Penicillium sp. and Cladosporium sp. isolated in their nests. It was found
efficiency of compounds in vegetative and reproductive stages of fungi. We recorded 23
morphotypes of fungi belonging to eight genera. The wealth of heath Altitude was 17 and 12,
and diversity of H = 1.04 and H = 0.92, respectively. Penicillium sp.1, Aspergillus flavus and
A. niger were present in all nests. Penicillium sp.3, and Paecilomyces sp.1 and Paecilomyces
sp.2 nests were common to the altitude heath. Trichoderma sp. was isolated from the nests of
only a city of Heath and a semiarid while Paecilomyces spl. found in heath and altitude in
one of the municipalities seminarido. Penicillium, Cladosporium and Aspergillus (A. flavus
and A. niger) were the most frequent and abundant in the study isolates. The major
compounds of the defensive secretion of termites showed antifungal effect in controlling the
development of fungal colonies studied, with variations depending on the stage of
development and fungal species. The a-pinene showed efficiency of contact and volatile in
both vegetative reproductive phases as tested fungi. B-pinene and limonene acted in a
complementary way in combating fungal. However, in the tests were the synergistic effect
that the best results were obtained inhibition efficiency of obtaining substances at all
concentrations tested, even at low concentrations.

Keywords: Termite, monoterpene, antifungal

Introducao

A casta dos soldados dos cupins apresenta inumeras adaptacdes morfofisioldgicas para
atividade de defesa da colbnia frente aos seus predadores e competidores, sejam
invertebrados, vertebrados ou micro-organismos (Deligne, 1971; Prestwich, 1984).

Os cupins do género Nasutitermes utilizam uma secre¢do produzida na glandula
frontal composta principalmente por terpenoides que atua na comunicagdo de alarme,

recrutamento para a atividade defensiva e ainda por sua alta toxidade podem atuar no controle
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de microorganismos presentes nos ninhos (Moore, 1964, 1968; Eisner et al., 1976; Tranielo,
1981; Prestwich, 1984; Batra & Batra, 1966, 1979; Lutikova, 1990; Ljutikova & Judina,
1996; Rosengaus et al., 1998).

Grande diversidade de fungos s@o encontrados associados aos cupins e sua presenca
junto aos térmitas muitas vezes tem sido relatada como benéfica para os cupins (Sands, 1969).
Diversos sdo os tipos de associagOes entre cupins e fungos, podendo ocorrer relagdes
comensais, parasiticas, predatorias, mutualisticas, de nutricao, saprofitismo e de transporte de
fungos pelos cupins (Sands, 1969; Dejean & Bolton, 1995; Dejean et al., 1997; Leponce et al.,
1999).

Os fungos constituem um dos microorganismos entomopatdgenos mais impactantes a
sanidade das col6nias termiticas, pelo fato de muitos possuirem a capacidade de prosperarem
em ambientes quentes e Umidos, assim como os cupins (Batra e Batra, 1979). Devido as
condigdes de temperatura e umidade do interior dos cupinzeiros, 0s cupins Sdo expostos
constantemente a fungos patogénicos, representando um risco de contaminagdo em massa da
colbnia, tendo em vista 0 modo de vida social e alimentacdo por trofalaxia (Wilson, 1999).

Na maioria dos casos, os fungos patdgenos apresentam alta capacidade de esporulacéo
e dispersdo, e atuam penetrando diretamente a cuticula dos insetos (Roberts & Humber, 1981;
Gillespie et al., 2000; Wang & St Leger, 2006). Os géneros Aspergillus, Cladosporium,
Paecilomyces e Penicillium sdo alguns dos fungos que apresentam espécies entomopatdgenas
e que tiveram seu potencial avaliado em diversos estudos com insetos (Prates, 1980; Maniania
& Fargues, 1992; Laakso & Gloer, 1993, Costa et al., 1998; Alves et al., 2001; Moraes et al.,
2001), sendo referidos como fungos de alta toxidade, por causar sérios danos as populacoes
termiticas (Rouland-Lefevre, 2000).

A capacidade de controlar o crescimento microbiano, especialmente de fungos
patogénicos e competidores, pode ser altamente benéfica para os cupins (Becker & Lenz,
1976; Batra & Batra, 1979). Dentre as medidas adotadas para o controle de microorganimos
fangicos, os cupins utilizam uma série de combinagbes complexas de comportamento,
estratégias fisioldgicas e bioquimicas (Rosengaus et al., 2011). Efeito positivo das substancias
majoritarias dos terpendides a- pineno e limoneno, em percentuais semelhantes ao observado
nas glandulas de Nasutitermes nigriceps, N. costalis e N. acajutlae foram observados na
inibicdo da germinagéo do fungo Metarhizium anisopliae (Rosengaus et al., 2000).

Entretanto, apesar da grande importancia e das inumeras relagcBes entre cupins e
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fungos, muitas vezes benéficas ou ndo, poucos estudos versam sobre a composi¢do micotica
dos ninhos de cupins, havendo maior nimero de estudos com a subfamilia Macrotermitinae
(Correlia, et al., 2008). Algumas pesquisas avaliaram o uso de fungos entomopatdgenos para
controle de cupins e os beneficios de fungos decompositores da lignocelulose para estes
insetos (Hendee, 1933, 1934; Passos, 2009).

No entanto, poucos sdo os estudos em relagéo a testes de eficiéncia da defesa dos
cupins contra micro-organismos (Rosengaus, 2000; Fuller, 2007). Além disso, o efeito dos
constituintes da secrecdo produzida pela glandula frontal no controle de populacdes de fungos
entomopatégenos no interior dos ninhos sdo ausentes, necessitando-se de maiores
esclarecimentos acerca da acéo antifingica da defesa quimica dos cupins.

O objetivo desse estudo foi verificar a riqueza de fungos associados aos ninhos de N.
corniger em area urbana e analisar a agdo antimicética dos compostos quimicos majoritarios

da secrecédo defensiva desse cupim frente a colonizacdo de fungos patdgenos em seus ninhos.

Material e Metodos

Area de Estudo - O estudo foi realizado com amostras populacionais de N. corniger coletadas
na area urbana de quatro cidades do Agreste paraibano, uma regido semiarida do NE
brasileiro. Algumas areas apresentam trechos quase tdo Umidos quanto as areas da zona da
mata, na qual estdo localizadas as cidades de Areia (06°57°42” S/ 35°41°43”0) e Bananeiras
(06° 45' 00" S/ 35° 37" 58" O) (Fig. 1), caracterizadas como brejo de altitude (altitude entre
650 a 1.000m, temperatura média anual entre 18° a 28°C e média pluviométrica anual de
1.194 mm). Ambas as cidades encontram-se circundadas por matas serranas, consideradas
area de disjuncdo ecoldgica da Mata Atlantica, remanescentes de regibes com elevada
biodiversidade. Essas regides sdo mais Umidas que as demais areas do semiarido, devido ao
efeito orografico nas precipitacdes e na reducdo dos indices térmicos (Vivo, 1997; Costa,
2003; Barbosa et al., 2006; Santos et al., 2007) (Fig. 1). Em contraste, as cidades de Pocinhos
e Campina Grande localizam-se em regifes de Caatinga (altitude entre 500 a 640 m e
temperatura entre 21° e 30°C e média pluviométrica anual de 382,2 e 802mm) que apresentam
climas aridos, com temperaturas elevadas e um padrdo irregular de precipitagdo (Sudene,
1990) (Fig. 1).
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Fig.01. Locais de coleta dos ninhos em areas de Brejo de Altitude: Areia (A) e Bananeiras (B), e
Semiaridas: Pocinhos (C) e Campina Grande (D), no Agreste paraibano, Nordeste do Brasil.

Procedimentos e amostragem:

Isolamento das colbnias fungicas e identificagdo dos fungos — A composi¢cdo micotica dos
ninhos foi avaliada a partir de cinco ninhos de N. corniger, coletados nas &reas urbanas de
cada cidade em estudo, totalizando 20 amostras. O material foi homogeneizado
individualmente retirando-se de cada uma das amostras 1 g de material que foi transferido
para tubos de ensaio com 9 ml de agua destilada esterilizada. Em seguida, realizaram-se
diluicBes sucessivas até 10™g/ml. Posteriormente, 100 ul de cada diluicdo foram distribuidas
em placas de Petri esterilizadas, com meio de cultura batata dextrose agar (BDA),
acrescentando-se imediatamente 40 pl de Sulfato de gentamicina, objetivando-se evitar
contaminacédo bacteriana nos tratamentos. O ensaio foi realizado com cinco réplicas, sendo as
placas, apos solidificacdo, incubadas durante seis dias a temperatura ambiente (25+2°C) para
0 desenvolvimento das colbnias. A identificacdo dos fungos foi realizada a partir da
preparacdo de esfregacos em ladminas de microscopia coradas com azul de Aman. O
procedimento de identificagdo foi realizado com observacfes de micélio, conidios e esporos,

confrontando-as com as descri¢des de Barnett e Hunter (1972) e Singh et al. (1991).
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Avaliacdo do potencial antifingico dos componentes quimicos da secrecdo defensiva —
Utilizou-se isolados de colbnias fangicas dos géneros Penicillium sp.1, Cladosporium sp. e
Paecilomyces sp.1, fungos com potencial entomopatégeno confirmado na literatura
(Goncalves, 1963; Prates, 1980; Maniania & Fargues, 1992; Laakso & Gloer 1993, Costa et
al. 1998; Alves et al. 1998; Moraes et al. 2001). Para isso, utilizaram-se as substancias
sintéticas a-pineno, B- pineno e Limoneno, componentes majoritarios da secrecdo defensiva
de N. corniger (Mello et al., em preparacdo). Os testes foram conduzidos com base nas
médias das concentracfes das substancias observadas nos cromatogramas pela técnica de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro quadrupolar de massas, e também em quatro
concentracgdes inferiores (a-pineno — 40%, 20%, 10%, 5%, 0,5%), (B- pineno -15%, 7%, 3%,
1,5%, 0,15%), (Limoneno — 4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,05%) (Mello et al., em preparacdo).
Também foi conduzido ensaio para verificar o efeito sinergético das substancias a partir da
mistura das trés substancias acima mencionadas (Concentracéo 1: 40% de a-pineno + 15% de
- pineno + 4% de Limoneno; Concentracdo 2: 20% de a-pineno + 7% de B- pineno + 2% de
Limoneno; Concentracdo 3: 10% de a-pineno + 3% de B- pineno + 1% de Limoneno;
Concentracédo 4: 5% de a-pineno + 1,5% de B- pineno + 0,5% de Limoneno; Concentragéo 5:
0,5% de a-pineno + 0,15% de B- pineno + 0,05% de Limoneno). O experimento foi realizado

com cinco réplicas e ensaios controle.

Efeito da volatilidade dos monoterpenos sob as coldnias fungicas — Realizaram-se bioensaios
com solugbes de esporos e a determinacdo da sua concentracdo foi determinada com auxilio
da Camara de Neubauer. 50 ul dessa solugéo foi transferida para placas de Petri contendo
meio batata dextrose agar (BDA) estéril. Papeis filtros medindo 5 cm x 5 cm, impregnados
com 200 pl das substancias majoritarias a-pineno, B- pineno e Limoneno, nas concentraces
pré-determinadas de forma isolada, e posteriormente, combinada, foram utilizados para
verificar o efeito sinergético das substancias. Os bioensaios foram avaliados a cada 72 horas,
perfazendo 12 dias de avaliacdo do crescimento das col6nias.

Efeito de contato dos monoterpenos majoritarios no desenvolvimento de col6nias fangicas -
As substancias foram adicionadas nas concentracfes pré-determinadas, de forma isolada e
combinada, em tubos de ensaio contendo as solugdes de esporos. Apds vigorosa agitacdo dos
tubos, 50 ul da solucdo foi acondicionada em placas de Petri (20 mL/placa-1), segundo

Marques et al. (2004). Como controle foram utilizadas placas contendo apenas o meio BDA e
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os isolados fungicos. Todas as placas foram incubadas em temperatura ambiente (25+2°C)
durante 12 dias. O experimento foi realizado inteiramente casualizado com cinco réplicas,
seguindo proposta de Marques et al. (2004) e Rosengaus et al. (2000). O crescimento radial
das coldnias (diametro médio) e a producéo de conidios foram utilizados como parametros de
avaliacdo do desempenho dos fungos em relacéo as diferentes concentracBes das substancias.
A avaliacdo do crescimento radial das colonias foi realizada a cada 72 horas, perfazendo 12
dias. A producdo de esporos foi avaliada com 24hs ap6s o plagueamento, em temperatura
ambiente. Todo o experimento foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia da

Universidade Estadual da Paraiba, Campus 11, localizada na cidade de Lagoa Seca-PB.

Fatores edafico-climaticos - Os dados climaticos foram obtidos através do Boletim
agroclimatico mensal do Instituto Nacional de Meteorologia (Inmet 2012, 2013). No
momento da coleta foram aferidas a temperatura e umidade relativa do ar local através de um
termohigrémetro. Amostras do solo em torno das arvores que continham os ninhos foram
coletadas, cerca de 200 g, a 20 cm de profundidade, em trés pontos equidistantes do vegetal
hospedeiro para compor uma amostra mista. Foram analisads as propriedades fisicas
(granulometria) pelo método de hidrémetro proposto por Bouyoucos (1951), modificado por
Day (1965), conforme descrito por Forsyth (1975), e quimicas (matéria oranica, ph, carbono)
e umidade do solo.

Andlise estatistica- Com os dados da frequéncia absoluta das colbnias fungicas foram
realizados testes de riqueza, diversidade de Shanon-Wiener (H’) e equitabilidade (J),
utilizando o programa DIVES (Rodrigues, 2005). Para uma analise comparativa da riqueza,
abundancia e diversidade de fungos entre 0s ninhos realizou-se o teste de analise de variancia
de Friedman (ANOVA de Friedman) com o pacote Bioestat 5.0. As analises da comunidade
fangica (frequéncia, abundancia, dominancia e constancia) foi realizada por meio do
programa AnaFau (MORAES et al., 2003). Com o programa Primer® versdo 6, a matriz de
dados de abundancia foi transformada em Log (x+1) para construcdo do diagrama de
ordenacdo do MDS (Ordenacdo multidimensional ndo métrica), com base na similaridade de
Bray Curtis. A matriz de dados ambientais (temperatura, umidade, precipitagdo e composi¢éo
do solo) teve sua abundéancia numérica transformada em raiz quarta para construgdo de um
diagrama de ordenacdo do MDS (Bray Curtis) objetivando verificar o padrdo de

dissimilaridade entre as areas. Posteriormente, os dados ambientais temperatura, umidade do
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ar e a precipitacdo foram analisadas através da andlise de variancia (ANOVA), e os de dados
de composi¢do do solo através da PERMANOVA. Para se avaliar o crescimento das col6nias
fangicas, a producdo e viabilidade dos esporos tratados foram analisados por meio da analise

de variancia (ANOVA) pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Resultados

Da riqueza micdtica associada aos ninhos

Foram registrados 23 morfotipos de fungos distribuidos em oito géneros, pertencentes
ao filo Ascomycota (Tab. 1). Os ninhos coletados no Brejo de Altitude apresentaram maior
riqueza e diversidade de fungos, quando comparados aos ninhos do semiarido (Tab. 2).
Contudo, apesar da menor riqueza micoética, os ninhos de uma das cidades do semiérido
apresentou a segunda maior abundéancia de coldnias do estudo (Tab. 2).

Registrou-se fungos exclusivos para os ninhos de Bananeiras (04), Areia (07) e
Campina Grande (02) (Tab. 1). Os fungos Penicillium sp.1, Aspergillus flavus e A. niger
estiveram presentes nos ninhos das quatro cidades. Penicillium sp.3, Paecilomyces sp.1 e
Paecilomyces sp.2 foram comuns aos ninhos de Areia e Bananeiras. Trichoderma sp. foi
encontrado nos ninhos de Areia e Campina Grande, enquanto Paecilomyces spl. foi

encontrado nos ninhos de Bananeiras, Areia e Campina Grande (Tab. 1).
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Tabela 1 - Fungos em ninhos de cupins Nasutitermes corniger em areas de Brejo de altitude e Semiaridas, Nordeste do Brasil, 2013.

Abundéncia
Espécies Brejo de altitude Semiérido

Bananeiras Areia N F C A Pocinhos  Campina Grande N F C A
Penicilliumspl. - 58 98 156 mf w ma 340 78 418 sf w sa
Penicillium sp2. 0 104 104 mf w ma 0 0
Penicillium sp3 42 83 125 mf w ma 0 0
Penicillium sp.4 - 106 0 106 mf w ma 0 0
Penicillium sp. 5 0 0 0 0 138 138 mf w ma
Verticillium spl. - 0 24 24 pf w 26 0 26 f w c
Verticillium sp.2 - 32 0 32 f w 0 0
Aspergillus niger 46 45 91 mf w ma 37 21 58 f w c
Aspergillus flavus c.f 8 26 34 f w c 13 85 98 mf w ma
Aspergillus fumigatus c.f 4 0 4 pf w r 0 0
Aspergillus sp.1 0 12 12 pf w r 0 0
Aspergillus sp.2 0 18 18 pf w r 0 0
Aspergillus sp.3 0 11 11 pf w r 0 0
Aspergillus sp.4 0 0 0 0 11 11 f w C
Cladosporium sp. - 29 17 46 f w c 4 9 13 f w c
Paecilomyces sp.1 58 18 76 mf w ma 0 5 5 pf w d
Paecilomyces sp.2 7 6 13 pf w r 0 0
Paecilomyces sp.3 0 4 4 pf w r 0 0
Trichoderma sp. 0 27 27 f w c 0 6 6 pf w d
Cephalosporium sp. 0 4 4 pf w r 0 0
Fusarium sp.1 16 0 16 pf w r 0 0
S/N1 0 2 2 pf w r 0 0
S/ 2 3 32 35 f w C 0 0

Numero total de col6nias fungicas (N), frequéncia relativa (F), constancia (C) e abundancia (A) de fungos isolados dos ninhos de Nasutitermes corniger, em regido semiarida
do Nordeste do Brasil, 2013. S/I 1 e S/I 2= Sem identificacdo. F = Frequéncia: mf = muito frequente, f = frequente e pf = pouco frequente. C = Constancia: w = constante, y =

acessoria e z = acidental. A = Abundancia: ma = muito abundante, r = rara, ¢ = comum e d = dispersa.
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Verificou-se diferencas significativas ao avaliar a abundancia e a diversidade micotica
entre os ninhos de N. corniger dos municipios de Pocinhos (area semiarida) e Areia (area de Brejo
de altitude) (Fr = 11,5; p = 0,009) (Tab. 2).

Tabela 2. Riqueza de espécies (S), numero total de colénias fangicas (N), dominancia (D), indice de
diversidade de Shannon (H’), equitabilidade (E) de fungos isolados dos ninhos de Nasutitermes corniger,
em regido semiarida do Nordeste do Brasil, 2013.

Localidade S N D H' E

Pocinhos 5 420 0,67 0,31 0,44
Bananeiras 12 409 0,14 0,92 0,85
Areia 17 531 0,12 1,04 0,84
Campina Grande 8 353 0,26 0,67 0,74

Penicillium sp., Cladosporium sp. e Aspergillus flavus e A. niger foram os isolados mais
frequentes e abundantes entre 0s ninhos nas areas de estudo (Tab. 2). Paecilomyces (Paecilomyces
sp.3), Cephaalosporium, Fusarium e Aspergillus (A. fumigatus, Aspergillus sp.1, Aspergillus sp.2,
Aspergillus sp.3 e Aspergillus sp.4) apresentaram morfotipos com ocorréncias pontuais e foram
classificados como raros e/ou dispersos (Tab. 1). Nove fungos foram classificados como
constantes e os demais apresentaram uma distribuicdo acessoria (Tab. 1).

As amostras isoladas dos ninhos em uma das areas Semiaridas foram distribuidas a
esquerda do diagrama de ordenacdo do MDS, enquanto que os isolados do Brejo de Altitude
distribuiram-se a direita, mostrando dissimilaridade entre as areas (Fig. 2).
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Figura 2. Ordenacdo da analise de escalonamento multidimensional ndo métrica (n-MDS) da similaridade
micotica isolada de ninhos de Nasutitermes corniger entre as areas urbanas de Brejo de altitude e Caatinga,
NE do Brasil, 2013.
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As areas de estudo apresentam caracteristicas ambientais distintas, com diferencas nos
padrdes climaticos e de composi¢cdo do solo, conforme observado na analise do diagrama de
ordenacdo do MDS (Fig.3). Houve diferenca significativa entre as médias de precipitacdo
(F=45.7; p<0,01) e temperatura (F=71.1; p<0,01) das &reas estudadas.
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Figura 3. Ordenacdo da analise de escalonamento multidimensional ndo métrica (n-MDS) da
similaridade entre as areas de coleta, com base nas varidveis climaticas (temperatura, precipitacao,
umidade do ar) e edaficas (Percentual de areia, silte, umidade do solo, pH, matéria organica e carbono)
das areas de Brejo de altitude e Semiarido, no Agreste paraibano, NE do Brasil, 2013.

Os municipios do semiarido apresentaram solo com caracteristica textural arenosa,
enguanto que o solo dos municipios do Brejo de altitude apresentaram maiores quantidades de
argila, caracterizando-se como um solo argiloso. A analise de PERMANOVA ndo mostrou
diferengas significativas entre a composicdo fisica, umidade, ph, matéria organica e
quantidade de carbono dos solos entre as areas (F=20,66; p =0,33). Contudo, os solos do
Brejo de altitude apresentaram maiores quantidades de argila, matéria organica, carbono e

umidade do solo.

Do efeito das substancias majoritarias no controle do crescimento fungico

» a-pineno

O crescimento radial das col6nias de Paecilomyces sp.1, Penicillium sp.l e

Cladosporoium sp. foi afetado pelo a-pineno em ambos os testes contato e volatil até a
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concentracdo de 20%, com melhores resultados no teste volatil (F=5.24; p=0,002) (Tab.3).
Verificou-se diferengas entre os testes volatil e contato na eficiéncia da reducdo do
crescimento radial de Penicillium sp.1 (F=54,2; p<0,001) (Fig. 4A).

O a-pineno apresentou efeito significativo tanto no teste volatil quanto no contato com
a solucdo de esporos, reduzindo a esporulacdo de Paecilomyces sp.1, Penicillium sp.1, e
Cladosporium sp. (F= 9,4; p<0,0001). Essa substancia apresentou diferenca significativa
qguanto aos testes volatil e contato sob a esporulacdo de Paecilomyces sp.1 (F=51.7;
p<0,0001), situacdo ndo observada para os fungos Penicillium sp.1 e Cladosporium sp.
Contudo, para os trés isolados, em ambos o0s ensaios, verificou-se reducdo na produgéo de
esporos até a concentragcdo de 5% (Tab. 3) (Fig. 4B). O a-pineno também apresentou maior
eficiéncia na reducdo da producdo de esporos de Paecilomyces sp.1 no teste volatil quando
comparado as médias da concentracdo de 40% e controle, ja para Penicillium sp.1 e
Cladosporium sp. este composto atuou de forma mais eficaz no ensaio contato (Tab. 3).

A germinacdo dos esporos dos trés fungos estudados foi afetada pelo a-pineno,
apresentando reducdes significativas até a concentracdo de 10%. Alta reducdo na germinacao
dos esporos foi observada na concentracdo de 40% e em menor propor¢do na concentracao de
20% em relacdo ao controle (F= 54,6; p<0,0001) (Tab. 3).

» [-pineno

O crescimento radial das colénias de Paecilomyces sp.l, Penicillium sp.1 e
Cladosporoium sp. foi afetado pelo B-pineno em ambos os testes contato e volatil até a
concentracdo de 3% (Tab.4). Verificou-se diferencas entre os testes volatil e contato, sendo no
teste contato observado melhores resultados na reducdo do crescimento radial de
Cladosporium sp. (F=23.08; p<0,001) (Fig. 4C).

O B-pineno teve efeito significativo em ambos os testes, reduzindo a esporulagdo dos
isolados a concentracdo de 3% (F=4.7; p=0,003). Verificou-se diferenca significativa entre a
esporulacdo de Paecilomyces sp.1 e os testes contato e volatil (F=124.5; p<0.0001), sendo
para este fungo o teste volatil o mais eficiente na reducdo da esporulagdo (Fig. 4D). A
germinacdo dos esporos dos trés fungos estudados foi afetada pelo B-pineno, com reducdo

significativa apenas na concentragédo de 15% (F=5,1; p=0,01) (Tab. 4).
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> Limoneno

O Limoneno afetou o crescimento radial dos fungos estudados, em ambos o0s testes até
a concentragdo de 3% (F=36.6; p=0,0001) (Tab.5). Verificou-se diferengas entre os testes
volétil e contato, sendo no teste contato observado os melhores resultados na reducdo do
crescimento radial de Penicillium sp.1 e Cladosporium sp. (F=226.16; p<0,001) (Fig. 4E).

Houve efeito significativo em ambos os ensaios também na reducdo de esporulacédo
dos isolados em estudo até a concentracdo de 2% (F=13,2; p<0,0001) (Tab. 5). Observou-se
diferencas significativas na esporulagdo dos trés fungos, observando-se melhores resultados
no teste volatil para os trés isolados (F=23; p<0,0001) (Fig. 4F). Enquanto a germinacdo dos
esporos dos trés fungos estudados foi fracamente afetada pelo Limoneno apresentando uma

pequena reducao apenas na concentracao de 4% (F=27,2; p=0,0001) (Tab. 5).

» Efeito sinergético: a-pineno + S- pineno + Limoneno

A combinacéo das substancias a-pineno, S-pineno e Limoneno afetaram o crescimento
radial dos fungos estudados, em todas as concentracdes testadas (F=23.03; p<0,0001) (Tab.6).
Entretanto, a eficiéncia das substancias no controle do crescimento radial apresentou
diferencas de acordo com o teste realizado e a espécie de fungo testada.

Verificou-se diferencas entre os testes volatil e contato para Penicillium sp.1, sendo no
teste volatil observado os melhores resultados na reducdo do crescimento radial (F=69.03;
p<0,001) (Fig. 4G). No ensaio contato houve reducdo no crescimento de Penicillium sp.1 e
Cladosporium sp. até a concentracdo de 5. Paecilomyces sp.1 mostrou-se mais resistente ao
efeito das substancias, necessitando de maiores concentragdes para inibicdo do crescimento da
coldnia, com efeito de controle até a concentracdo 4.

As substancias apresentaram efeito significativo sob a reducdo da producdo de
esporos, em ambos 0s ensaios sob o0s isolados, verificando-se reducdo da esporulacdo até a
concentracdo 3 (F= 19,5; p<0,0001) (Tab.6). No entanto, maior reducdo da producdo de
esporos foi observada para Penicillium sp.1 e Cladosporium sp., em ambos 0s ensaios quando
comparados as concentragdes 1 e controle (Tab. 6) (Fig. 4H). A germinagéo dos esporos dos
fungos estudados foi afetada pelas substancias, com melhores resultados até a concentragéo 2,
e prosseguindo com consideravel reducdo até a concentracdo de 4% (F= 51,1; p<0,0001)
(Tab. 6).
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Figura 4: Efeito dos monoterpenos nos testes contato e volatil: a-pineno nas médias de crescimento
radial (A) e producéo de esporos (B); b-pineno nas médias de crescimento radial (C) e produgdo de
esporos (D); Limoneno nas médias de crescimento radial (E) e producdo de esporos (F); e efeito
sinergético de a-pineno+b-pineno+limoneno nas médias de crescimento radial (G) e producdo de
esporos (H). Pe (Penicillium sp.1). Pa (Paecilomyces sp.1). ClI (Cladosporium sp.).
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Tabela 3. Efeito do a-pineno sob o crescimento radial, a producéo e germinacdo de esporos de fungos isolados de ninhos de Nasutitermes corniger em area
urbana de Brejo de altitude e semiarida, NE do Brasil, 2013. (PA= Paecilomyces sp.1; PE= Penicillium sp.1; CL= Cladosporium sp.)

Crescimento radial

Producdo de esporos

Germinacgao de esporos

Penicillium Paecilomyces Cladosporium Penicillium Paecilomyces Cladosporium Pe Pa Cl
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

40 4.04a 5.29a 3.84a 3.68a 19.35a 16.9a 2a 2a 13a 6a 0.5a 1.5a 10a 4a 6a
g 20 4.4a 5.14a 3.93a 3.89% 19.55a 17.87a 2.5a 2a 1352 12.5a la 2a 18.7a 16a 17.2a
e 10 5.95a 6.88a 4.19 4.22a 20.73a 20.67a 2.5a 2.5a 1852 135a 1l.ba 3a 48.25a 38a 41.3a
qg; 5 4.87b 6.44b 4.64b 4.63b 17.96b 20.88b  3.5b 3b 20b 15b 15b  3.5b 80b 86b 80.4b
< 05 4.86b 6.6b 4.58b 4.72b 18.07b 19.87b 6b 3.5b  21.5b 12b 25b  4.5b 89.2b 93b 88.25b
C 4.96b 7.32b 5.21b 6.03b 20.66b 20.39b 16b 4.5b 24b 20b 5.5b 5b 90.14b 93b 89.12b

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

(C) Controle: meio isento de a-pineno.

Tabela 4. Efeito do B-pineno sob o crescimento radial, a produgdo e germinacgdo de esporos de fungos isolados de ninhos de Nasutitermes corniger em area
urbana de Brejo de altitude e semiarida, NE do Brasil, 2013. (PA= Paecilomyces sp.1; PE= Penicillium sp.1; CL= Cladosporium sp.)

Crescimento radial

Producdo de esporos

Germinacdo de esporos

Penicillium Paecilomyces Cladosporium Penicillium Paecilomyces Cladosporium Pe Pa Cl
C \ C V C V C \ C \ C \
15 12.62a 9.21a 2.89a 2.32a 4.31a 13a 2.9 3a 18a 19.2a 4a 4a 24a 21.78a 0a
g 7 13.06a 11.51a 2.98a 2.74a 4252 14.22a 42 35a 19.5a 225a 4a 4a 90a 70.2a 0a
Q 3 12.85a 9.37a 3.93a 3.02a 7.85a 1593a 4.25a 35a 20.2a 23.2a 4a 4.5a 94.3a 97a 5a
qg:_ 1.5 12.54a 11.77a  3.62a 2.81a 8.42a 19.16a 4.5° 5a 22.5a 24.8a b5.5a 4.5a 95.5a 98.45a 20a
o 015 13.92b 12.09b  3.43b 3.84b 8.68b  18.03b 3b 4b 22.5b  25b 7.5b 8b 95.8b 98.6b 80b
C 11.8b 10.84b  4.25b 3.87b 21.97b 19.95b 6b 6b 22.6b 255b  12b 11b 98b 99.8b 98b

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

(C) Controle: meio isento de 3 -pineno.
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Tabela 5. Efeito do Limoneno sob o crescimento radial, a producgdo e germinacdo de esporos de fungos isolados de ninhos de Nasutitermes corniger em area

urbana de Brejo de altitude e semiarida, NE do Brasil, 2013. (PA= Paecilomyces sp.1; PE= Penicillium sp.1; CL= Cladosporium sp.)

Crescimento radial

Producéo de esporos

Germinacgao de esporos

Penicillium Paecilomyces Cladosporium Penicillium Paecilomyces Cladosporium Pe Pa Cl
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
- 4 12.94a 13.08a 7.19a 6.68a 15.45a 13.72a 10a 9a 4a 5a 2.5a 1.6a 96a 95a 96a
S 2 13.75a 13.75a 8.12a 7.6a 16.19a 13.55a 1l4a 15a 4.5a 6a 2.5a 3a 97a 98a 98a
2 1 14.83a 13.59 8.5a 8.71a 17.32a 13.97a 25a 21a 1la 105a 25a 35a 98a 99 98a
% 0.5 15.05b 14.1b 8.73b 10.76b 189b  15.15b 34b 275b 11b 125b 25b  4.8b 99b 99b 99b
% 0.05 15.7b 16.13b 9.1b 11.5b 19.43b 16.04b 34b 315b  20b 26b 3b 9b 99b 99%b 99b
C 16.25b 16.41b  10.18b  11.85b 19.68b 16.55b 34.5b 35b 25b 26b 5b 9b 99b 99b 99b

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

(C) Controle: meio isento de Limoneno.

Tabela 6. Efeito sinergético dos monoterpenos a-pineno, B-pineno e Limoneno sob o crescimento radial, a producdo e a germinacao de esporos de fungos
isolados de ninhos de Nasutitermes corniger em area urbana de Brejo de altitude e semiérida, NE do Brasil, 2013. (PA= Paecilomyces sp.1; PE= Penicillium

sp.1; CL= Cladosporium sp.)

Crescimento radial

Producdo de esporos

Germinagdo de esporos

Penicillium  Paecilomyces Cladosporium Penicillium  Paecilomyces Cladosporium - . .
Penicillium Paecilomyces Cladosporium
C \ C \Y C \% C V C \Y C V
=) A 1143a 854a 445 3l1la 498a 489 6a 4.2a 3a 2a 7a 4.2a 2a la la
CE g B 12.6a 9a 6.53a 4.21a 7.4a 6.42a 13a 8a 5a 3a 1la 8a 4a 2a 3a
%%;\g C 1352a 13.48a 6.8la 4.33a 8.85a 6.7a 16a  10.5a 7a  5.5a 18a 10.5a 10a 19a 22a
g_ 'é" D 149l1a 14.84a 7.08a 4.62a 8.96a 9.09a 27a 24a 7a 7a 22.5a 24a 27a 23a 24a
<@ E 15.46b 15.03b 8.1b 5.28b 9.42b 9.9b 34b 31b 9 7.5b 30b 31b 62b 61b 61b
= *C 18.88b 18.48b 8.38b 7.3b 10.94b 10.43b 35b 32b 14b  7.5b 31b 32b 99b 99b 99b

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna e mintscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. (Concentragdo A: 40% de a-pineno + 15% de B- pineno + 4% de

Limoneno; Concentracéo B: 20% de o-pineno + 7% de - pineno + 2% de Limoneno; Concentracdo C: 10% de a-pineno + 3% de B- pineno + 1% de Limoneno; Concentragdo D: 5% de a-pineno + 1,5% de f-

pineno + 0,5% de Limoneno; Concentracéo E: 0,5% de a-pineno + 0,15% de B- pineno + 0,05% de Limoneno. *C: Controle: isento de substancias.
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Discussao

Da riqueza micética associada aos ninhos

Os fungos isolados neste estudo pertencem ao filo Ascomycota, micro-organismos
abundantes, com cerca de 30.000 espécies, frequentemente encontrados nos solos (Moreira &
Siqueira, 2006). Os esporos fungicos provavelmente sdo aderidos as cuticulas dos cupins e
assim sdo transportados para o interior dos ninhos (Sands, 1969; Cavalcanti & Maia, 1994).

Os maiores indices de riqueza, diversidade, e similaridade micdtica dos ninhos de N.
corniger do Brejo de altitude provavelmente possam ser explicados por estas areas serem
consideradas pontos de disjuncdo ecoldgica da Mata Atlantica, remanescentes de regides com
elevada biodiversidade (Veloso et al., 1991). Tratam-se de &reas com temperaturas mais
amenas e mais Umidas que o semiarido (Barbosa et al., 2006), fatores que aliados ao micro-
habitat favoravel dos ninhos propiciem condi¢bes 6timas ao desenvolvimento das coldnias
fangicas.

A andlise comparativa dos pardmetros ecoldgicos da comunidade flngica entre os
isolados das cidades de Pocinhos e Areia, cidades com grandes diferencas climatologicas,
exibe 0 quanto a heterogeneidade do ambiente interfere na diferenciacdo da composicéo,
riqueza e abundancia micética dos ninhos. Para Magurran (1988) e Gliessmann (2000) regides
mais diversas conduzem a uma maior diferenciagdo de habitats e aumento na produtividade
que, por sua vez, permitem uma diversidade ainda maior de espécies, tornando assim as
interacdes ecoldgicas proximas a estabilidade.

A baixa riqueza de espécies e a segunda maior abundancia de col6nias de fungos
registrada para a cidade de Pocinhos talvez se explique pelas condic¢des climatoldgicas e de
composicdo do solo da regido, com baixos indices de precipitacdo, umidade do ar e matéria
organica do solo. Estes fatores podem proporcionar aumento da competicéo, e desta forma a
riqueza de espécies fangicas tenderem a um decréscimo, permanecendo apenas espécies com
maior potencial competitivo no microhabiatat.

N&o obstante, os valores superiores de umidade, matéria organica e carbono do solo
das regides de Brejo de altitude possivelmente sejam fatores que favoreceram a uma maior
riqueza e diversidade de colbnias fungicas isoladas nos ninhos destas regiées. Embora tenha
ocorrido diferenciacdo na composi¢do micotica associada aos ninhos dos cupins, ndo se pode

afirmar a existéncia de especificidade micética em ninhos de uma determinada regido, ja que
51



as espécies que apresentaram exclusividade de ocorréncia apresentaram-se de forma pontual.

Os géneros Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, os mais frequentes neste estudo,
mostram-se consideravelmente adaptados ao microhabitat dos ninhos, pois estes fungos
também apresentaram alta frequéncia em ninhos de Constrictotermes cyphergaster em area de
caatinga, e em estudos anteriores (Hendee, 1933; Zoberi & Grace, 1990; Barbosa-Silva et al.,
in preparagéo).

Além disso, alguns fungos isolados neste estudo, como Penicillium sp., Paecilomyces
sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp. e Trichoderma sp. apresentam potencial
entomopatogeno comprovados (Laakso & Gloer, 1993; Costa et al. 1998, Rouland-Lefevre,
2000; Moraes et al. 2001; Costa et al., 2002), e deste modo, representam risco a integridade da

colbnia termitica.

Do efeito das substancias majoritarias no controle do crescimento fingico

Os melhores resultados de inibicdo do crescimento no teste volatil observado para o a-
pineno e o B-pineno, principais componentes da secrecdo defensiva de N. corniger, indica que
esta substancia além de servir nas atividades de recrutamento e alarme quando em contato
com os esporos de fungos (Rosengaus 1999, 2004), quanto como estratégia de combate a
infecgBes fangicas, atuando no controle do crescimento micelial.

A literatura relata que os ninhos de muitas espécies do género Nasutitermes
apresentam forte odor de terpendides, sugerindo que os compostos volateis presentes na
secrecdo defensiva dos soldados podem impregnar a parede do ninho e torna-lo improprio
para o crescimento de fungos (Rosengaus et al, 2000).

Os presentes dados corroboram Rosengauns et al. (2000) e Fuller et al. (2007) no que
se refere a eficiéncia do a-pineno, componente majoritario da defesa quimica, na atividade
antimicdtica da secrecdo defensiva. Porém, o a-pineno mostrou-se atuar de forma mais toxica
na fase reprodutiva dos fungos, com concentracdo minima inibitoria de 10%, enquanto que na
fase vegetativa de crescimento micelial a concentragdo minima necessaria foi de 20%. De
acordo com Batista Filho et al. (2001), o crescimento vegetativo e a esporulacdo dos fungos
apresenta variacdes em funcdo da natureza quimica dos produtos testados, da concentragdo

destes e da espécie do agente microbiano.
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Os compostos B-pineno e Limoneno, quando isolados, parecem atuar de forma
suplementar no combate a infecgdes fungicas, com menor eficiéncia no controle da produgéo
de esporos e no caso do Limoneno praticamente ndo apresentando efeito para a inviabilidade
da germinacdo dos esporos tratados.

A eficiéncia dos compostos com variagdes quanto aos isolados ja era esperado, tendo
em vista que os fungos apresentam peculiaridades bioldgicas de crescimento e reproducéo,
resultando em diferentes formas de resposta as substancias testadas (Batista-Filho, 2001).
Maior toxidade do a-pineno e o B-pineno na germinacdo de esporos e a producdo de esporos
menos afetada verificada para Paecilomyces entre os trés isolados pode ser devido esse fungo
apresentar boa esporulacéo e um crescimento 6timo até 27°C, faixa de temperatura no qual os
bioensaios deste estudo foram realizados (25 + 2°C) (Domsch et al., 1980; Alves, 1998).

Os compostos a-pineno, B- pineno e Limoneno apresentam propriedades toxicas que
unidas atuam em todas as concentragdes testadas, mesmos em baixas concentracgdes,
mostrando a eficiéncia sinergética destes compostos tanto na fase vegetativa dos fungos,
guanto nos estagios reprodutivos. Estes dados corroboram a afirmacéo de Prestwich (1975 e
1984), que defende que as diversas substancias que compdem o armamento quimico dos
cupins desempenha uma agdo, que somadas atuam como um poderoso armamento defensivo
(Prestwich, 1975, 1984).

Contudo, é importante destacar que o combate a proliferacdo fungica no interior dos
ninhos se da tanto pela acdo do armamento quimico quanto por aspectos comportamentais
preventivos, como o comportamento de allogrooming (Rosengaus et al., 2000; Fuller et al.,
2007).

Apesar de a literatura apontar que a secrecdo defensiva dos cupins evoluiu como uma
resposta a pressao da predacdo, é possivel que o armamento quimico dos cupins tenha
atingido uma atividade secundaria na acdo antimicotica motivada pela pressdo de competicdo
e da necessidade de manter a sanidade da coldnia, ampliando o leque de defesa também
contra fungos patogenos e competidores de recursos alimentares (Becker & Lenz 1976;
Rosegauns et al, 2000).

Em conclusdo, o estudo mostrou que a composi¢do da microbiota flngica associada
aos ninhos de N. corniger apresentou dissimilaridade nos padrbes de riqueza e diversidade
entre as areas de Brejo de Altitude e Semiarida, sugerindo-se estar relacionada com as

caracteristicas de climaticas de cada regido. As areas de Brejo de Altitude aliados ao micro-
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habitat favordvel dos ninhos, provavelmente oferece condicbes Otimas para o
desenvolvimento de uma maior diversidade de fungos. Dentre os isolados, foi observada a
colonizacao de fungos entomopatdgenos nos ninhos de ambas as regides.

Ainda neste estudo, verificou-se que 0s compostos majoritarios da secrecdo defensiva
de N. corniger apresentaram potencial antimicoético, controlando o desenvolvimento de
coldnias fungicas no interior dos ninhos. Percebeu-se ainda que a eficiéncia e a fase de
atuacdo dos compostos apresentaram diferencas a depender da espécie de fungo. O a-pineno
mostrou-se eficaz no controle fangico, nos testes de contato e volatil, apresentando alta
toxidade tanto na fase vegetativa quanto na fase reprodutiva dos fungos. Enquanto que os
compostos B-pineno e Limoneno atuaram de forma suplementar. No entanto, melhores
resultados foram observados testando o potencial sinergético das trés substancias, mostrando

eficiéncia no controle da proliferacdo fungica em todas as concentracdes testadas.
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CONCLUSAO

A composicdo quimica da secrecdo defensiva de Nasutitermes corniger apresenta
variabilidade de acordo com as caracteristicas do ecossistema na qual ela esta inserida.
Populacdes localizadas em regifes com condi¢Bes ecossistémicas semelhantes tendem a
apresentar maior similaridade quimica tanto em termos de concentracdo quanto de
composicao das substancias.

A secrecdo defensiva das populacdes das areas de Brejo de Altitude apresentaram
composicdo média percentual diferenciada das populagbes das areas de Semiérido,
provavelmente motivadas pelas pressdes ambientais e os fatores climaticos de cada
ecorregido, resultando na formacdo de dois ecotipos. No entanto, esta afirmacdo deve ser
reforcada por estudos futuros, com ampliacdo do esforco amostral, analise da expressdo
génica das populacdes e de um possivel efeito sazonal.

A microbiota fangica associada aos ninhos de N. corniger apresentou dissimilaridade
nos padrdes de riqueza e diversidade entre as areas de Brejo de altitude e Semiarida,
sugerindo relacionamento com as caracteristicas ambientais de cada regido. As condicdes de
clima e geomorfologia das areas de Brejo de altitude aliados ao micro-habitat dos ninhos
oferecam condicGes Otimas para o desenvolvimento de maior diversidade de fungos, em
relacdo as areas Semiaridas. N&o obstante, observou-se a colonizacdo de fungos
entomopatogenos nos ninhos de ambas as regides.

Os compostos majoritarios da secrecdo defensiva de N. corniger apresentaram
potencial antimicotico, controlando o desenvolvimento de coldnias fungicas de Paecilomyces
sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp. A eficiéncia e a fase de atuagdo dos compostos
apresentaram diferencas a depender da espécie de fungo a ser combatida.

O a-pineno principal componente da defesa quimica de N. corniger mostrou-se eficaz
no controle fangico, tanto em contato direto com as col6nias, como também atuou com
toxidade volatil nas fases vegetativa e reprodutiva dos fungos. Os compostos B-pineno e
Limoneno atuaram de forma suplementar. No entanto, melhores resultados foram observados
testando-se o potencial sinergético das trés substancias, mostrando eficiéncia no controle da

proliferacdo fungica em todas as concentragdes testadas.
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