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RESUMO GERAL

A microbiota intestinal bacteriana de cupins promove a regulacdo do metabolismo e
digestdo eficiente, além de contribuir no mutualismo defensivo, que reflete na
suscetibilidade do hospedeiro. Todavia, fatores associados a modulacdo da
microbiota incluem a dieta e a casta. No presente estudo avaliamos a influéncia do
hébito alimentar e da casta de cupins na diversidade bacteriana intestinal em espécies
da familia Termitidae e a sobrevivéncia de Constrictotermes cyphergaster apos
exposicao ao bacilo intestinal Bacillus thuringiensis (Bt). Os resultados demonstraram
mudancas na diversidade, com variagcbes na estrutura e na composicdo dos
simbiontes, havendo diferenca significativa entre os operarios e guildas alimentares
(Ceifadores e intermediarios) das espécies estudadas. Essas mudancas foram
associadas a dieta, assim como as funcdes desempenhadas pelas castas. Embora
diferentes, somam-se ao processo de trofalaxia que contribui no compartilhamento de
simbiontes intestinais. Quanto a sobrevivéncia de C. cyphergaster, os resultados
demonstraram que Bt parece nédo afetar a sobrevivéncia desse cupim, diferentemente
do que ocorreu nos individuos expostos a bactéria oportunista Pseudomonas
aeruginosa (Pa). Fatores como viruléncia, condicdo intestinal do hospedeiro e
viruléncia da cepa bacteriana podem permear os resultados encontrados. Além disso,
a mudanca fisiologica e comportamental dos individuos foi elucidada através de
letargia, diminuic&o corporal e alimentar apds a exposi¢ao aos patdégenos bacterianos.
Apesar de ja ser conhecido fatores que alteram a microbiota intestinal, a dindmica
populacional associada aos papéis funcionais desempenhados por esses simbiontes
em cupins requer abordagens multidisciplinares, uma vez que reflete um campo pouco
explorado, o que podera conferir insights sobre o processo de coevolucao entre cupins

e patégenos bacterianos.

Palavras-Chave: Térmitas. Diversidade. Patégenos bacterianos. Sobrevivéncia.



ABSTRACT

The bacterial gut microbiota of termites promotes the regulation of metabolism and
efficient digestion and contributes to defensive mutualism, which reflects on host
susceptibility. However, factors associated with microbiota modulation include diet and
caste. In the present study, we evaluated the influence of feeding habits and caste of
termites on gut bacterial diversity in species of the family Termitidae and the survival
of Constrictotermes cyphergaster after exposure to the gut Bacillus thuringiensis (Bt).
The results showed changes in diversity, with variations in the structure and
composition of symbionts, with significant differences between the workers and feeding
guilds (Reapers and intermediates) of the species studied. These changes were
associated with diet, as well as the functions performed by the castes. Although
different, add up to the trophallaxis process that contributes to the sharing of gut
symbionts. As for the survival of C. cyphergaster, the results showed that Bt does not
seem to affect the survival of this termite, unlike what occurred in individuals exposed
to the opportunistic bacterium Pseudomonas aeruginosa (Pa). Factors such as
virulence, intestinal condition of the host, and virulence of the bacterial strain may
permeate the results found. In addition, the physiological and behavioral change of the
individuals was elucidated through lethargy, body and feeding decrease after exposure
to the bacterial pathogens. Although factors that alter the gut microbiota are already
known, the population dynamics associated with the functional roles played by these
symbionts in termites requires multidisciplinary approaches, since it reflects an under-
explored field, which may confer insights into the process of coevolution between

termites and bacterial pathogens.

Keywords: Termites. Diversity. Bacterial pathogens. Survival.
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1 INTRODUCAO GERAL

InteragGes com microrganismos

Os microrganismos formam comunidades complexas, altamente diversificadas
e dinamicas (JOHNSON et al., 2015). Essas comunidades sao representadas por
diferentes tipos de bactérias, arqueias, protistas e fungos, todos com caracteristicas
especificas de metabolismo, fisiologia e morfologia celular. Adicionalmente, os
microrganismos apresentam diferencas em suas distribuicdes e atividades ecoldgicas,
além de estrutura genémica, expressao e evolugdo (DUNLAP et al., 2001; PROSSER
et al.,, 2007). Tais organismos podem estar associados a diferentes hospedeiros,
incluindo os insetos, os quais se diversificaram e obtiveram grande sucesso evolutivo
através de suas inumeras relagdes com esses microrganismos (JANSON et al., 2008;
ENGEL e MORAN, 2013).

O estudo das interagdes entre insetos e microrganismos simbiontes vem sendo
considerado como uma forma de cruzar as fronteiras disciplinares tradicionais, que
abrangem areas multidisciplinares como a microbiologia, ecologia, evolucéo, biologia
molecular e fisiologia, bem como a entomologia (DOUGLAS, 2015; PARK et al., 2017).

As associacdes com microrganismos podem ocorrer de forma permanente ou
transitoria, sendo ainda benéficas ou prejudiciais ao fitness dos insetos (KAUFMAN et
al., 2000; FELDHAAR, 2011; HAMMER et al., 2017). Além disso, nessas relacdes 0s
microrganismos podem estar associados interna ou externamente ao seu hospedeiro,
denominados de endossimbiontes ou ectossimbiontes (BREZNAK, 2004).
Endossimbiontes normalmente correlacionam-se as fungdes vitais para o0 organismo,
a exemplo dos afideos sociais, que se tornaram imunes a parasitbéides quando
associados a bactérias Hamiltonella (OLIVER et al., 2008). O mesmo acontece nos
gafanhotos axénicos (livres de germes), que em associacdo a bactéria intestinal
Pantoea agglomerans tornam-se protegidos pelos fendis liberados (DILLON e
CHARNLEY, 1995). Mais recentemente, aliado aos seus papéis nutricionais,
pesquisas revelaram que micrébios intestinais de cupins auxiliam na digestdo e no
fornecimento de nutrientes (OHKUMA e BRUNE, 2011) e na imunidade do hospedeiro
(ROSENGAUS et al.,, 2014; PETERSON e SCHARF, 2016). Além disso, o0s
microrganismos presentes nos ninhos podem produzir compostos antimicrobianos,
fornecendo protec&o adicional aos cupins contra entomopatégenos (CHOUVENC et
al., 2013).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/eea.12768#eea12768-bib-0089
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Cupins

Os cupins (Blattodea: Isoptera) séo insetos eussociais com cerca de 3.105
espécies agrupadas em 12 familias (KRISHNA et al.,, 2013). No Brasil, estudos
destacaram nossa termitofauna como uma das mais diversas, com cerca de 300
espécies registradas (CONSTANTINO & ACIOLI, 2008). Esses insetos estdo
amplamente distribuidos nas regides tropicais e subtropicais do mundo (EGGLETON,
2000), sendo que a maior diversidade deles é encontrada nas florestas tropicais
(BIGNELL e EGGLETON, 2000).

As colbnias dos cupins sdo compostas por castas, responsaveis por atividades
especificas e mutuamente dependentes entre si (GRASSE, 1982). De forma geral, as
castas de cupins compreendem reprodutores, soldados e operarios (WATANABE et
al., 2014). Em geral, os operarios realizam a busca do alimento, a manuten¢do da
estrutura fisica dos ninhos e o cuidado da ninhada, além de transferir o alimento pré-
digerido e os simbiontes intestinais para as outras castas (HONGOH, 2010; NALEPA,
2015). Ja os soldados sdo responséaveis pela defesa da colbnia, enquanto o0s
reprodutores respondem pela producao de novos individuos (EGGLETON, 2011).

Esses insetos sao considerados “Engenheiros do Ecossistema”, pois
desempenham importantes funcdes ecolégicas no ambiente, as quais estao
relacionadas ao seu comportamento alimentar e de nidificagdo, exercendo grande
influéncia nos processos de decomposicdo e ciclagem de nutrientes, na estrutura
fisica e composi¢édo quimica dos solos, e na disponibilidade de nitrogénio presente no
ambiente (LEE e WOOD, 1971; HOLT e LAPAGE, 2000; JOUQUET et al., 2011,
GRIFFITHS et al., 2021).

A combinacdo da sociabilidade dos cupins com sua capacidade de digerir
eficientemente a lignocelulose proporcionou sucesso evolutivo de destaque a esse
grupo (BRUNE, 2014). No entanto, por mais que 0sS cupins secretem suas proprias
celulases e hemicelulases no intestino anterior e médio (WATANABE e TOKUDA,
2001), esses individuos contém simbiontes intestinais que contribuem para digestédo
da lignocelulose e também para a fixacdo de nitrogénio (BRUNE e DIETRICH, 2015;
OHKUMA, 2003). As espécies mais basais incluem consumidores de madeira e
apresentam protozoarios lignoceluloliticos no trato digestivo e, enquanto que 0s
Termitidae, espécies mais derivadas, sdo capazes de explorar diferentes tipos de

substratos lignoceluldsicos e apresentam bactérias simbiontes. Durante a evolugéo


https://ctpepw2mwogkgaxb4ts4m6p65i-ac4c6men2g7xr2a-www-ncbi-nlm-nih-gov.translate.goog/pmc/articles/PMC6850719/#emi412728-bib-0019
https://ctpepw2mwogkgaxb4ts4m6p65i-ac4c6men2g7xr2a-www-ncbi-nlm-nih-gov.translate.goog/pmc/articles/PMC6850719/#emi412728-bib-0037
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dos cupins, a perda dos protozoarios flagelados nos cupins (N&o-Termitidae)
representa a inovacao evolutiva mais importante para os cupins desde o0 surgimento
da eussocialidade (CHOUVENC et al., 2021).

A perda dos protozoarios e aquisicdo de bactérias permitiu a ampliagdo da
diversidade alimentar em Termitidae, promovendo sua diversificacdo e dominancia
ecolégica (BRUNE, 2014; BIGNELL, 2016). Os Termitidae sado a linhagem mais
diversa, constituindo mais de 70% de todas as espécies de cupins (KRISHNA et al.
2013). Apresentam uma enorme capacidade de exploracdo de diferentes substratos
lignocelulésicos formando guildas alimentares, tais como | - consumidores de madeira
morta e grama, Il - consumidores de madeira morta, grama, serapilheira e micro
epifitas, Il - consumidores das camadas superiores organicas do solo e IV - os
verdadeiros consumidores do solo, ingerindo solo aparentemente mineral
(DONOVAN, EGGLETON, BIGNELL, 2001).

Ainda, em funcdo de dieta, varios autores fizeram diferentes tentativas para
classificar as espécies de cupins em grupos troficos, de acordo com a sua utilizacédo
dos recursos (MATHEWS, 1977; BANDEIRA & MACAMBIRA, 1988; CONSTANTINO,
1992; EGGLETON et al., 1995). Entretanto, ndo h& consenso entre os especialistas
(DONOVAN et al., 2001).

Nos cupins ndo-Termitidae, essencialmente xil6fagos, 0s simbiontes
transmitidos pelos parentes (ENGEL & MORAN, 2013) conferiram a capacidade
digestoria inicial para as ninfas, que antes disso séo livres de simbiontes e nutridos
apenas com saliva (GRASSE, 1982). Esta situacdo de completa dependéncia é tida
como um dos fatores que predispdéem a vida social nesse grupo (THORNE, 1997).
Cupins apresentam um ecossistema microbiano intestinal que representa um dos

exemplos mais fascinantes de simbiose (HONGOH et al., 2010).

Nidificacao

Os ninhos séo construidos em uma diversidade de formas (EMERSON, 1938),
podendo ser subterraneos (inserida no interior do solo), epigeos (parte do ninho fica
inserida no solo e parte fica visivel sobre o solo) ou arboricolas (construidos sobre
arvores) (NOIROT e DARLINGTON, 2000). Estes habitos contribuem nos trés estilos
de vida em cupins, |- one-piece, agueles que consomem e nidificam no préprio recurso

(madeira), - os intermediarios, que, além de madeira usada para consumo e



14

nidificagéo, utilizam solo e exploram outros recursos de celulose, e Ill - os mais
derivados, que tém ninhos separados do préprio recurso, e constroem galerias para
consumir material vegetal morto fora do ninho (ABE, 1987).

As condigbes homeostéticas internas dos ninhos s&o controladas pelos os
individuos da col6nia (WOOD e SANDS, 1978) e, por serem naturalmente ambientes
ricos em matéria organica sdo favoraveis ao crescimento de uma variedade de
microrganismos (SUJADA; SUNGTHONG; LUMYONG, 2014). Muitos desses
microrganismos sao capazes de fornecer funcbes auxiliares para os cupins, como
ciclagem e troca de nutrientes, e também os protegem de patdgenos invasores
(MATSUI et al., 2012; CHOUVENC et al., 2013).

Cupins & Microrganismos - Diversidade

Ao longo da vida do hospedeiro, fatores ecolégicos e ambientais (filtragem
ambiental) como dieta, habitat e filtro bidtico, afetam a composicéo e a estabilidade
(ou seja, variacado individual e taxas de rotatividade) da microbiota (BOURGUIGNON
et al., 2018; SOUKUP et al., 2021). Em cupins, esses fatores ja sdo bem conhecidos,
a exemplo da dieta (MIKAELYAN et al., 2015; HU et al., 2019), a heterogeneidade do
[imen intestinal (YANG et al., 2005; BRUNE, 2010; ROSSMASSLER et al., 2015;
MIKAELYAN; MEUSER; BRUNE, 2016), a historia evolutiva do hospedeiro e a divisdo
de tarefas dentro da colénia (BOURGUIGNON et al., 2018; OTANI et al., 2019),
constitu como elementos que contribuem na estruturacdo das comunidades
microbianas associadas a esses insetos.

Dentre estes fatores, os habitos de nidificacdo e alimentacéo influenciam a
composicdo microbiana da colénia, bem como o grau de exposicdo ao patégeno
(ROSENGAUS et al., 2003). Assim, os cupins que forrageiam fora do ninho estdo mais
vulneraveis e frequentemente mais expostos a patdgenos presentes no ambiente,
permitindo encontrar uma maior diversidade e carga de microbios nesses individuos
quando comparados aos individuos que se alimentam apenas dentro do ninho
(CHOUVENC et al., 2013). Assim, o forrageio externo ao ninho exerceu uma forte
presséao seletiva durante a evolugao dos cupins, levando ao desenvolvimento de uma
série de mecanismos de defesa contra patégenos (ROSENGAUS et al., 2011,
MANJULA et al.,, 2014). No nivel individual, esses individuos lutam contra os

patdgenos por meio de sistemas fisioldgicos e bioquimicos inatos, como imunidade
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celular e humoral (ROSENGAUS et al., 1998; HAMILTON e BULMER, 2012). J4 em
nivel da coldnia, eles empregam imunidade comportamental e social, incluindo
allogrooming, trofalaxia, isolamento e canibalismo (CREMER et al., 2007; DAVIS et
al., 2018; CREMER et al., 2019).

Por outro lado, tem-se sugerido que os microrganismos adquiridos do ambiente
podem também estabelecer associa¢gfes simbibticas potenciais, atuando na defesa
colonial (ROSENGAUS et al., 1998). Dentre os potenciais simbiontes que atuam na
defesa colonial estdo bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria e Firmicutes
(MATHEWS et al., 2012; CHOUVENC et al., 2013), as quais ja foram encontradas
tanto no material fecal das paredes dos ninhos dos cupins, como também no seu trato
digestivo (CHOUVENC et al., 2013; MANJULA et al., 2014; MOREIRA et al., 2018).
Algumas espécies de Streptomyces (Actinobacteria) foram destacadas como
mutualistas defensivos por proteger as colonias de Coptotermes formosanus
(Rhinotermitidae) contra microrganismos patogénicos (CHOUVENC et al., 2013).
Representantes de Firmicutes também foram registrados atuando de forma
antagodnica a patdgenos, através da producao de toxinas que séo ativadas apenas no
trato digestivo de insetos (GARDENER, 2004; CHAURASIA et al., 2005), inclusive de
cupins (BRUNE et al., 2014; MIKAELYAN et al., 2015).

Bactérias Entomopatogénicas

Bacillus thuringiensis (Bt) - Bacillaceae

A associacdo com microrganismos bacterianos pode ser considerada um
mutualismo que contribui com diferentes funcdes no ecossistema hospedeiro como
melhoramento das dietas pobres em nutrientes, digestdo de componentes alimentares
recalcitrantes, protecdo contra predadores, parasitas e patdgenos, além de governar
os sistemas de acasalamento e reproducao (ENGEL e MORAN, 2013). Muitas dessas
associacfes podem também ser patogénicas. Esta diversidade de interacdes muitas
vezes requer um alto grau de especializacdo e contato intimo com o hospedeiro, visto
gue muitos mecanismos moleculares usados por patdgenos bacterianos e mutualistas
sdo semelhantes (SANCHEZ-CONTRERAS e VLISIDOU, 2008).

Dentre as bactérias entomopatégenas comumente estudadas no controle

bioldgico esta o Bacillus thuringiensis (Bt). Essa bactéria possui forma de bastonete,
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além de formar esporos e ser capaz de produzir inclusdes cristalinas responsaveis por
sua atividade toxica (GLARE e O’CALLAGHAM, 2000). Suas cepas possuem
comprovada atividade entomopatogénica contra diferentes ordens de insetos, como
em Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (WANG; HENDERSON, 2013; ZORZETTIl et al.,
2017), e seu efeito na reducdo da sobrevivéncia de cupins é bem conhecido
(CASTILHOS-FORTES et al., 2002; SINGHA; SINGHA; DUTTA, 2010; PUJIASTUTI
et al., 2018).

Todavia, a ecologia de Bt ainda € um enigma, haja visto que se trata de um
microrganismo ubiquo do solo, mas que também é encontrado na filosfera e no
sistema intestinal hospedeiro do inseto (JENSEN et al., 2003), conforme descrito para
o trato intestinal dos cupins Coptotermes formosanus, Odontotermes formosanus
(MATHEW et al., 2011; 2012) e Constrictotermes cyphergaster. No entanto, ainda é

pouco elucidada a relagdo que essa bactéria mantém com essas espécies de cupins.

Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonadaceae)

As Pseudomonas spp estdo presentes nos ambientes terrestres, aquaticos e
atmosféricos, exibindo uma grande variedade de fun¢bes ecoldgicas (FLURY et al.,
2016). Dentre os seus representantes, encontra-se P. aeruginosa, uma bactéria
comum do solo, patégeno oportunista em diversos hospedeiros, incluindo mamiferos
(STEVENS et al., 1994), insetos (MACIEL-VERGARA; JENSEN, EILENBERG, 2018),
nematoides (TAN et al., 1999) e plantas (RAHME et al.,, 1995). Essa bactéria
apresenta-se em baixo nimero, sem causar doengas, mas pode se tornar patogénica
sob certas condi¢cdes de estresse para 0s insetos e/ou quando os insetos tém um
sistema imunoldgico enfraquecido (SIKOROWSKI e LAWRENCE, 1994; MACIEL-
VERGARA; JENSEN, EILENBERG, 2018). Acredita-se que o responsavel pelo o
potencial entomopatogénico dessa bactéria esteja relacionada ao cianeto de
hidrogénio (CASTRIC, 1975), produzido como metabdlito secundario pelo patégeno
(BLUMER e HAAS, 2000).

Para os cupins, ha diferentes relatos de acdo para essa bactéria. Em C.
formosanus, por exemplo, as cepas de P. aeruginosa causaram reducao na atividade
de escavacao de tuneis, consumo de madeira e aumento na mortalidade (CHIN et al.,
2020). Apesar disso, contribuiram na resposta imunoldgica de Reticulitermes flavipes,

através da producdo de proteinas antimicrobianas na hemolinfa destes individuos
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(ZENG et al., 2018). Ninfas de Zootermopsis angusticollis obtiveram uma
sobrevivéncia significativamente maior do que os controles estudados, sendo sugerido
uma resposta positiva a exposi¢ao prévia ao patdégeno, o que confere aos cupins um
grau de protecdo durante um encontro subsequente com o mesmo patdgeno
(ROSENGAUS et al., 1999).

Constrictotermes cyphergaster

Constrictotermes cyphergaster é um cupim Neotropical, amplamente
encontrado em ambientes aridos do Cerrado e Caatinga no Brasil, e em algumas
regides da Argentina, do Paraguai e Uruguai (MELO; BANDEIRA, 2004; TORALES et
al., 2005). Essa espécie tem sido vista como um modelo para se entender a ecologia
de cupins, especialmente em matas secas. Os estudos a seu respeito desde o0s
altimos 20 anos em ambiente de Caatinga mostraram sua densidade e estrutura
populacional (59,0 + 22,53 ninhos ativos/ha; 278,2 individuos/m2, com
aproximadamente 0,9 g (peso fresco)/m2) (VASCONCELLOS et al., 2007), seu habito
alimentar, incluindo madeira em diferentes estagios de decomposi¢cao como principal
recurso, bem como o consumo da superficie da casca de arvores vivas e liquens
(MOURA et al.,, 2006b; BARBOSA SILVA et al, 2019; BARBOSA-SILVA &
VASCONCELLOS, 2019). Além disso, um pouco de sua historia natural mostrou a
dinamica de construcdo de seus ninhos (BEZERRA-GUSMAO et al., 2013),
apresentando comportamento policalico (BEZERRA-GUSMAO et al., 2008, 2013).
Além disso, registrou-se que a espécie é capaz de ciclar cerca de 44.5 kg de matéria
organica vegetal/ha-ano, correspondendo a 13% da producao anual de serapilheira
(MOURA et al., 2008).

Por apresentar habitos de forrageamento a céu aberto (MOURA et al., 2006a)
(Fig. 1A) e construcdo de ninhos principalmente arboricolas (Fig. 1B), feitos com
particulas do solo, cimentadas com saliva, cuja coloracdo varia de acordo com a
textura do solo (BEZERRA-GUSMAOQ, 2011), os individuos de C. cyphergaster estao
expostos a uma grande diversidade de microrganismos. Barbosa-Silva et al. (2016)
descreveram a presenca de 10 espécies de ascomicetos em seus ninhos. O material
analisado por esses autores correspondeu a uma massa negra acumulada dentro dos
ninhos, que combina uma mistura de fezes do construtor e solo (KOGISO et al., 2007).

Aqueles autores sugeriam que esporos fungicos podem se aderir a cuticula desse
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cupim durante o seu forrageio, ou serem ingeridos junto com 0s recursos coletados,
um fator que pode refletir no aumento da suscetibilidade da colbnia a infeccdes.
Todavia, ainda é incerto qual € o efeito dos patdgenos na resposta imunoldgica desse
cupim, além do papel da microbiota na suscetibilidade das colbnias as infeccdes

microbianas.

Figura 1 - A. Forrageio em trilhas expostas de Constrictotermes cyphergaster. B. Ninho
arboricola de C. cyphergaster

Fonte: Autor.
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2 LOCAL DE ESTUDO

Os cupins Termitidae do capitulo de diversidade bacteriana (Cornitermes
cumulans, Procornitermes araujoi, Silvestritermes euamignathus, Syntermes dirus e
Velocitermes heteropterus, Ruptitermes xanthochiton, R. reconditus e Patawatermes
sp) foram coletadas nos municipios de Campinas (22 ° 54 '3 "S; 47 °03'26 " W) e
Rio Claro (22 ° 24 '41 " S; 47 ° 43 ' 31 "W), no estado de Sao Paulo. Por outro lado,
C. cyphergaster para o estudo de sobrevivéncia foram realizadas na Estagéo
Experimental de Sdo Joao do Cariri (Fig. 2) (EESJC) ((7° 20' S, 36° 31’ O) (SOUZA et
al., 2009). A area possui vegetacdo de Caatinga, um tipo de Floresta Tropical
Sazonalmente Seca (SDTF) da América do Sul, no dominio semiarido do Nordeste do
Brasil, apresentando uma mistura de individuos caducifélios, arbustos e arvores. Entre
as espécies predominantes da area estdo representantes de Poincianella pyramidalis
(Tul.), Croton blanchetianus Baill., Combretum leprosum Mart, Jatropha mollissima
(Pohl) Baill., Aspidosperma pyrifolium Mart. e Tacinga palmadora (Britton & Rose)
(BARBOSA et al., 2007). A regido onde se localiza a EESJC estd a 500 metros de
altitude, apresentando relevo suave e ondulado (De SOUZA; MACEDO, SILVA, 2015),
com temperatura variando entre 24 e 29°C (BARBOSA et al., 2007; SOUZA et al.,
20009).

Figura 2 - Localizacdo do municipio de S&o Jo&o do Cariri, PB - Brasil.
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ARTIGO 1 - CAPITULO 1

A INFLUENCIA DO HABITO ALIMENTAR E DA CASTA NA DIVERSIDADE
BACTERIANA DE CUPINS TERMITIDAE

Maria do Socorro Lacerda Rolimt
Alberto José Arab Olavarrieta2
Maria Avany Bezerra Gusmao?

1 Programa de Pos-Graduacdo em Ecologia e Conservacdo — PPGEC, Campina
Grande - PB, Brasil.

2 Programa de Pés-Graduac&o em Evolucéo e Diversidade - EvoDiv, Sdo Bernardo
do Campo - SP, Brasil

RESUMO - Em Termitidae, a comunidade bacteriana intestinal, que atua na
degradacéo de lignocelulose, pode variar de acordo com o tipo de dieta e da casta
dos cupins. Este estudo teve por objetivo descrever a microbiota intestinal das castas
operarios e soldados de cupins Termitidae com habitos alimentares distintos. A
estrutura da comunidade bacteriana foi avaliada através das suas sequéncias
génicas. Os principais grupos microbianos detectados foram Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, Synergistetes, Actinobacteria,
Fibrobacteres, Planctomycetes, Candidate_phylum_TG3 e Lentispaere. Com exce¢ao
de Cornitermes cumulans e Velocitermes heteropterus, houve predominio do filo
Firmicutes para as espécies amostradas. A diversidade beta mostrou diferenca
significativa entre os operarios e guildas dos cupins de diferentes espécies, mas néo
entre as castas de uma mesma espécie. Essas mudancas de composicao nas guildas
alimentares foram relacionadas ao processo de substituicdo de espécies bacterianas.
A particdo da beta diversidade mostrou que os operarios dos Apicotermitinae, de
Syntermes dirus e de uma colonia de Velocitermes heteropterus foram as espécies
que mais contribuiram nas diferencas de composicdo da comunidade, mas tal
resultado foi relacionado a um baixo nimero de simbiontes bacterianos. A diferenca
de unidades taxonémicas operacionais entre as castas pode ser atribuida as funcdes
distintas desempenhadas por estes individuos na colénia. Por outro lado, a diferenca
nao significativa em relagcdo a composicao pode estar atrelada ao compartilhamento
de simbiontes via trofalaxia. Embora os resultados do presente trabalho mostrem a
importancia da dieta na composicéo intestinal em cupins, fatores como a historia

evolutiva do hospedeiro devem ser consideradas. Torna-se necessario a insergéo
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desses fatores em sinergia, como forma de afunilar o conhecimento sobre a dinamica

na estruturacdo dessa comunidade bacteriana intestinal.

Palavras-chave: Microbiota intestinal. Habito alimentar. Térmita. Simbiontes.

1 Introducéo

As associacdes mutualisticas entre insetos e bactérias intestinais sao
importantes na regulacdo do metabolismo do hospedeiro e na promocdo de uma
digestao eficiente (KAUFMAN e KLUG, 1991). Nos cupins, a associacao inteiramente
procaridtica é conhecida apenas para os Termitidae, ao contrario do observado para
as outras familias que abrigam simbiontes intestinais como protozoarios flagelados e
arqueas, além das bactérias (NI e TOKUDA, 2013; KRISHNA et al., 2013). A familia
Termitidae também se destaca pela diversificacdo do habito alimentar (EGGLETON e
TAYASU, 2001), cujos simbiontes incluem, além das bactérias, protozoarios
flagelados e arqueas.

A diversidade alimentar encontrada em cupins tem sido o interesse de variados
estudos (MATHEWS, 1977; BANDEIRA & MACAMBIRA, 1988; CONSTANTINO,
1992; EGGLETON et al., 1995), os quais buscaram classificar esses individuos em
diferentes grupos tréficos. No entanto, ndo houve concordancia entre os especialistas
(DONOVAN et al., 2001). Em classificacdo mais recente, utilizando espécie de cupins
do Cerrado, Constantino (2015) descreveu a seguinte classificacdo trofica: Xiléfagos,
Ceifadores, Humivoros e/ou Geofagos, Intermediarios, Especializados e Cultivadores
de fungos.

A composicédo da comunidade bacteriana que abriga os intestinos dos cupins
pode variar de acordo com a dieta utilizada (MIKAELYAN et al., 2015; MOREIRA et
al., 2018; HU et al., 2019), assim como com o tipo de casta e a idade dos individuos
(HONGOH et al., 2006). Recentemente, Otani et al. (2019) mostraram que apesar da
troca continua de simbiontes via trofalaxia, um subconjunto de bactérias se proliferam
de forma diferente entre soldados e operarios de Macrotermes natalensis e
Odontotermes spp (EGGLETON, 2011), aléem da historia evolutiva e adaptacdes de
nicho dos hospedeiros (DIETRICH et al., 2014; OTANI et al., 2019).

A dieta do hospedeiro € um importante fator exégeno na mudanca da estrutura

dessa comunidade e de suas capacidades metabdlicas (BOLNICK et al., 2014).


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1758-2229.12728#emi412728-bib-0014
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ece3.3977#ece33977-bib-0012
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Diferencas nas composi¢Oes bacterianas para determinados grupos de cupins
submetidos a diferentes dietas tém mostrado predominancia de alguns taxons
bacterianos relacionados a especificidade nutricional (MIKAELYAN et al., 2015;
WAIDELE et al., 2017), como o visto para cupins que se alimentam de fungos, em que
Bacteroidetes € o filo predominante em seus intestinos (OTANI et al., 2016). Essas
mudangas nas comunidades microbianas intestinais podem ser refletidas em
alteracOes na composicao (presenca ou auséncia de taxa microbiana) ou na estrutura
(abundancia relativa de taxa microbiana), que alteram o perfil funcional da
comunidade (NG et al., 2018).

Recentes estudos envolvendo a microbiota intestinal tem langcado méao de
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento, o que nos permite explorar
microrganismos exclusivos do trato digestivo de cupins (KUDO, 2009). No entanto,
para a regido Neotropical apenas alguns trabalhos sdo conhecidos (MOREIRA et al.,
2018; CAMPANINI et al., 2021; VIKRAM et al., 2021), havendo raras informacgdes
acerca da diversidade bacteriana que envolvem a andlise conjunta entre dieta e casta
de cupins Termitidae. Neste sentido, o objetivo do nosso trabalho foi descrever a
diversidade intestinal bacteriana entre espécies de cupins Termitidae com diferentes
hébitos alimentares, e entre as castas de soldados e operarios. De acordo com as
informacdes relatadas anteriormente, a hipétese testada foi que a variagdo da
composicdo microbiana entre as guildas alimentares de cupins é mediada pela
substituicdo de espécies de bactérias, enquanto que a variacdo da composi¢ao entre

as castas € mediada pelo ganho ou perda de espécies.
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2 Metodologia
2.1  Amostragem

Todas as amostras estudadas de cupins Termitidae foram coletadas nos
municipios de Campinas (22 ° 54 '3 "S; 47 ° 03 '26 " W) e Rio Claro (22 °24 '41" S;
47 ° 43 ' 31 "W), no estado de Sao Paulo. As espécies foram Cornitermes cumulans
(Ceifador), Procornitermes araujoi (Intermediario), Silvestritermes euamignathus
(Intermediario), Syntermes dirus (Ceifador), Velocitermes heteropterus (Ceifador),
Patawatermes sp (comedor de solo), Ruptitermes reconditus (Ceifador) e R.
xanthochiton (Ceifador). Todas as espécies de cupins foram amostradas em areas
que eram originalmente florestas semideciduas, mas o desenvolvimento agricola
fragmentou a vegetacao, resultando em uma paisagem amplamente desmatada com
pastagens intercaladas com fragmentos de floresta nativa. O clima é moderadamente
Umido; a temperatura média anual e pluviosidade sdo 23 °C e 1513 mm,
respectivamente, com altitude variando de 720 a 1350 m (MENEZES et al., 2017;
MOREIRA et al., 2018). Para a classificacdo dos grupos funcionais foi adotada a

nomenclatura proposta por Constantino (2015).

2.2 Andlises

As sequéncias génicas da microbiota intestinal dos cupins foram obtidas da
base do European Nucleotide Archive (ENA), através do projeto N° PRJEB17080,
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/ view/PRJEB17080. As sequencias foram
mescladas, filtradas e transformadas em Unidade Taxondmica Operacionais (OTUS)
através da plataforma USEARCH verséao 8.1.1803 utilizando o algoritmo de UPARSE
com similaridade de 97%. A riqueza e a diversidade das OTU’s bacterianas foram
determinadas utilizando a funcdo plot_richness no pacote “phyloseq” (PAUL e
HOLMES 2013). A diversidade entre operarios e soldados foi realizada apenas nas
espécies de cupins que apresentavam soldados nas amostras coletadas (C.
cumulans, P. araujoi, S. euamignathus, S. dirus e V. heteropterus), excetuando-se os
apicoterminae. Para verificar as diferengas significativas das estimativas de a-
diversidade, os dados foram submetidos a modelos lineares generalizados (GLMSs)
com distribuicdo de erro Poisson, com ajuste para quasiPoisson. O modelo incluiu a
variacdo na quantidade de OTUs bacterianas (y-vars) em resposta a espécie*casta

dos cupins (x-vars).
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A composi¢cdo da microbiota entre as espécies de cupins e suas guildas
alimentares foi avaliada utilizando uma analise permutacional de variancia
(PERMANOVA) com 10000 permutacdes. No caso de significancia entre as espécies
ou guildas, foi avaliado se essas diferengas foram mediadas por variagdes da riqueza
da microbiota ou por substituicdo de espécies entre as comunidades (BASELGA,
2010). Por outro lado, para quantificar a contribuicdo dos simbiontes intestinais e das
espécies de cupins hospedeiras nas diferencas entre as comunidades microbianas, a
beta diversidade também foi particionada em dois componentes de acordo com
Legendre e Céaceres (2013), tendo como base a contribuicdo das espécies de
bactérias que compdem a microbiota intestinal (SCBD) e a espécie de cupim
hospedeira (LCBD). SCBD indica quanto é a contribuicdo de cada espécie de bactéria
simbionte na diferenga entre as microbiotas dos cupins. Por outro lado, LCBD
representa a singularidade ecoldgica de cada espécie de cupim hospedeira no
contexto da beta diversidade total. Valores maiores de SCBD e LCBD indicam a
importancia do cupim hospedeiro ou da espécie de bactéria simbionte nas diferencas
observadas na comunidade de cupins e seus simbiontes intestinais. Os valores de
SCBD e LCBD e da participacdo da beta diversidade nos componentes riqueza e
substituicdo foram calculados através da funcdo beta.div e beta.div.comp do pacote
adespatial, respectivamente (DRAY et al., 2021). A PERMANOVA foi realizada
através da funcdo adonis2 do pacote vegan (OKSANEN et al., 2020). Os graficos
foram construidos através dos pacotes ‘ggplot2’ (WICKHAM, 2016), “RColorBrewer”
(NEUWIRTH, 2014) e “phyloseq” segundo o roteiro disponivel em
https://bioconductor.org/help/coursematerials/2017/BioC2017/Day1/Workshops/Micro
biome/MicrobiomeWorkflowll.html. Todas as andlises foram realizadas usando o
software R (versdo 4.1.1) (R CORE TEAM, 2021).
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3 Resultados
3. 1 Diversidade alfa

Os principais filos microbianos detectados no nosso estudo foram Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, Synergistetes, Actinobacteria,
Fibrobacteres, Planctomycetes, Candidate_phylum_TG3 e Lentispaere (Fig. 1.1). Os
primeiros cinco filos supracitados foram os mesmos para todas as amostras de cupins,
com apenas pequenas diferengcas nas abundancias relativas. Um exemplo foi
Firmicutes, que predominou em todas as espécies (incluindo as castas) amostradas

neste estudo, com excecédo de C. cumulans e V. heteropterus.

Figura 1.1 - Diversidade bacteriana em intestino de operario e soldado de cupins Termitidae.
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Fonte: Autor.

Para os cupins consumidores de serrapilheira e grama , como C. cumulans,
dominou o filo Spirochaetes (abundancia média de ~44% para operarios e ~52% para
soldados), seguido de Firmicutes (17% para operarios e ~25% para soldados) e
Bacteriodetes (~11% e ~6% para soldados) (Fig. 1.1); em S. dirus, consumidores de
grama, Firmicutes foi o filo predominante (~46% para operarios e ~68% para
soldados), seguido por Synergistetes (~11% nos para operarios e ~14% para
soldados), Spirochaetes (~17% para operarios e ~7% para soldados), Bacteroidetes
(~11% para operarios e ~4.3% para soldados) e Actinobacteria (~7.2 para operarios

e ~4.3% para soldados) (Fig. 1.1). J& para V. heteropterus, consumidores de
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serapilheira, os filos predominantes foram Spirochaetes (~50% para operarios e ~60%
para soldados), Firmicutes (~19% para operarios e ~13% para soldados),
Bacteroidetes (~9.2 para operarios e ~15% para soldados) e Fibrobacteres (~6.7%).
Em contrapartida, a actinobacteria esteve presente em menor abundancia nos
soldados dessa espécie (~2%) quando comparado aos operarios, em que o filo
actinobacteria também predominou (~7.5%).

Nos consumidores de madeira/serapilheira, representados por P. araujoi,
Firmicutes foi predominante (44% para operarios e 50% para soldados), seguido por
Spirochaetes (~24% para operarios e 22% para soldados), Bacteriodetes (~11% para
operarios ~13% para soldados), Synergistetes (~8% para operarios e ~4.3% para
soldados) e Proteobacteria (~6% para operarios e ~3.6% para soldados). Para os
consumidores de madeira/solo, a exemplo de S. euamignathus, Firmicutes também
predominou (~42% para operarios e soldados). No entanto, Bacteroidetes foi o
segundo filo que predominou (~17% para operarios e ~16% para soldados), seguido
por Proteobacteria e Spirochaetes (ambos com ~9%), Synergistes (~7%) e
Planctomycetes (~6%) registrados para os soldados. Nos seus operarios, houve
predominéancia de Spirochaetes (~8.5%), Synergistes (~7.6%), Proteobacteria
(~6.4%) e Planctomycetes (~6.3%) (Fig.1.1).

Ja Patawatermes sp, consumidor de solo, observamos que houve
predominancia do filo Firmicutes (~35%), seguido por Bacteroidetes (~17%) e
proteobacteria (~13%) (Fig. 1.2). Para os Apicotermitinae consumidores de
serrapilheira, também descritos pela 1° vez, representado por R. reconditus,
predominou os filos Firmicutes (~40%), Synergistetes (~17%), Bacteroidetes (~11%),
Planctomycetes (~7%) e Proteobacteria (~5,7%). Para R. xanthochiton, houve
predominio de Firmicutes (35%), Synergistetes (~20%), Bacteroidetes (~21%),
Proteobacteria e Planctomycetes (~6%). Destaca-se que Ruptitermes spp
apresentaram aumento na abundancia de OTUs referentes ao filo Synergistes em
comparacao com as demais espécies de cupins amostradas no estudo (Fig. 1.2).

A distribuicdo das OTUs bacterianas apresentou diferenca significativa em
relacdo a espécie (F= 6.54, p<0.001) e as castas dos cupins (F= 4.53, p<0.001) (Fig

1.3), bem como na interacdo entre essas variaveis (F= 5.81, p<0.001).

3.2 Diversidade beta
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A composi¢do microbiana das espécies de cupins avaliadas neste estudo
mostrou diferenca significativa entre os operarios (F= 3,34, p= 0,001; PERMANOVA)
e as guildas (F= 4,68, p= 0,001; PERMANOVA). Nao foram observadas diferencas
significativas da composi¢édo da microbiota intestinal entre as castas de operarios e
soldados (F= 0,10, p=0,75; PERMANOVA). As diferencas observadas na composicéo
da microbiota intestinal foram ocasionadas tanto por variacbes da riqueza de
simbiontes entre as espécies de cupins avaliadas, como também pela substituicdo de
algumas espécies desses simbiontes (Fig. 1.4A). No entanto, as diferencas
observadas entre as guildas de cupins (ceifadores e intermediarios) foram explicadas
principalmente pela substituicdo de espécies de simbiontes entre 0s grupos
alimentares desses cupins (Fig. 1.4).

A particdo da beta diversidade mostrou que os operarios dos Apicotermitinae,
S. dirus e de uma colbnia de V. heteropterus, apresentaram os maiores valores de
LCBD, indicando que as diferencas encontradas entre as microbiotas sdo mediadas
em parte pela diversidade microbiana do trato digestivo desses cupins (Fig. 1.5A). Os
maiores valores de LCBD est&o correlacionados com baixos valores de riqueza (r= -
0.89; p< 0,001; Correlacdo de Pearson), indicando que as diferencas observadas na
microbiota entre as espécies de cupins avaliadas sao ocasionadas por um baixo
namero de bactérias simbiontes. Os simbiontes que mais contribuiram para as
diferencas observadas entre a microbiota dos cupins foram OTU_3 (Firmicutes; ndo
identificado), OTU_31 (Synergistetes; Termite_cockroach_cluster) e o OTU_1
(Spirochaetes; Treponema) (Fig 1.5B).
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Figura 1.2 - Diversidade de filos bacterianos nas espécies de cupins Patawatermes sp e Ruptitermes
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4 Discusséao

Os filos de bactérias representados neste estudo sdo relatados como
promotores da degradacdo da celulose (HONGOH et al., 2006). O predominio de
Spirochaetes em C. cumulans e V. heteropterus corrobora resultados em que ha
dominancia desse filo no intestino de cupins superiores da América do Sul, que se
alimentam de grama e serapilheira (MIKAELYAM et al., 2015; GRIECO et al., 2013;
VIKRAM et al., 2021).
A predominéancia de Firmicutes em P. araujoi e S. euamignathus, ambas as espécies
xil6fagas, mostra a composicdo de sua comunidade diferente de outros cupins
xil6fagos. Victorica et al. (2020) registraram Spirochaetes predominando o intestino
de Cortaritermes fulviceps e Nasutitermes aquilinus (Nasutitermitinae), ambos
consumidores de madeira. Vale ressaltar, no entanto, que P. araujoi e S.
euamignathus (Syntermitinae) séo capazes de explorar mais de um recurso, essa
mudanca na abundéancia dos taxons bacterianos pode estar relacionada ao fato de
que, insetos com dietas amplas, como onivoros e detritivoros, tém comunidades
intestinais que sao diversas, com centenas de taxons bacterianos associados
(TINKER e OTTESEN, 2016; NG et al.,, 2018). Este comportamento pode estar
associado a necessidade de degradacdo das diversas moléculas ingeridas nos

diversos itens alimentares (AUER et al., 2017).
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Figura 1.3 - Particdo da beta diversidade nos componentes riqueza e substituicdo de espécies nos
cupins avaliados. A) Particdo observada entre os operéarios das diferentes espécies de cupins. B)

Particdo observada entre as guildas de cupins avaliadas.
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A predominancia de Firmicutes também j& foi registrada para C. cumulans,
Termes hospes e Neocapritermes taracua, espécies consumidoras de serapilheira e
hiamus (ROSSMASSLER et al., 2015; MOREIRA et al., 2018; GRIECO et al., 2019;
MARYNOWSKA et al., 2020). Para os cupins que apresentam o solo como item
alimentar (S. euamignathus e P. turricola), a abundancia alta de Bacteroidetes era
esperada, visto que h&d uma forte conexdo entre as comunidades bacterianas
associadas ao solo com os representantes desse filo (THOMAS et al., 2011). Embora
em menor abundancia, também era esperada a presenca de Planctomycetes, sendo

relatada em Cubitermes spp, consumidoras de solo (KOHLER et al., 2008).

Figura 1.4 - A) Contribuicdo local (LCBD) e B) dos simbiontes intestinais (SCBD) da beta diversidade
entre as espécies de cupins avaliadas. O tamanho dos circulos indica a abundancia (reads) relativa

dos simbiontes intestinais.

Abundaéncia (Reads)
60000

oru_in

4004 - 90000

120000
oTU_i6

150000 on 8

%01 Z' a

0TU_30

180000

c c

OTU_46

0OTU_40

Riqueza

3004 Cupins hospedeiros

oTu_10
Cornitermes cumulans

, s
Patmvatermes sp oTu_52

@ Procornitermes aratjoi
2504 C aratjo .

oTu_18
. @ Ruptitermes reconditus

@ Ruptitermes xanthochiton ot
v @ Silvestritermes euamignathus

oru_29
200+ Syniermes dirus

Velocitermes heteropterus

o b LCBD i SCBD
A diferenca na abundéancia de OTUs bacterianas entre as castas pode estar
associada ao fato de que, embora operarios alimentem os soldados via trofalaxia, as
necessidades nutricionais sdo distintas em funcdo dos papéis que cada casta
desempenha na colbnia, e isto acaba sendo refletido em modificagbes na estrutura
dessa microbiota (HONGOH et al., 2010; OTANI et al., 2019). No entanto, a diferenga

nao significativa na composicdo dos taxons bacterianos pode estar associada também
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ao fato de que os soldados ndo podem se alimentar sozinhos e dependem dos
operarios que fornecem alimentos digeridos ou semi-digeridos.

A dieta também é um dos principais fatores que contribuem na modulagédo da
microbiota (MIKAELYAN et al., 2015), refletindo em mudancas na composicao de
taxons bacterianos. No entanto, a diferenca significativa na composicdo dessa
microbiota vista entre as diferentes espécies de cupins deste estudo pode ser
explicado essencialmente pela substituicdo das espécies, contribuindo para elucidar
que, apesar da importancia da dieta, outros fatores estéao relacionados a composicéo
dessa comunidade, como por exemplo, a histéria evolutiva do hospedeiro, uma vez
que ha processos de co-evolucdo nas associacfes entre microbios e hospedeiros
(BOURGUIGNON et al., 2018; CHOUVENC et al., 2021). Nossos resultados nos
fazem refletir sobre o que foi descrito por Bourguignon et al. (2018), que mostraram
que as histérias evolutivas dos micrébios do intestino dos cupins sdo moldadas por
transmissdo de modo misto. Ou seja, fatores externos, a exemplo da dieta, assim
como a historia da filogenia do hospedeiro influencia em mudancgas na composicdo da

microbiota.
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5 Concluséo

Apesar da dieta e da casta serem fatores moduladores importantes na
estruturacdo e composi¢do da comunidade bacteriana intestinal h& outras variaveis
que ndo foram consideradas, como a histéria evolutiva do hospedeiro ou
heterogeneidade ambiental presente no intestino desses insetos, mas que possuem
relagéo e ja tem sido relatada.

Aqui, considerando a dieta e a casta e verificamos diferenca significativa na
abundéancia de OTUs bacterianas entre soldados e operarios de cupins. No entanto,
para a diversidade beta, a diferenca de composicao dos tdxons bacterianos néo foi
significativa entre as castas, havendo diferenca significativa somente para os
operarios das espécies. Os resultados evidenciam a sinergia de fatores que podem
modular a diversidade microbiota intestinal em cupins. Assim, apesar de reconhecer
que a microbiota intestinal de cupins € considerada a forga motriz na Biologia desses
insetos, a forma que essa dinamica simbidtica acontece tem sido explorada em
pequenos passos. Nesse sentido, outras abordagens sdo necessarias, o que permitird
contribuicdes em diferentes perspectivas, além de lancar luz no entendimento desse
microecossistema intestinal, que tem servido até de fonte para a industria

biotecnoldgica.
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ARTIGO 2 - CAPITULO Il

A INFECCAO POR BACILLUS THURINGIENSIS NAO AFETA A SOBREVIVENCIA
DE CONSTRICTOTERMES CYPHERGASTER
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RESUMO - As bactérias associadas aos cupins desempenham importantes funcoes,
como o mutualismo defensivo, contribuindo em mudangas comportamentais,
fisioldgicas e bioguimicas no hospedeiro. Este estudo teve por objetivo entender o
efeito da bactéria Bacillus thuringiensis na sobrevivéncia de Constrictotermes
cyphergaster. Foram isoladas 26 cepas bacterianas entre os segmentos do papo e P3
do tubo digestivo dos soldados e operarios desse cupim, predominando o género
Bacillus. O bioensaio de sobrevivéncia mostrou diferencas significativas do tempo
médio de morte dos operarios (tmm) de C. cyphergaster no tratamento envolvendo
Pseudomonas aeruginosa. Em contrapartida, ndo houve diferenga significativa para
os tratamentos B. thuringiensis e controle (H20). Tal fato pode estar relacionado a
diferentes fatores, compreendendo imunidade individual e coletiva, condicbes
intestinais (pH) e a viruléncia do patégeno. Para os individuos contaminados com P.
aeruginosa que apresentaram menor tempo de sobrevivéncia, 0 modo de acdo e/ou
mecanismo de viruléncia, a memaoria imune, e as condi¢des laboratoriais, que alteram
o comportamento do hospedeiro, podem ter contribuido, uma vez que essa bactéria é
oportunista e nédo foi isolada de C. cyphergaster. Além disso, verificou-se a influéncia
significativa do tratamento envolvendo B. thuringiensis, havendo diminuigdo na
ingestdo do recurso (papel-filtro), enquanto que no controle, os individuos de C.

cyphergaster ndo diminuiram o consumo. Essa diminuicdo de consumo pode ser
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explicada pela fisiologia bacteriana, uma vez que no estabelecimento da doenca ha
diminuicdo ou interrupcdo da alimentagdo do hospedeiro. Embora a relagédo entre
cupins e micrébios seja conhecida, com a protecdo contra patégenos e o auxilio
nutricional sendo descrita, pouco se sabe até que ponto essa associagdo passa a ser
prejudicial. Neste sentido, o presente trabalho traz contribuicbes que langcam luz nesse
entendimento, uma vez que B. thuringiensis ndo afetou a sobrevivéncia de C.
cyphergaster. Todavia, contribuicdes nas areas da fisiologia e imunologia ainda séo

dignos de exploragao.

Palavras-chave: Interacdes. Patogenicidade. Bactéria. Térmita.
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1 Introducéo

As interacdes com patdégenos constituem um importante mecanismo seletivo
das adaptacbes comportamentais, bioquimicas e/ou fisiologicas do hospedeiro no
combate a doenca (ROSENGAUS e TRANIELLO, 1993, ROSENGAUS et al., 1998;
MORAN et al. 2008; ROSENGAUS et al., 2011). Nos insetos eusociais, as altas
densidades de individuos, o alto nivel de parentesco entre eles e a estrutura dos
ninhos favorecem a transmissdo de patdgenos e a vulnerabilidade da colénia a
doencas (AGUERO; EYER; VARGO, 2020).

Em formigas e vespas a atividade protetora € mediada pela producdo de
metabdlitos secundarios antimicrobianos (KALTENPOTH et al., 2012; ENGL et al.,
2018). Em algumas formigas, a glandula metapleural, produz compostos com
atividade antimicrobiana (BROWN, 1967; ORTIUS-LECHNER et al., 2000) que
permitem que estes individuos se desinfetem continuamente, bem como as suas
companheiras e a estrutura do ninho (FERNANDEZ-MARIN et al., 2006). No entanto,
a exclusédo competitiva e o priming imunoldgico realizada por estes individuos também
podem desempenhar um papel importante no aumento da protecado (KALTENPOTH e
ENGL, 2013).

Outros insetos eussociais também desenvolveram estratégias higiénicas
coletivas e comportamentos altruistas a fim de evadir, controlar ou eliminar infec¢es
parasitarias (WILSON-RICH et al., 2009), bem como associacfes microbianas
benéficas que contribuem para o aumento das defesas imunolbgicas integrais
(KALTENPOTH et al., 2005). Em cupins, os mecanismos de protecdo também séo
diversos, e incluem os comportamentos coletivos de allogrooming, canibalismo e
vibracdo (CREMER et al.,, 2019). Soma-se isso aos mecanismos de protecdo
individual, através da producdo de substancias quimicas que apresentam atividade
contra microrganismos patogénicos (MITAKA et al., 2017) e a imunidade celular e
humoral que melhora significativamente sua resisténcia aos patdgenos
(ROSENGAUS et al., 1998; CREMER et al., 2019).

Os microrganismos patogénicos de cupins podem ser flingicos ou bacterianos
(BACH e MCOMIE, 1939). Quando bacterianas, as infecgbes podem acarretar uma
série de sintomas nos individuos contaminados, como a perda de apetite e mobilidade,
escurecimento do corpo, perda do turgor e odor saprogénico (JURAT-FUENTES e

JACKSON, 2012). Knowles (1993) descreve ainda iniUmeras alteragfes fisiologicas,
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devido a lise celular e ruptura da membrana basal no intestino do hospedeiro apos o
estabelecimento da infeccdo, que incluem a paralisia do intestino médio e a mudanca
no pH intestinal.

Dentre os principais patdogenos bacterianos de insetos encontra-se a familia
Bacillaceae, em que Bacillus thuringiensis € um dos seus representantes mais bem
estudados, devido sua efetiva atividade de controle contra individuos de diferentes
ordens de insetos - Lepidoptera, Coleoptera, Diptera (WANG; HENDERSON, 2013;
ZORZETTI et al.,, 2017; PLATA-RUEDA et al., 2020), e Isoptera. Nesses ultimos,
estudos mostraram aumento da mortalidade de individuos de Microtermes obesi, M.
beesoni (SINGHA et al., 2010), Nasutitermes ehrhardti (Termitidae) (CASTILHOS-
FORTES, 2002) e Coptotermes curvignathus (Rhinotermitidae) (PUJIASTUTI et al.,
2018) apds a exposicdo a esse entomopatdgeno. Por outro lado, as cepas de Bt foram
isoladas como fauna simbibtica do intestino de operarios de Odontotermes
formosanus (Termitidae) (MATHEW et al., 2012). E intrigante o fato de um organismo
que, a0 mesmo tempo em que se comporta como patdgeno de cupins Termitidae,
possa também estar associado ao trato digestivo de outras espécies da mesma
familia, como em Constrictotermes cyphergaster. Mas, pouco se sabe sobre como os
cupins que possuem essa associacao simbidtica podem reagir ao contato externo com
B. thuringiensis.

Constrictotermes cyphergaster € cupim Neotropical pertencente a familia
Termitidae, com distribuicdo restrita a América do Sul (Argentina, Bolivia, Brasil e
Paraguai) (MATHEWS, 1977; KRISHNA et al., 2013). Essa espécie constroi ninhos
principalmente arboricolas, embora as rochas também sejam usadas como anexos
para construcdo desses (MOURA et al., 2006a; VASCONCELLOS et al., 2007). Seus
ninhos séo construidos com particulas do solo, cimentadas com saliva e os individuos
forrageiam a céu aberto, o que favorece a exposicado desses insetos a microrganismos
patogénicos no ambiente (MOURA et al., 2006a). Barbosa-Silva et al. (2016)
sugeriram que esporos fungicos podem aderir a cuticula desse cupim durante o seu
forrageio, ou serem ingeridos junto com o0s recursos coletados, favorecendo a
suscetibilidade da colonia a infec¢des patogénicas.

Neste sentido, alguns microrganismos podem desempenhar tantos papéis
antagonicos quanto benéficos na aptiddo do hospedeiro, a exemplo de populacdes de
bactérias bacilares (KONIG, 2006; PETERSON e SCHARF, 2016). Assim, neste
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estudo buscou-se avaliar o efeito da bactéria B. thuringiensis, simbionte intestinal de
C. cyphergaster na sobrevivéncia desse cupim. Testou-se a hipotese de que a

sobrevivéncia desse cupim ndo é afetada negativamente pela exposicao a Bt.

2 Metodologia

2.1 Local de estudo e amostragem dos cupins

Cinco coldnias foram coletadas entre 2016-2018, as quais foram usadas para
caracterizacao da microbiota C. cyphergaster, e outras oito colonias (2020-2021) que
foram usadas para a realizacdo dos bioensaios de sobrevivéncia desse cupim. As
colonias foram coletadas na Bacia Experimental de S&o Joao do Cariri (EESCJ),
Estado da Paraiba (7° 20’ S, 36° 31’ O) - Brasil (SOUZA et al., 2009). Os ninhos foram
retirados das arvores hospedeiras e transportados em sacos plasticos até o
Laboratorio de Ecologia de Térmitas (LET) na Universidade Estadual da Paraiba -
UEPB, Campus |. Operérios foram separados dos ninhos para os bioensaios de
sobrevivéncia no mesmo dia da coleta. Individuos que demonstravam movimentos

lentos ndo foram utilizados nos bioensaios.

2.2 Isolamento e cultura de bactérias do trato digestivo

Um total de 100 cupins (50 soldados e 50 operéarios) foram selecionados
aleatoriamente (N = 500) das coldnias. As cuticulas dos individuos foram esterilizadas
por imersdo em EtOH 70%, seguido de enxague em &gua destilada esterilizada
(SDW); cada um durante cinco minutos. Os cupins foram entédo dissecados em placas
de Petri usando uma pinca esterilizada, removendo o tegumento e expondo o
intestino. O papo e as por¢cdes P3 do tubo digestivo foram cuidadosamente
seccionadas (NOIROT, 2001). Para a separacao do papo foi seccionada a area antes
deste e depois da moela. O P3 foi seccionado antes da valvula entérica (P2) e apds o
esfincter P3 (BIGNELL e ANDERSON,1980), para evitar contaminacao.

O conteudo dos cortes foi macerado e diluido em série com 9 mL de agua
destilada estéril (1:10) em diferentes concentracdes e agitado manualmente por 2 min
(Fig. APN1). Amostras (100 pL-1) das solugdes de 10° a 108 mL foram espalhadas em
placas de Petri (@ = 10 cm), as quais eram compostas de 4gua e meio de cultura

Broth, e incubadas a 31 °C. Esses procedimentos foram realizados em triplicata.
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2.2.1 Extracao e amplificagdo do gene 16s rRNA

O DNA gendmico das bactérias foi extraido usando o protocolo CTAB (brometo
de cetiltrimetilamo6nio) com as modificagdes descritas por Doyle e Doyle (1987) e foi
analisado em gel de agarose a 0,8% e fotodocumentado usando um transiluminador
eletronico de UV.

Os ensaios de 16S rRNA-PCR foram realizados em um volume total de 25 yL-
1 contendo 20 ng-1 de DNA genOmico, 2 pL-1 dos primers 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1389R (ACGGGCGGTGTGTACAAG) (10 pM-1),
0,5 yL-1 de mistura de dNTP (10 mM), 1,4 pL-1 de MgCI2 (25 mM), 1 x tampéo de
ensaio de PCR e 1 U de Tag DNA polimerase (Ludwig Biotechnology Ltda). As
amplificacfes de PCR foram realizadas em um termociclador MJ Research PTC-200
Applied Biosystem, com desnaturacéo inicial a 95 ° C / 5 min seguido por 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C / 1 min, anelamento a 55 °C /2 min e extensdo a 72 ° C/ 2 min.
Uma etapa de extensao final foi adicionada a 72 ° C / 10 min. Os amplicons (~ 1,5 pb)
foram separados em gel de agarose (0,8%) e posteriormente fotodocumentados.

Os produtos de PCR foram sequenciados automaticamente usando um ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) na Plataforma de
Sequenciamento de DNA (RPT 01B) CpgGM / Fiocruz, Salvador, BA, Brasil. As
sequéncias dos fragmentos do gene 16S rRNA obtidos foram analisadas por meio da
ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Escolhemos apenas amostras com
identidades de confianca acima de 90%, e cada uma das sequéncias identificadas foi

atribuida a um taxon bacteriano (géneros e espécies).

2.3 Bioensaios de sobrevivéncia

O efeito do Bt nos operarios de C. cyphergaster foi avaliado através de
bioensaios de sobrevivéncia utilizando-se a cepa isolada previamente do seu trato
digestivo e confirmada por sequenciamento genético (Tabela 1, Acesso -
CP003752.1). Seu crescimento ocorreu em meio diferencial com Penicilina (SILVA;
DIAS; MONNERAT, 2002). As amostras foram armazenadas posteriormente em meio
de cultura Nutriente Agar, sob refrigeraco, no LET, UEPB.

Para a execuc¢ao dos bioensaios foram preparadas diluicbes seriadas da cepa
de Bt em solucéo salina 0,9% e cultura de Bt em meio BHI (Brain Heart Infusion). Apos

a homogeneizacdo das amostras, foram retiradas duas aliquotas das diluicdes de 10°
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a 10%° em que a primeira aliquota (100 ul) foi plagueada pelo método de
espalhamento com alca de Drigalski, em meio de cultura Nutriente Agar. As placas
foram acondicionadas em estufa bacteriolégica a uma temperatura de 37 °C por 48
horas. A segunda aliquota (10 ul) foi aplicada sob a Camara de Neubauer para a
contagem de células com o auxilio de microscopio Optico para confirmacdo das
concentracoes (BARRETO et al.,1999).

Para a contaminacéo oral dos cupins foi utilizado papel-filtro estéril (55 mm de
diametro) inoculado com Bt nas concentragdes 10%, 10° 108, 107 e 108 UFC ml™? de
suspensao bacteriana. O uso do papel serviu para contaminacdo e posteriormente, a
andlise de seu consumo serviu como contraprova para verificacdo da infeccao do
cupim com Bt. Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri de vidro estéril (55
mm de didmetro x 15 mm de altura) em condi¢des controladas no laboratorio. Isso
permitiu que as bactérias fossem distribuidas uniformemente no papel-filtro (CHIN et
al., 2020). Ap6s umedecer o papel filtro com a suspensado bacteriana, esses foram
transferidos para uma nova placa de Petri de vidro estéril de mesmo tamanho e
deixados secar ao ar por 10 min em capela estéril de bancada. Em seguida, 40
operarios foram distribuidos nas placas (n=20 placas/col6nia). Todos os tratamentos
foram replicados quatro vezes (incluindo o controle negativo), totalizando um n= 800.
Para o controle negativo, o papel de filtro foi umedecido apenas com agua destilada.

A montagem dos ensaios de sobrevivéncia foi dividida em duas etapas. A
primeira consistiu no controle negativo (dgua destilada) + tratamentos (concentracfes
de Bt), conforme descrito anteriormente. Adicionalmente, foi feito um controle positivo,
totalizando 25 placas por colbénia (n=4). Esse ensaio foi realizado utilizando-se a
bactéria Pseudomonas aeruginosa (Pa), reconhecida por sua mortalidade significativa
contra insetos (OSBORN et al., 2002, ZANG et al.,, 2021). A amostra de Pa foi
concedida pelo Instituto Nacional de Pesquisa no Semiarido (INSA). Esta bactéria ndo
foi isolada do trato digestivo de C. cyphergaster e foi utilizada apenas como parametro
para inferir o efeito do tratamento com Bt na sobrevivéncia desse cupim.

O preparo da suspensdo com Pa foi realizado seguindo o mesmo protocolo
descrito para Bt. Utilizaram-se 40 operarios de C. cyphergaster por placa (n=25
placas/coldnia), com concentracdes iguais a de Bt (10* a 108). Os tratamentos foram
replicados cinco vezes (incluindo o controle negativo) + inser¢cao do controle positivo

(Pa) (N=1000). O projeto experimental esta resumido nas Figuras APN2 e APN3. Em
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todos os casos, a mortalidade dos cupins foi registrada diariamente até o sétimo dia
apos o inicio do experimento, retirando-se 0s operarios mortos a cada observacao

para evitar contaminacao e canibalismo (CAMPANINI et al., 2012).

2.4 Infeccdo bacteriana - Contraprova

A comprovacado da infeccdo por Bt e Pa foi avaliado a partir da ingestdo do
recurso (papel-filtro) pelos operarios de C. cyphergaster impregnado pelas
concentragbes-tratamento, uma vez que durante o processo de patogénese por
infeccdo bacteriana, os individuos infectados apresentam uma diminui¢c&o ou inibicéo
da ingestdo do alimento. Os papéis foram previamente umedecidos com o0s
tratamentos bacterianos descritos anteriormente, e entédo calculada a porcentagem de
papel consumido (ingerido) pelos os cupins. Este percentual foi analisado através de
imagem dos papéis filtro usados nos bioensaios, as quais foram carregadas e
analisadas no Imaged versao 1.8.0., usando a fungao “set scale”. Para a realizagao
do teste, inicialmente as imagens foram configuradas com o0s argumentos
"known.distance = 10" e “Unit of length= mm” (Figura 3ap). A proporc¢éao de pixels em
cada parte da imagem segmentada foi utilizada na determinacdo da area total do
papel, assim como a area consumida pelos operarios de C. cyphergaster (Figura 2AP
- B, C e D). Por fim, os valores obtidos em cada medi¢ao foram inseridos no seguinte
calculo (area total - somatério das areas consumidas) para se determinar a taxa de
consumo final (Fig. APN4). Estes valores foram posteriormente utilizados nas analises

estatisticas.

2.5 Andlises estatisticas

Para verificar se a sobrevivéncia dos operarios de C. cyphergaster é afetada
pelas bactérias entomopatogénicas, o tempo médio de morte dos individuos (TMM)
para cada placa de cada tratamento e em cada coldnia foi avaliado através de andlise
de sobrevivéncia com distribuicdo de Weibull, usando a funcdo survreg do pacote
survival (THERNEAU, 2021). Uma analise censurada foi utilizada porque nem todos
os individuos morreram durante o periodo de avaliagédo (7 dias). Foi criado um vetor
indicativo de censura de dados, onde o valor 1 indicou que o operario de C.
cyphergaster morreu e 0 que o individuo permaneceu vivo apos a ultima observacgao

(7° dia). O modelo incluiu a variagcdo no TMM (y-vars) em resposta aos diferentes
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tratamentos que C. cyphergaster foi exposto (x-vars), ambos como fatores fixos,
enguanto que a colbnia foi utilizada como fator aleatorio. A analise de contraste foi
realizada para comparacao entre as médias obtidas dos tratamentos pelo método de
quadrados minimos, utilizando o pacote emmeans (LENTH, 2021).

Os valores obtidos na taxa de consumo foram utilizados para avaliar a variacao
do consumo (y-vars) em resposta aos diferentes tratamentos (x-vars) e com estes
dados foi construido um GLMM através da fungcdo glmer do pacote Ime4 (BATES et
al., 2015). A area consumida em funcéo do tratamento foi utilizada como fator fixo do
modelo, enquanto a area total dos papéis de filtro foi utilizada como fator aleatério.
ApOs isso, os dados de TMM e do consumo foram submetidos a uma analise de
desvio, através da funcédo Anova, do pacote car (FOX e WEISBERG, 2019). Todas as
andlises foram realizadas no programa R (verséo 4.1.1) (R CORE TEAM, 2021).
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3 Resultados
3.1 Isolamento bacteriano

Foram isoladas 26 cepas bacterianas entre os segmentos do papo e P3 do tubo
digestivo dos individuos de C. cyphergaster amostrados. Todos os isolados
encontrados em nosso estudo foram atribuidos aos filos Firmicutes, Proteobacteria e
Actinobacteria. O género Bacillus foi predominante. As amostras referentes a B.

thuringiensis estavam presentes em soldados e operarios (Tabela 1AP).

3.2 Bioensaios de sobrevivéncia

O bioensaio de sobrevivéncia mostrou diferencas significativas do tempo médio
de morte dos operarios de C. cyphergaster entre os tratamentos avaliados
(X?(2=1762.90, P= 0.004). Todavia, os resultados indicaram que a exposi¢do ao Bt
nao afetou significativamente o tempo médio de morte dos operarios em relacdo ao
controle (t179=-0,92, p=0,691). No entanto, a exposic¢édo dos cupins ao tratamento com
Pa diminuiu significativamente o TMM dos operarios (t(17=3,47; p=0,001) (Figura 2.1).
O TMM entre os individuos tratados com Pa e Bt também foram significativamente
diferentes (t179=2,30; p=0,05).

3.3 Contraprova para infecgéo dos cupins

Os papéis-filtro foram significativamente consumidos (X?)= 16.98, p<0.0001),
verificando-se diferenga significativa do controle em relagéo aos tratamentos com Bt
(t4=-4.122, p=0.0002, Figura 2.3). Nao houve diferenca significativa no teste contra
prova para os individuos expostos aos tratamentos com Pa em relacdo aos
tratamentos com Bt (t®49=-1.241, p=0.4321). Os tratamentos envolvendo Pa né&o
diferiram em relacdo ao controle (t®9= 2.226, p=0.0720). Os operarios de C.

cyphergaster consumiram menos os papéis filtro quando expostos Bt (Figura 2.2).
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Figura 2.1 - TMM dos operérios de Constrictotermes cyphergaster apds exposi¢cao aos
entomopatégenos Bacillus thuringiensis e Pseudomonas aeruginosa por 168 h (7 dias). Letras
diferentes possuem significancia estatistica na comparagdo de médias entre os grupos. No boxplot, a
mediana, quartis e bigodes indicam o valor mais alto e mais baixo dentro da faixa interquartil de 1,5.
O IC (Intervalo de confianca) corresponde a 95%
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4 Discusséo

As bactérias encontradas no intestino de C. cyphergaster, foram representadas
principalmente por cepas de Bacillus spp (n=22, tabela 1), um género comum no
ambiente e com requisitos de nicho muito flexiveis (KONIG, 2006). Além disso, essas
bactérias sdo comumente descritas compondo a microbiota intestinal de diferentes
espécies de cupins (MIKAELYAN et al.,2015, BRUNE, 2014; MOREIRA et al., 2018).
Dentre 0s seus representantes, registramos cepas de B. thuringiensis (Bt), uma
bactéria ja observada nos intestinos dos cupins C. formosanus e O. formosanus
(MATHEW et al., 2011; 2012).

A sobrevivéncia dos individuos de C. cyphergaster ndo foi afetada
negativamente pela exposicdo a Bt. Alguns fatores podem fundamentar este
resultado, como a viruléncia da cepa utilizada. Castilhos-Fortes et al. (2012) ao
testarem o efeito de 55 cepas de Bt sobre Nasutitermes ehrhardti (Isoptera,
Termitidae) destacaram apenas cinco delas que afetaram negativamente a taxa de

sobrevivéncia desse cupim, com variacdes no tempo de infeccdo no hospedeiro.

Figura 2.3 - Contraprova de infec¢é@o para operarios de Constrictotermes cyphergaster apos
exposi¢do ao consumo de papel filtro impregnado por entomopatdgenos Bacillus thuringiensis e
Pseudomonas aeruginosa por 168 h (7 dias). Letras diferentes possuem significancia estatistica na
comparacao de médias entre 0os grupos.

1.5 X2(2)= 16.98
p<0.0001

ab

Ingestao do recurso (%)

Bt Controle Pa

Fonte: Autor.
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Todavia, apesar de Bt ser considerada um entomopatégeno presente no intestino de
C. cyphergaster, a condicao intestinal desse cupim pode ndo estar favorecendo
condicdes oOtimas para o desenvolvimento da patogénese bacteriana, ja que o trato
digestivo dos cupins apresenta condic¢des fisico e quimicas diversas (BRUNE, 2010).

Para os representantes do género Bacillus, a interagdo com os cupins € do tipo
endossimbidticas, auxiliando nos processos metabdlicos da digestdo, uma vez que
representantes desse género podem ser encontradas predominando o trato digestivo
de diferentes espécies de cupins que se alimentam de lignocelulose (HU et al., 2019,
MARYNOWSKA et al., 2020), assim como o solo adjacente as suas colonias (FALL et
al., 2007). E ha relatos evidenciando o papel de Bacillus no controle de
microrganismos patogénicos de ninhos (MATHEWS et al., 2012). No entanto, pouco
sabemos sobre a relagcéo de protecdo que a bactéria bacilar (Bt) pode desempenhar
em individuos de C.cyphergaster.

A menor sobrevivéncia encontrada para os individuos de C. cyphergaster
expostos a bactéria P. aeruginosa em relacdo a Bt pode estar relacionada a diferenca
no modo de acdo e/ou mecanismo de viruléncia utilizada pelos microrganismos
(ARGOLO-FILHO & LOGUERCIO, 2014; CASTAGNOLA e STOCK, 2014). Pa € uma
bactéria oportunista, que atua principalmente quando os individuos estdo sob certas
condicbes de estresse e/ ou quando tém um sistema imunologico enfraquecido
(SIKOROWSKI e LAWRENCE, 1994). No presente estudo, os individuos de C.
cyphergaster foram expostos aos tratamentos bacterianos em condi¢des laboratoriais
e externas aos ninhos, o que pode acarretar em mudancas em sua sobrevivéncia e
comportamento (FERREIRA et al., 2019).

Por outro lado, uma vez infectados, a memoria imune do hospedeiro atua na
montagem mais rapida ou demorada do sistema imunolodgico frente a uma infecgao
nova e/ou subsequente por um patégeno (COOPER e ELEFTHERIANOS, 2017). Isso
pode explicar a diferenca significativa da sobrevivéncia de Pa em relacédo a Bt, uma
vez que a cepa de Pa utilizada em nosso estudo néo possui relacéo direta com C.
cyphergaster, pois ndo foi isolada de seu trato digestivo.

A diferenca significativa no teste contraprova (consumo dos papéis) entre 0s
tratamentos bacterianos pode ser explicada pela fisiologia bacteriana uma vez que
apos a entrada da bactéria e o estabelecimento da doenca, os sintomas que indicam

0 inicio da bacteriose incluem interrupcdo da alimentacdo, paralisia, diarreia ou
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vomitos do individuo, devido a um desequilibrio osmético que causa morte e lise
celular, em que seu intestino fica paralisado (ADAMO et al., 2010; JURAT-FUENTES
e JACKSON, 2012). Quando infectados, a reducao da alimentacao (ou seja, anorexia
induzida por doenca) e/ou a procura por outras fontes alimentares também tem sido
descrita para insetos (ADAMO, 2006).

Embora o TMM dos operérios de C. cyphergaster expostos a Bt ndo tenham
diferido em relacdo ao controle. N0s observamos que apés a exposi¢cdo com Bt, 0s
operarios de C. cyphergaster apresentavam-se letargicos e com diminuicdo corporal
evidente. Essa mudanca comportamental e de tamanho ou textura ja foi descrita para
cupins contaminados com microrganismos patogénicos (PUJIASTUTI et al., 2018).

Portanto, apesar do teste contraprova (consumo do papel) nos tratamentos com
bactéria ter diferido em relagédo ao controle, como uma provavel resposta da infec¢éo
bacteriana, ainda assim, ndo ocorreu 0 mesmo em relagdo ao TMM entre Pa e Bt
(Figura 2.1), tornando-se fundamental o desenvolvimento de outros estudos que
abordem vertentes em diferentes areas, sejam comportamentais, fisiologicas,
bioguimicas e/ou moleculares, para afunilar o conhecimento acerca da interacao entre
C. cyphergaster e Bt, assim como a relacdo dos cupins e outros microrganismos

patogénicos isolados do trato intestinal.
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5 Conclusao

Apesar de a relacdo entre cupins e microrganismos ser conhecida, observando-
se benéficos para os hospedeiros, como a prote¢cdo contra patdgenos e o auxilio
nutricional, pouco se sabe até que ponto essa associagao passa a ser prejudicial, seja
para 0 microbio ou para o cupim. Nosso trabalho traz contribuicbes que lancam luz
nesse entendimento, uma vez que B. thuringiensis ndo afetou significativamente a
sobrevivéncia do seu hospedeiro, mesmo em altas concentracfes, embora o consumo
do recurso alimentar tenha sido afetado. Essa mudanca no consumo pode a longo

prazo contribuir em uma resposta distinta na sobrevivéncia desses insetos.
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APENDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura APNL1 - Diluicdo seriada ap0s extracéo e dissecagéo do intestino de Constrictotermes
cyphergaster.
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Fonte: Autor.

Figura APN2 - Esquema experimental do ensaio de sobrevivéncia (Etapa |) de operarios de
Constrictotermes cyphergaster expostos a Bacillus thuringiensis.
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Figura APN3- Esquema experimental do ensaio de sobrevivéncia (Etapa Il) de operéarios de
Constrictotermes cyphergaster expostos a Pseudomonas aeruginosa e Bacillus thuringiensis.
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Fonte: Autor,

Figura APN4 - Determinacdo da area de consumo dos papéis contaminados nos bioensaios de
sobrevivéncia com operarios de C. cyphergaster - Teste contra-prova. A) Configuracdo do set scale -
as mensuracgdes foram realizadas em mm; B) Determinagdo da area total do papel; C e D)
Determinacado da &rea do papel consumida pelos operérios de C. cyphergaster.
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Fonte: Autor.
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Tabela 1 - Identificacdo molecular de bactérias simbiontes do papo e segmento P3 do tubo digestivo
de Constrictotermes cyphergaster (Termitidae, Nasutitermitinae) por meio de porcentagem de

similaridade (SIML) usando pesquisa de Blastn.| - operario papo; lI- soldado papo; Ill - operario P3;
IV - soldado P3.
ACESSO Bactéria Similaridade Seccéo de
(%) amostragem

KR149272.1 Bacillus flexus strain vitij6 97 I
KR0O77814.1 Bacillus sp. Fjat-25723 97 v
CP015911.1 Bacillus velezensis strain Is69 | 96 \Y
AB301018.1 Bacillus pumilus gh18 97 I
KY671142.1 Bacillus thuringiensis strain 97 I

uls5 29
DQ520823.1 Microbacteriaceae bacterium | 97 [l

nrl72
KY807037.1 Bacillus siamensis strain fh-1 | 93 \Y
CP003752.1 Bacillus thuringiensis hd-771. | 96 A\
MG704147.1 Bacillus sp. Strain t149-19 96 A\
KU597564.1 Bacillus sp. Rd_mopep_06 96 Il
CP003687.1 Bacillus thuringiensis mc28 94 [l
KT719709.1 Bacillus cereus strain 96 I

mer_132
KJ767337.1 Bacillus simplex strain ihb b 96 vV

7173
KX242264.1 Bacillus cereus strain 0s8.2 96 I
KX129840.1 Bacillus velezensis strain js4s | 96 [l
NC_023073.1 Bacillus velezensis strain I1s69 | 96 I
EU184084.1 Bacillus sp. Psb7 95 I
MF179866.1 Bacillus sp. (in: bacteria) 98 I

strain dek9b



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_105872430
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_105872430
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158342299
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158342299
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158342299
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MKO039414.1 Sphingomonas paucimobilis 99 \Y
strain tm.vt-se.ab03

MKO039414.1 Sphingomonas paucimobilis 90 I
strain tm.vt-se.ab03

KY908413.1 Bacillus sp. Strain krjp 90 11

HQ238891.1 Bacillus cereus strain z2b-73 | 90 I

MG309328.1 Bacillus sp. (in: Bacteria) 90 \Y
strain 201705cjkop-15

EF113689.1 Bacillus thuringiensis strain 93 \Y
ggds2

JQ765577.1 Bacillus methylotrophicus 92 Il
strain brhs/p91

MKO039414.1 Sphingomonas paucimobilis 94 I

strain tm.vt-se.ab03



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1174823009
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1174823009

