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RESUMO

A manutencao das coldnias de cupins depende de diversos fatores inerentes ao modo de vida
em sociedade que esses insetos apresentam, como a divisdo de trabalho entre os individuos e a
resisténcia a microrganismos que possam comprometer a colonia. Muitos cupins apresentam
operarios polimorficos, cuja caracteristica pode estar associada a divisao de tarefas dentro da
col6nia, além de estratégias de vida que aumentam a sobrevivéncia da casta. O dimorfismo dos
operarios do cupim Constrictotermes cyphergaster ja é conhecido, porém, a associagcao com o
polietismo e a sobrevivéncia da casta ainda ndo € estabelecida. O presente estudo visou
observar se ha essa interagdo, e 0 mesmo foi dividido em dois capitulos: Capitulo 1 - Influéncia
do dimorfismo morfol6gico no polietismo de operarios de Constrictotermes cyphergaster
(Isoptera: Termitidae) no reparo de ninhos, observadando-se a atividade de reparo de seus
ninhos em uma area de caatinga no estado da Paraiba. Quinze ninhos tiveram seu reparo
observado em um intervalo de uma hora, e 0s operarios coletados a cada cinco minutos, em
células distintas da construgdo termitica. Os individuos analisados foram identificados em
operarios pequenos (Op) e grandes (Og). Individuos Op foram mais abundantes durante a
atividade de reparo nos ninhos amostrados, verificando-se diminuicdo da quantidade de Og até
o final da observacéo (1h). Houve reducéo na presenca dos dois morfotipos com o aumento do
volume dos ninhos. Nossos resultados, aliados a observagGes em campo, mostram que 0s
operarios dimorficos de C. cyphergaster apresentam comportamentos distintos no reparo do
ninho, e que Op estd mais engajado nessa atividade, enquanto que Og mimetiza a posicéo de
defesa dos soldados no inicio da atividade; Capitulo 2 — Nesse capitulo, vimos a sobrevivéncia
de operarios dimorficos desse cupim exposto a fungo entomopatogénico - aqui nosso objetivo
foi observar o tempo de sobrevivéncia dos operarios (Op e Og) a suspensdes do fungo
Aspergillus flavus. Os bioensaios de sobrevivéncia foram feitos com os dois morfotipos
tratados isoladamente e em conjunto. Individuos Op apresentaram maior tempo médio de
sobrevivéncia em todas as suspensodes testadas nos dois bioensaios, enquanto que o tempo de
sobrevivéncia de Og aumentou quando tratado em conjunto com individuos Op. Os resultados
podem fundamentar a hip6tese do desenvolvimento de imunidade adquirida, visto que Op esta
mais frequente nas trilhas de forrageio e consequentemente mais expostos a patdégenos e que,
a sobrevivéncia dos individuos dentro da colénia pode aumentar devido ao estilo de vida em
sociedade desses insetos a partir de estratégias de imunidade social.

Palavras-chave: Cupins. operarios dimorficos. reparo de ninhos. imunidade social



ABSTRACT

The maintenance of termite colonies depends on several factors inherent to the way of life in
society that these insects present, such as the division of labor between individuals and
resistance to microorganisms that may compromise the colony. Many termites have
polymorphic workers, whose characteristic may be associated with the division of tasks within
the colony, in addition to life strategies that increase the survival of the caste. The dimorphism
of the Constrictotermes cyphergaster termite workers is already known, however, the
association with polyethism and the survival of the caste is not yet established. The present
study aimed to observe if there is this interaction, and it was divided into two chapters: Chapter
1 - Influence of the morphological dimorphism on the polyethism of Constrictotermes
cyphergaster (Isoptera: Termitidae) workers in the repair of nests, observing the repair activity
of their nests in a caatinga area in the state of Paraiba. Fifteen nests were repaired within an
hour, and workers were collected every five minutes, in cells other than the thermitic
construction. The analyzed individuals were identified in small (SW) and large (LW) workers.
SW individuals were more abundant during the repair activity in the sampled nests, with a
decrease in the amount of LW until the end of the observation (1h). There was a reduction in
the presence of both morphotypes with the increase in the volume of the nests. Our results,
combined with field observations, show that the dimorphic workers of C. cyphergaster exhibit
different behaviors in nest repair, and that SW is more engaged in this activity, while LW
mimics the defense position of soldiers at the beginning of the activity; Chapter 2 - In this
chapter, we saw the survival of dimorphic workers from this termite exposed to
entomopathogenic fungus - here our objective was to observe the survival time of workers (SW
and LW) to suspensions of the fungus Aspergillus flavus. The survival bioassays were
performed with the two morphotypes treated separately and together. SW individuals had a
longer average survival time in all suspensions tested in the two bioassays, while LW survival
time increased when treated together with SW individuals. The results may support the
hypothesis of the development of acquired immunity, since SW is more frequent on foraging
trails and consequently more exposed to pathogens and that the survival of individuals within
the colony may increase due to the lifestyle in society of these insects based on social immunity
strategies.

Keywords: Termites. dimorphic workers. nest repair. social immunity
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1 INTRODUCAO GERAL

Cupins ou térmitas sdo insetos eusociais cujas colonias vivem no sistema de ninhos
(BIGNELL & EGGLETON, 2000). Esses organismos apresentam grande importancia
ecoldgica devido as modificagbes que causam nas paisagens dos ecossistemas em que estdo
inseridos. Eles participam na decomposicao e reciclagem dos nutrientes, conseguem alterar a
textura e a porosidade do solo, facilitando a infiltracdo de &gua (NASH & WHITFORD, 1995;
HOLT & LAPAGE, 2000). Por isso, sdo pecas chaves essenciais na manutengdo dos ambientes.

Os ninhos dos cupins podem ser construidos subterraneamente, de forma epigea ou
arboricola, refletindo muito o hébito de vida das espécies (ELEOTERIO, 2000). Essas
estruturas extremamente complexas do ponto de vista arquitetdénico apresentam condicdes de
temperatura, luminosidade e umidade controladas, proporcionando assim um lugar ideal para
a sobrevivéncia e manutencao das populacGes termiticas, além de gerar abrigo para espécies
inquilinas e promover o desenvolvimento de microrganismos (NOIROT et al., 2000).

Sem davidas, o grande sucesso evolutivo dos cupins caminhou em conjunto com a
evolucdo da eussocialidade a partir de ancestrais subsociais. Os pressupostos da eussocialidade
compreendem individuos morfologicamente distintos que obedecem a trés critérios, 1) a
sobreposicdo de geracdes, 2) o cuidado com a prole e 3) a divisdo de funcGes, estes dois ultimos
cruciais para o estabelecimento e a manutencgéo das colonias (WILSON, 1971). Esse modo de
vida é encontrado em insetos das ordens Hymenoptera e Blattodea, subordem Isoptera, se
diferenciando em algumas caracteristicas de seu desenvolvimento, como a hemimetabolia
diploide e a presenca de soldados e operarios estéreis nos cupins (BIGNELL et al., 2011).

Do ponto de vista evolutivo, os sistemas eusociais sdo considerados um grande misterio
para os estudiosos, uma vez que individuos estéreis sdo selecionados e mantidos dentro das
col6bnias, contrariando os pressupostos da teoria da evolucdo postulados por Charles Darwin
em 1859. Hamilton (1964) tentou explicar a origem da eusocialidade a partir da selecao por
parentesco, onde individuos estéreis exercem influéncia indireta na capacidade reprodutiva de
seus parentes, complementando assim o fitness total daquele sistema. Wilson & Holldobler
(2005) propuseram uma teoria alternativa para origem da eussocialidade, pressupondo que o
parentesco entre os individuos € uma consequéncia originada do altruismo presente antes do

ponto irreversivel que separa a linhagem ninfal da aptera (operéarios e soldados).



13

Como requisito para a eussocialidade, a divisao de atividades dentro de sistemas sociais
é imprescindivel para a manutencdo dessas populacdes. Esse processo, denominado de
polietismo, esta associado a diferenciacdo entre as castas presentes na colonia e possibilita a
execucdo simultanea de atividades distintas, diferentemente ao que ocorre em insetos solitarios
(WILSON, 1990).

O polietismo pode variar de acordo com a espécie eussocial observada e a um conjunto
de fatores pertinentes a col6nia, como o seu tamanho, a arquitetura do ninho e o potencial dos
operarios e soldados (WILSON, 1990; ROSENGAUS & TRANIELLO, 1997). Em
himendpteros, o polietismo é do tipo temporal, cuja divisdo de atividades é feita a partir da
idade dos individuos; ja nos cupins, a divisdo de atividades pode ocorrer tanto pela idade e
estagio do desenvolvimento dos individuos como pelas altera¢cbes morfoldgicas encontradas
nos individuos de uma mesma casta (OSTER & WILSON, 1978;
SOLEYMANINEJADIAN et al., 2014). A sociedade de cupins é organizada em varias

castas que desempenham diversas funcdes. A linhagem &ptera é constituida pelos soldados que
realizam a defesa da coldnia e os operarios que participam do forrageio, construgéo, reparo e
limpeza do ninho, além de cuidar da prole e alimentar a rainha e o rei, sendo esses Ultimos
encarregados da reproducdo, juntamente com as ninfas e os alados (ROISIN, 2000; KATOH
et al., 2007).

A diferenciacdo das castas dos cupins ocorre por um processo denominado de
polifenismo, e 0 mesmo acarreta uma serie de modificagdes no periodo de desenvolvimento
pos-embrionario do inseto, proporcionando a expressdo de varios fenotipos e a diferenciacao
das diversas castas, destacando-se a casta dos operarios como a mais numerosa (ROISIN, 2000;
MIURA & MATSUMOTO, 2006).

Além da diferenciacdo morfologica entre as castas, pode ocorrer também o
polimorfismo intracasta nas linhagens apteras. Usando analises morfométricas, esse tipo de
polimorfismo foi verificado em operarios de cupins de Hospitalitermes medioflavus,
Velocitermes heteropterus, Nasutitermes corniger, verificando-se dimorfismo quanto ao
tamanho, didmetro da cabeca e tamanho metatibial (MIURA & MATSUMOTO,1995; HAIFIG
et al., 2011, 2015; LIMA et al., 2013). Tais diferencas nesses caracteres mostraram haver
operarios de diversos morfotipos e uma possivel divisdo de funcdes entre eles, o que pode estar
associado as adaptagdes para melhorar ou potencializar as varias atividades realizadas por esses

individuos.
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A relacéo entre o polimorfismo intracasta e o polietismo pode variar de acordo com o
cupim que apresenta essa condicdo, podendo envolver parametros como o tamanho, sexo, idade
ou a combinacéo entre eles (NALEPA, 2001). Em H. medioflavus, os operarios apresentam
trimorfismo morfolégico, com individuos pequenos, médios e grandes apresentando divisdo de
trabalho entre eles (MIURA & MATSUMOTO, 1995). Também foi observado para esse cupim
o dimorfismo sexual para 0s operarios, em que 0s pequenos, machos, sao responsaveis por roer
e formar bolas de alimento e os operarios médios e grandes, fémeas, encarregadas pelo
transporte desse alimento para o ninho (MIURA & MATSUMOTO, 2006).

O dimorfismo presente entre 0s operarios de V. heteropterus influencia a topologia de
tuneis formados, verificando-se que operarios grandes conseguem escavar tineis mais longos
e com poucas ramificacdes, enquanto 0s operarios pequenos escavam tlneis mais curtos com
muitas ramificacdes. Nesse cupim, o dimorfismo também influencia na dinamica de forrageio,
registrando-se a proporcao de oito operarios grandes para um operario pequeno nas trilhas de
forrageamento (HAIFIG et al., 2011; 2015). Para N. corniger foram registrados sete tipos de
operéarios divididos em dois grupos, um com trés operarios pequenos e outro com quatro
grandes, observando-se divisdo de atividades entre os morfotipos nos diferentes estagios do
forrageio desse cupim (LIMA et al., 2013).

Além da divisdo de atividades dentro da col6nia, outro aspecto muito importante para
0 sucesso ecologico dos cupins foi sua capacidade de explorar uma vasta gama de recursos
alimentares, estando o polimorfismo intracasta diretamente associado ao melhoramento e
potencializacdo dessa atividade, como também o imprescindivel papel dos microrganismos que
auxiliam nessa alimentacdo, a exemplo dos fungos (NI & TOKUDA, 2013; BARBOSA-
SILVA et al., 2016). A presenca de fungos nos ninhos de cupins pode ser uma relacdo benéfica
para ambos, pois pode constituir relagbes mutualisticas nutricionais, ja que muitos fungos
apresentam enzimas que podem contribuir para a digestdo da celulose (SANDS, 1969;
LEPONCE et al., 1999; RADEK, 1999).

Por outro lado, os fungos também podem causar prejuizos a colénia caso sejam
patogénicos e com alto grau de toxicidade, devido a penetracdo direta na cuticula desses
insetos, havendo efeitos fisioldgicos desequilibrados em cascata (CREMER et al., 2007,
MBURU et al., 2008;), podendo levar a extin¢do da colénia em funcdo do modo de vida em
sociedade desses individuos (ROULAND-LEFEVRE, 2000; JAYASIMHA & HENDERSON,
2007). A sociabilidade além de influenciar nas atividades realizadas pelos operarios no ninho
também pode influenciar na sobrevivéncia dos individuos quando infectados com algum tipo

de patdgeno, refletindo diretamente na manutencéo dessas coldnias (BOUCIAS et al., 1996).
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Estudos associando o modo de vida dos cupins e a sua sobrevivéncia levam em
consideracdo a contaminacao por fungos entomopatogénicos comumente encontrados no solo
proximo aos ninhos e no interior desses, cuja interacdo pode influenciar na sobrevivéncia e no
desenvolvimento das castas (BIGNELL, 2010). Ao observar a sobrevivéncia de Zootermopsis
angusticollis, Rosengaus et al. (2001) verificaram que os individuos de maiores instares
apresentavam maior resisténcia comparados aqueles de instares menores quando infectados
com fungo entomopatogénico. Nesse mesmo estudo, o0s autores observaram que a
susceptibilidade ao fungo era reduzida quando os cupins eram colocados em grupos.
Resultados semelhantes foram encontrados para Coptotermes formosanus, quando Yanagawa
et al. (2006) observaram que os individuos tratados em grupos apresentavam apenas 20% de
susceptibilidade a infeccdo, enquanto individuos tratados sozinhos apresentaram indice de

90%; verificando-se que os parceiros realizavam a limpeza dos individuos infectados.

1.1 Constrictotermes cyphergaster

O cupim C. cyphergaster (Silestri, 1901), amplamente distribuido em areas de cerrado
e caatinga do territorio brasileiro, constréi ninhos em sua maioria arboricolas (MATHEWS,
1977; MELO & BANDEIRA, 2004). A presenca desse cupim nesses ambientes tem ampla
importancia ecoldgica, uma vez que o mesmo participa de grande parte da ciclagem de
nutrientes nesses ambientes, haja vista que o carbono em seus ninhos pode chegar a 16%
(BEZERRA-GUSMAO et al., 2010). Além disso, participa na decomposicdo de matéria
organica, correspondendo a cerca de 13% na formacdo da serrapilheira, contribuindo assim
com a manutencdo dessas areas que estdo em processo de desertificacdo (MOURA et al., 2008).

O forrageio de C. cyphergaster é noturno, com formacé&o de trilhas a céu aberto sobre
0 substrato a ser consumido (MOURA et al., 2006b). Esse tipo de forrageio pode apresentar
maior ameacas aos operarios que realizam a atividade, como a exposicdo a predadores e a
entomopatogenos fungicos como Aspergillus spp. e Penicillium spp., comumente relatados
junto aos cupins e encontrados nos ninhos de C. cyphergaster (JAYASIMHA et al., 2007,
BARBOSA-SILVA et al., 2016). Segundo Mathews (1977), os operarios dessa espécie sao
dimérficos por apresentarem alguns caracteres morfoldgicos distintos como a coloragédo da
capsula cefalica, coloracao dos tergitos e curvatura do abdéme. Recentemente, Oliveira (2019),
verificou esse dimorfismo através de analises morfométricas que mostrou dois morfotipos de
operarios (um pequeno-Op e um grande-Og), 0s quais ao retornarem do forrageio ou durante a
construgdo do ninho podem transmitir agentes patogénicos para os outros individuos da

col6nia, comprometendo-a no total (ROSENGAUS et al., 1993, 1997). Logo, o polimorfismo
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e a divisdo de trabalho dentro de uma mesma casta sugerem que esse mecanismo seja utilizado
para minimizar os riscos a col6nia, devido a ndo exposi¢do de todos os individuos em uma
mesma atividade, e com isso manter a integridade da mesma (DUARTE et al., 2011).
Todavia, o dimorfismo verificado para os operarios de C. cyphergaster ainda ndo é bem
compreendido ecologicamente, ndo se sabendo qual o grau e a influéncia que esse carater
exerce sobre a divisdo de tarefas dentro dessa casta e em sua sobrevivéncia, bem como na
colénia como um todo, diferentemente do que ocorre em outros géneros de cupins. Nesse
intuito, o objetivo deste estudo foi observar se o dimorfismo encontrado em operérios de C.
cyphergaster esté associado a divisao de tarefas no reparo de ninhos e se existe diferenca na

sobrevivéncia desses operarios dimorficos quando expostos a fungos entomopatogénicos.

2 Area de estudo

As observagdes em campo e as coletas dos cupins foram realizadas na Estacéo
Experimental de Sdo Jodo do Cariri (EESJ) (7°20°34” S, 36°31°50”W), vinculada ao Centro de
Ciéncias Agrarias da UFPB e localizada no municipio de Sdo Jodo do Cariri, uma regido de
caatinga no estado da Paraiba (Fig. 1). A area esta entre 400 e 600 metros de altitude,
apresentando clima classificado como semiarido quente, com média de precipitacdo de 400
mm anuais, caracterizando-a como uma das mais secas do Estado (EMEPA, 2005). O solo
dessa regido apresenta relevo suave e ondulado e é classificado em sua grande maioria como
luvissolo, crémico Vértico, vertissolo e neossolo litico com cobertura vegetal majoritariamente
arbustiva (CHAVES et al., 2000; PAES-SILVA et al., 2003; BARBOSA et al., 2007).

Ceara ~ > Rio Grande do Norte -~ | = =
/ - 2 s L\ Estacdo Experimental
4 £ & C ..
= . e Voa > \ de S&o Jodo do Cariri

Pernambuco L o> o 0 25 50 120 Ky
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Legenda: Escala: 1:2.000.000

L Pfra'lbf Base de Dados: Malha Geografica do IBGE-2010
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Figural — Georreferenciamento da Estagdo Experimental de Sdo Jodo do Cariri, Municipio de Séo

Jodo do Cariri, Paraiba, Brasil.
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Influéncia do dimorfismo morfoldgico no polietismo de operérios de Constrictotermes
cyphergaster (ISOPTERA: TERMITIDAE) no reparo de ninhos
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RESUMO

Os cupins sdo considerados engenheiros do ecossistema visto sua grande capacidade de
transformacdo do ambiente em que estéo inseridos e também pela grande diversidade de ninhos
construidos. Essas estruturas complexas sdo construidas pela casta de operarios e agem como
um tipo de mecanismo de defesa isolando o meio interno do meio externo, e com isso garante
a protecdo dos individuos no interior das colnias. Logo, diante de uma perturbacéo, o reparo
de ninho deve ser feito o mais répido possivel. Como a presenga de operarios de C.
cyphergaster dimorficos (Op= operario pequeno, Og= operario grande) ainda ndo é relacionada
com a divisdo de fungdes dentro da coldnia, o presente estudo teve como objetivo observar se
esses operarios dimorficos apresentam polietismo na atividade de reparo de seus ninhos. Danos
fisicos na estrutura externa de 15 ninhos de diferentes volumes desse cupim foram realizados,
e o reparo dessas construcdes foi observado num intervalo de 1 h, para cada ninho. Os operarios
em atividade foram coletados e identificados. Nossos resultados mostraram maior frequéncia
de Op executando a atividade de reparo em todos os ninhos amostrados (y>= 92.1940, df=1,
p<0.001). Também houve correlacdo negativa significativa entre quantidade de morfotipos e o
volume dos ninhos (Op r2 = 0.893, Og r2= 0.648). Em relagéo ao periodo de observagdo da
atividade de reparo, Og diminuiu sua participacdo a medida que o tempo avangou (z= -9.602,
p<0,001), ao contrario do observado para Op. Além disso, nossas observagdes em campo
apontaram comportamentos distintos entre os morfotipos na atividade reparadora. O estudo
relata divisdo de fungGes na atividade reparadora de ninhos para C. cyphergaster.

Palavras-chave: divisdo de tarefas, cupins, termiteiros
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Influence of morphological dimorphism on the polyethism of Constrictotermes
cyphergaster workers (ISOPTERA: TERMITIDAE) in nest repair
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ABSTRACT

Termites are considered ecosystem engineers because of their great capacity for transforming
the environment in which they live and also for the great diversity of built nests. These complex
structures are built by the caste of workers and act as a type of defense mechanism, isolating
the internal environment from the external environment, thereby ensuring the protection of
individuals within the colonies. Therefore, in the face of a disturbance, the nest repair must be
done as soon as possible. As the presence of dimorphic C. cyphergaster workers (SW = small
worker, LW = large worker) is not yet related to the division of functions within the colony,
the present study aimed to observe whether these dimorphic workers have polyethism in the
activity of repair of their nests. Physical damage to the external structure of 15 nests of different
volumes of this termite was carried out, and the repair of these constructions was observed at
an interval of 1 h, for each nest. Active workers were collected and identified. Our results
showed a higher frequency of SW performing repair activity in all sampled nests (x2 = 92.1940,
df = 1, p <0.001). There was also a significant negative correlation between the number of
morphotypes and the volume of the nests (SW Rz = 0.893, LW R: = 0.648). Regarding the
observation period of repair activity, LW decreased its participation as time progressed (z = -
9,602, p <0.001), in contrast to what was observed for SW. In addition, our field observations
pointed out different behaviors between morphotypes in restorative activity. The study reports
division of functions in the nest repair activity for C. cyphergaster.

Keywords: division of tasks, termites, termitarium
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INTRODUCAO

Devido sua capacidade de transformar o ambiente fisico e participacdo na atividade de
decomposicgéo, 0s cupins sdo caracterizados como engenheiros do ecossistema, auxiliando os
processos ecoldgicos e atuando na manutencdo dos ambientes em que estdo inseridos
(MARTIUS, 1994; HOLT & LAPAGE, 2000).

Esses insetos formam suas colénias em ninhos de diversos tipos, formas e tamanhos,
construidos majoritariamente pela casta dos operarios que pode ser polimorfica ou nao,
dependendo da espécie construtora (NOIROT & DARLLINGTON, 2000). Essas estruturas,
além de abrigarem os individuos da col6nia, separam o meio externo do meio interno, podendo
ser caracterizada como um elemento complementar no sistema de defesa da colnia, uma vez
gue pode impedir a entrada de predadores (DELIGNE et al., 1981).

A manutencéo da integridade fisica dos ninhos, que se da através do crescimento e do
reparo, auxilia na protecdo da colénia quando aliada as funcGes das castas de operarios e
soldados que também participam no sistema de defesa (STUART, 1969; SOBOTNIK et al.,
2008). A eficiéncia da atividade de reparo dos ninhos pode decorrer através da divisdo de
funcBes ou polietismo, exercido pelos operarios envolvidos nessa atividade, de modo que
eventuais danos sejam reparados o mais rapido possivel fazendo com que a col6nia fique o
menor tempo exposta ao meio externo (THORNE, 1982).

A divisdo de tarefas ou o polietismo associado ao polimorfismo inter e intracasta ja foi
descrito para cupins como Hospitalitermes medioflavus, Nasutitermes corniger e Velocitermes
heteropterus, verificando-se que operarios polimorficos desempenham diferentes funcdes em
atividades de forrageio, construcdo de tneis e galerias, além do reparo dos ninhos (MIURA &
MATSUMOTO, 1995; HAIFIG et al., 2011; LIMA et al., 2013). Diferentemente ao que ocorre
nesses cupins que sdo da mesma subfamilia de Constrictotermes cyphergaster, para esse cupim
ainda ndo se conhece a relacdo entre o dimorfismo de seus operarios e a divisao de funcgoes,
salvo as observacgdes de Oliveira et al. (submetido), em que os autores observaram diferentes
proporcdes de operarios dimorficos nas trilhas de forrageio.

Os ninhos de C. cyphergaster apresentam duas fases, uma primeira subterranea e outra
arboricola, e sua distribuicdo se da pelos paises da Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai
(BEZERRA-GUSMAO et al., 2009; TORALES et al., 2005). No Brasil, esse cupim esta
presente nas regides de Cerrado e Caatinga, cuja densidade de ninhos alcanca uma estimativa
de 59 ninhos/ha (MELO & BANDEIRA, 2004), verificando-se para a atividade de construgdes
dos ninhos uma remocgé&o de cerca de 581.150 g/ha de particulas do solo (MOURA et al., 2006,
2008; VASCONCELLOS et al., 2007).
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Com a presencga de operarios dimorficos, um maior e outro menor (Oliveira et al.
submetido), os ninhos de C. cyphergaster sdo construidos com particulas do solo e saliva,
variando sua coloragdo de acordo com o tipo de solo onde as coldnias se estabelecem
(MATTEWS, 1977; BEZERRA-GUSMAO et al., 2010). Suas construcdes abrigam Varios
coabitantes que variam desde microrganismos como fungos e bactérias, até os diversos tipos
de invertebrados e vertebrados, com destaque para 0s inimeros coledpteros da familia dos
estafilinideos e os cupins inquilinos Inquilinitermes spp. (MATTEWS, 1977; BRIGHTSMITH,
2000; CUNHA & BRANDAO, 2000; COSTA et al., 2009, BARBOSA-SILVA et al., 2016).

A entrada de coabitantes nos ninhos de cupins pode estar associada tanto as condi¢oes
atrativas no interior dos ninhos quanto a estratégias desenvolvidas por esses invasores em
permanecer nesses locais, como também a alguma falha no sistema de defesa da colénia, que
a principio, deveria reconhecer e impedir a entrada desses individuos (CRISTALDO et al.,
2014; JIROSOVA et al., 2016). Cristaldo et al. (2012) verificaram correlagio positiva entre o
volume dos ninhos de C. cyphergaster e a probabilidade de encontrar coabitantes em seu
interior, propondo que ninhos de grandes volumes possam apresentar mais falhas no sistema
de defesa complementar, devido a idade da coldnia ou sua senescéncia.

A capacidade de reparo das estruturas fisicas dos ninhos ja é conhecida para os cupins,
sabendo-se que a forma como esse reparo é feito difere de acordo com as técnicas utilizadas
pelos construtores e também pelo tamanho do dano (BIGNELL, 2010). Para Nasutitermes sp.,
Macrotermes sp. e Odontotermes sp., Grassé (1986) verificou que ap6s um dano causado ao
ninho, os soldados sdo os primeiros individuos a chegarem ao local, seguidos de operarios
grandes que carregam em suas mandibulas pequenas bolas de barro para auxiliar na
reconstrucédo, apresentando assim, uma padronizagdo no comportamento de reparo de ninhos.
Para C.cyphergaster, DeSouza et al. (2016) verificaram influéncia do volume dos ninhos na
taxa de patrulhamento de soldados e operarios em um dano feito na parede dessas estruturas,
observando correlagdo negativa entre a taxa de patrulhamento e o gradiente crescente de
volume dos ninhos.

Visto que a integridade fisica dos ninhos, mantida pelo reparo dessas estruturas que €
de fundamental importancia para a manutencdo das populag¢des dos cupins, o presente estudo
teve como objetivo verificar a relacdo entre o dimorfismo encontrado em operarios de C.
cyphergaster e a divisdo de func6es na atividade de reparo de seus ninhos, testando a hipdtese
de que operarios dimorficos desempenham fungdes distintas nesta atividade em um gradiente
crescente de volume de ninhos, visto que esse Ultimo pode influenciar na presenca de

individuos na area danificada.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo
O local do estudo foi descrito no item 2 do capitulo anterior.

Reparo dos ninhos

As atividades de reparo foram observadas em 15 ninhos, selecionados ao acaso, a partir
de distarbios feitos em ¥ de sua superficie superior, parte mais fragil da estrutura (BEZERRA-
GUSMAO et al. 2011) (Fig.1). Os volumes dos ninhos variaram entre 6 e 40 litros,
determinados a partir do uso da forma de hemielipsoide, em que V= 2/3 n h.D.d (onde, h =
altura do ninho; D = % do didmetro maior; d = % do didmetro menor.

Para registrar se o reparo era feito por operario pequeno (Op) ou operario grande (Og),
0 dano causado foi observado por um tempo de 1h para cada ninho em estudo. Durante esse
tempo, utilizando aspirador entomoldgico manual (Fig. 2), a cada 5 minutos, foram coletados
0s cupins que realizavam reparo em uma célula, totalizando 12 unidades amostrais por cada
hora/ninho. Todas as amostras coletadas foram colocadas em alcool a 96% e levadas ao

Laboratdrio de Ecologia de Térmitas da UEPB para confirmacgdo dos morfotipos.

Y, 878D

Figura 1 — Dano fisico feito em % da superficie superior de ninho de Constrictotermes cyphergaster

para obtencdo de dados da atividade de reparo.
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Extremidade
inserida na
célula exposta

Extremidade
sugadora

Local de armazenamento
dos individuos

Figura 2 — Aspirador entomolégico manual utilizado na coleta de cupins durante atividade de reparo

em ninho de Constrictotermes cyphergaster.

Identificacéo e determinacao dos morfotipos

Os individuos coletados foram identificados a nivel de espécie e 0s operarios tiveram
seu dimorfismo determinados de acordo com as caracteristicas descritas por Mathews (1977).
Além disso, foram usados caracteres morfoldgicos incorporados por Oliveira (2019), como
comprimento e largura do pronoto, comprimento e largura da cabeca, comprimento do fémur

e da tibia.

Imm Imm

Figura 3 — Diferencas morfoldgicas para o pronoto de operérios dimdrficos (Op = operério pequeno,
Og = operario grande) de Constrictotermes cyphergaster. Os espécimes foram visualizados com

estéreomicroscopio com aumento ocular de 1x.
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Anélises estatisticas

A meédia de individuos Op e Og coletados por unidade temporal foi usada como variavel
resposta em um modelo de Regressdo Linear para avaliar o efeito do volume dos ninhos sobre
0 numero de individuos durante o reparo. Para avaliar a existéncia de diferencas estatisticas
entre os morfotipos coletados e em relacéo ao tempo de observagdo foi construido um Modelo
Linear Generalizado Misto (GLMM), utilizando o pacote Ime4 (BATES & SARKAR 2007),
com distribuicdo de Poisson. O modelo foi submetido a uma ANODEYV (Analysis of Deviance)
usando o teste Qui-Quadrado de Wald. Todas as analises foram feitas no programa estatistico
R 3.5.1 (R Development Core Team, 2018).

Resultados

Verificamos haver diferenca estatistica significativa na quantidade de individuos de
cada morfotipo de operarios presente na atividade de reparo dos ninhos de C. cyphergaster (2=
92.1940, df=1, p<0.001), com maior quantidade de (Op) (Fig.4). Também houve significAncia
na quantidade de individuos Op e Og durante o periodo de 1h, com reducdo na quantidade de
cada morfotipo (z= -2.033, p<0,001). Individuos Og estavam presentes em maior quantidade
nos minutos iniciais, até os 20 min da atividade, reduzindo gradualmente sua presenca a medida
que o tempo passou (z= -9.602, p<0,001). Comportamento inverso foi notado para Op, que
foram mais abundantes a partir dos 25 min até o final da observacéo.

Embora com diferencas estatisticas significativas na quantidade de cada morfotipo,
ninhos de volumes maiores apresentaram quantidades de individuos Op e Og mais
equivalentes, diferente do observado para ninhos de volumes menores (Tab. 1). Nossos dados
também mostraram haver correlagdo negativa entre o nimero médio de individuos Op e Og

com o aumento do volume dos ninhos (Fig. 5).

Tabelal — Quantidade de operéarios Op (pequenos) e Og (grandes) de Constrictotermes cyphergaster

coletados na atividade de reparo em ninhos de diferentes volumes.

Volume dos ninhos

Morfotipos
7 72 76 8 89 108 121 156 252 276 28 304 316 40.2
Op 7% 75 77 65 63 71 52 68 68 36 33 30 28 32 23
Og 49 30 38 40 48 30 48 34 18 24 24 18 16 20 16

Total 124 105 115 105 111 101 100 102 86 60 57 48 44 52 39
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Figura 5 — Numero médio de operéarios dimdrficos de Constrictotermes cyphergaster durante atividade
de reparo em relacdo ao volume dos ninhos. Para cada morfotipo, cada ponto no gréfico representa um

ninho. Op — operario pequeno, Og — operario grande.

Em nossas observag6es foi possivel verificar que logo apds o dano, os soldados eram
0s primeiros a surgir seguidos pelos operarios grandes (Og), que simulavam o comportamento
de defesa tipico dos soldados, principalmente nos ninhos menores, aqui considerados entre 6.4
a 15.6 L. Logo apo6s o patrulhamento inicial, os operarios do morfotipo menor surgiram e

comecaram a reparar as células (Fig.4).

DISCUSSAO

O comportamento mimético dos operarios grandes (Og) observado em nosso estudo
também foi verificado por Oliveira (2019), que observaram Og sendo 0s primeiros a sair nas
trilhas de forrageio junto com os soldados; verificando também que esses individuos
simulavam o comportamento dos soldados nas bordas das trilhas, enquanto que individuos Op
concentravam-se no interior das trilhas, participando ativamente do forrageio. Diante disto, a
diferenca quantitativa e comportamental observada em nosso estudo em relagéo aos morfotipos
de operarios que executam o reparo em ninhos de C. cyphergaster mostram que esses
individuos exibem comportamento distinto frente a alguma perturbacdo causada na estrutura

fisica de seus ninhos, demonstrando haver divisdo de funcgdes entre eles nesta atividade.
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Crosland et al. (1998) observaram polietismo em operarios polimoérficos de
Reticulitermes fukienensis, verificando que operarios maiores realizavam a maioria das
atividades como construcéo das trilhas de forrageio, escavacéo do solo e ingestao de alimentos.
Porém, para a atividade de reparo, os autores nao encontraram diferencas estatisticas no nimero
total de operarios médios e pequenos, verificando que 0s operarios menores estavam presentes
em maior abundancia.

Diferentemente ao que foi encontrado em nosso estudo e no estudo de Crosland et al.
(1998), McMaham (1977) e Watson & McMahan (1978) verificaram que operarios maiores de
Drepanotermes rubriceps e Nasutitermes exitiosus apresentavam-se em maior quantidade
durante a atividade de reparo de seus ninhos, estando esses individuos responsaveis pela
execucao da maior parte dessa atividade, enquanto os morfotipos menores surgiam apenas para
dar um retoque final ou nem participavam da acdo. Esses resultados contrariam a regra geral
de divisdo de trabalho encontrado em insetos sociais, principalmente em himendpteros, onde
os estudos estdo mais concentrados, em que se discute que a maior parte das atividades da
colénia deve ser realizada por operarios menores ou mais jovens (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990; BOURKE & FRANKS,1995).

A diminuicdo na quantidade dos operarios grandes com o passar do tempo na atividade
de reparo para C. cyphergaster, assim como a diminuicdo da quantidade total dos operarios em
relagdo ao aumento no volume dos ninhos pode estar relacionado ao seu nicho compartilhado,
conforme o previsto para o funcionamento da casta operaria nesses sistemas.
Esses resultados também estdo relacionados a tracos funcionais, estruturais e ecoldgicos dos
individuos que podem estar associados com o tamanho do corpo, e no caso dos insetos sociais
com o tamanho de suas coldnias (DIAL et al., 2008; WIERNASZ et al., 2014). Considerando-
se o nivel individual e tendo em vista a teoria metabdlica da ecologia, esses resultados podem
ser sustentados pelo fato de que o metabolismo de sistemas bioldgicos esta intrinsicamente
relacionado com a biomassa, logo, o tamanho dos individuos pode influenciar em seu
comportamento (BROWN et al., 2004), evento que foi verificado em nossas observacGes em
campo no qual os operarios maiores se comportavam mais apaticos em relagcdo aos operarios
menores e pouco participaram da atividade do reparo.

A nivel de colbnia, a reducdo na quantidade de operarios coletados provavelmente esta
associada ao fato de que grandes colonias séo provavelmente mais maduras ou senis, quando
comparadas a colbnias de pequenos volumes que estdo em fase de expanséo e crescimento, e
precisam investir mais no reparo e no aumento da estrutura fisica de seus ninhos (MURADIAN
etal., 1999).
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Essas observacOes podem ser apoiadas pelos achados De Souza et al. (2016), os quais
verificaram correlacdo negativa entre a taxa de patrulhamento de soldados e operarios em um
dano feito na parede externa dos ninhos de C. cyphergaster e o seu volume. Tais resultados
sugerem que coldnias com volumes de ninhos maiores, hipoteticamente bem estabelecidas,
adotam ou investem em outras estratégias de defesa quando o ninho sofre uma perturbacéo,
como o préprio abandono da estrutura e a formagdo de estruturas secundérias, originando
colénias policalicas (BEZERRA-GUSMAO et al., 2009).

Em alguns cupins o dimorfismo pode estar relacionado tanto ao estagio de
desenvolvimento e a sexagem, em que operarios maiores sdo considerados mais velhos e
fémeas, e menores mais novos sdo geralmente machos (MIURA, 2006). Todavia, o dimorfismo
morfoldgico dos operarios de C. cyphergaster ainda ndo é estabelecido na linha de
desenvolvimento nem no sexo dos individuos. Esses dados ajudariam a compreender se 0
polietismo para os operarios dimorficos desse cupim ocorre de forma temporal ou sexual.

Os diferentes resultados encontrados nos estudos supracitados frente aos nossos
achados refletem a dinamicidade e complexidade da estrutura e organizacao dos insetos sociais.
Nessas estruturas de vida, as estratégias envolvidas para a realizacdo de determinadas
atividades podem variar de acordo com a espécie construtora, estagio da col6nia e o estagio
dos individuos presentes nas atividades. Nossos resultados mostram que a presenca de
operarios dimdrficos na atividade de reparo de ninhos de C. cyphergaster depende de fatores
como o tempo de reparo e do volume das coldnias, demonstrando haver divisdo de fungdes e

comportamento distintos entre esses operarios na atividade reparadora.
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Capitulo — 2

Manuscrito a ser submetido a Fungal Ecology

Sobrevivéncia de operéarios dimdérficos de Constrictotermes cyphergaster (ISOPTERA:

TERMITIDAE) expostos a fungo entomopatogénico

Marllon Rinaldo de Lima Andrade?

Maria Avany Bezerra Gusméao!

“Programa de P6s-Graduagédo em Ecologia e Conservacdo — UEPB

RESUMO

Constrictotermes cyphergaster apresenta operarios dimorficos que estdo em constante
interagdo com coldnias fungicas no interior dos ninhos, assim como durante o forrageio. Além
da presenca desses fungos no interior das col6nias ser vista como benéfica, haja vista as
relagdes nutricionais que se estabelecem entre eles, fungos entomopatogénicos com alta
toxicidade no interior dessas estruturas podem acarretar a morte da col6nia. Considerando que
o dimorfismo para 0s operarios desse cupim apresenta carater de polietismo, em que nem todos
os individuos sdo expostos a agentes patogénicos na mesma proporc¢édo, o objetivo desse estudo
foi observar se esses operarios apresentam diferencas no tempo de sobrevivéncia quando
exposto ao fungo Aspergillus flavus. Os bioensaios de sobrevivéncia foram feitos com
operarios pequenos (Op) e operarios grandes (Og) isolados e em conjunto, em que 0S
individuos foram expostos a diferentes suspensdes do fungo testado (102, 10, 10, 1079).
Verificamos haver diferenca sinfificativa em relacdo ao tempo de sobrevéncia para Op e Og
em pelo menos uma das suspensdes testadas, tanto para o bioensaio dos individuos tratados
isoladamente (Op= -2*LL=646.47; Og= -2*LL=543.48; p<0,001), quanto para o bioensaio
dos individuos tratados em conjunto (Op= -2*LL=335.69; Og= -2*LL= -682.85; p<0,001). A
maior suspenséofingica, (1072), promoveu o menor tempo médio de sobrevivéncia para ambos
os morfotipos quando comparada a menor concentracdo (10°). Individuos Op apresentaram
maior tempo médio de sobrevivéncia em todas as suspensdes testadas nos dois bioensaios,
implicando que esses operarios sdo mais resistentes a infec¢des fungicas. O morfotipo grande
apresentou tempo de sobrevivéncia maior no bioensaio em que foi tratato em conjunto quando
comparado ao bioensaio testado sozinho, pressupondo-se que o0 contato com operaios pequenos
possa aumentar seu tempo de sobrevivéncia através de mecanismos de imunidade social.

Palavras chave: Dimorfismo, cupins, patdgenos, imundidade social.

Email: marllonlimal6é@gmail.com
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Survival of dimorphic workers of Constrictotermes cyphergaster (ISOPTERA:
TERMITIDAE) exposed to entomopathogenic fungus
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ABSTRACT

Constrictotermes cyphergaster features dimorphic workers who are in constant interaction with
fungal colonies inside the nests, as well as during foraging. In addition to the presence of these
fungi inside the colonies being seen as beneficial, given the nutritional relationships that are
established between them, entomopathogenic fungi with high toxicity inside these structures
can cause the colony to die. Considering that the dimorphism for workers in this termite has a
polyethic character, in which not all individuals are exposed to pathogens in the same
proportion, the objective of this study was to observe whether these workers have differences
in survival time when exposed to the fungus Aspergillus flavus. The survival bioassays were
performed with small workers (SW) and large workers (LW) isolated and together, in which
individuals were exposed to different suspensions of the tested fungus (102, 10, 10, 10%).
We found a significant difference in the survival time for SW and LW in at least one of the
suspensions tested, both for the bioassay of the individuals treated alone
(SW=-2*LL=646.47; LW =-2* LL =543.48; p <0.001), and for the bioassay of individuals
treated together (SW = -2 * LL = 335.69; LW = -2 * LL = -682.85; p <0.001). The highest
fungal suspension, (10-2), promoted the shortest average survival time for both morphotypes
when compared to the lowest concentration (107%). Op individuals had a longer average survival
time in all suspensions tested in the two bioassays, implying that these workers are more
resistant to fungal infections. The large morphotype showed a longer survival time in the
bioassay in which it was treated together when compared to the bioassay tested alone, assuming
that contact with small workers can increase their survival time through social immunity
mechanisms.

Keywords: Dimorphism, termites, pathogens, social immunity.
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INTRODUCAO

Os ninhos de cupins sdo construidos para proteger e garantir a manutencdo das
populagdes termiticas em seu interior (HOWARD et al., 2011). Essas estruturas, complexas do
ponto de vista arquiteténico, também apresentam condi¢des como luminosidade, temperatura
e umidade controladas, o que possibilita tanto a manutencdo de populag¢des de cupins como
também populagdes de microrganismos como bactérias e fungos em seu interior.
Normalmente, a composicdo desses microrganismos no interior dos ninhos esta relacionada a
microbiota do solo adjacente ao local onde as colénias se estabelecem. Isto se d, entre outros
fatores, devido ao uso de particulas do solo pelos operéarios para a construgdo dos ninhos, 0s
quais acabam incorporando esporos fungicos nessas a estruturas fisicas (HOLT & LAPAGE,
2000).

A associacdo entre fungos e térmitas pode ser considerada benéfica de acordo com as
relagbes nutricionais construidas, visto que esses microrganismos podem alterar a
palatibilidade dos recursos, auxiliando assim na alimentacdo (SANDS, 1969; BIGNELL,
2010). Entre as diversas associacdes entre esses organismos, cupins da subfamilia
Macrotermitinae apresentam o mais alto grau de associacdo com os fungos. Esses cupins
cultivam em seus ninhos fungos do género Termitomyces que constroem 0s caracteristicos
jardins de fungos, e esses auxiliam no abastecimento de recursos, nascendo assim uma relacéo
de dependéncia (CORREIA et al., 2008; NI & TOKUDA, 2013).

Todavia, diversos fungos considerados entomopatogénicos podem ser nocivos as
colbnias de cupins, comprometendo a sua manutencdo, a exemplo de Penicillium sp.,
Aspergillus sp. e Trichoderma sp., que geralmente s&o encontrados no interior dessas estruturas
(JAYASIMHA et al., 2007; BARBOSA-SILVA et al., 2016). Esses fungos séo considerados
altamente patogénicos, visto sua grande capacidade de penetrar na cuticula dos insetos
causando diversos mecanismos fisioldgicos de defesa em resposta a infeccao fungica (GRACE,
1990; ROULAND-LEFEVRE, 2000, CREMER et al., 2009). As relacbes entre o0s
microrganismos e 0s cupins podem ter evoluido juntamente com a evolugdo da vida em
sociedade dos mesmos, uma vez que a presencga desses microrganismos pode influenciar na
sobrevivéncia desses individuos e no desenvolvimento de suas castas (BIGNELL et al., 2011).

O modo de vida em sociedade trouxe diversas vantagens evolutivas ao grupo como a
divisdo de fungdes na realizacéo de atividades (BOUCIAS, 1996). Em contrapartida, esse modo
de vida trouxe também algumas desvantagens, como a maior probabilidade na transmisséo de
patdgenos, haja vista a grande integracdo dos individuos no interior dos ninhos (WILSON,
1971).
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Para minimizar esses riscos de contaminacao no interior das col6nias, 0s cupins tiveram
que adotar diversos tipos de mecanismos de defesa como o desenvolvimento de estratégias de
imunidade individual e social, além da divisdo de fungbes entre as castas e intracasta,
considerado um mecanismo eficiente na defesa (DUARTE et al., 2014), visto que nem todos
os individuos ficam expostos a mesma atividade. A influéncia de fungos entomopatogénicos
na sobrevivéncia de cupins Zootermopsis angusticollis, Nasutitermes corniger, N. coxipensis
e Cornitermes cumulans foi verificada com énfase no controle bioldgico destes, e ndo levaram
em consideracdo as relagcdes existentes entre fungos presentes dentro dos ninhos e a
susceptibilidade dos individuos (TRANIELLO et al., 2002; SUN et al., 2002;
ALBUQUERQUE et al., 2005).

Diferentemente ao que ocorre em outros cupins, ainda nao ha relatos de estudos que
associem fungos entomopatogénicos e a sobrevivéncia de operarios de Constrictotermes
cyphergaster (Termitidae: Nasutitermitinae). Os ninhos desse cupim, que s&o majoritariamente
arboricolas (MATHEWS, 1977), apresentam em seu interior diversos tipos de fungos
conhecidos como entomopatogénicos, onde 0s mais abundantes sdo Aspergillus flavus e
Penicillium atramentosum (BARBOSA-SILVA et al., 2016). Esporos desses fungos podem
ser levados aos ninhos através de seus operarios dimorficos durante a construgdo dos mesmos
ou durante o retorno da atividade de forrageio, realizado a céu aberto (Moura et al., 2006).
Esses fungos podem ocasionar diversas doengas aos insetos como por exemplo a “stone-
brood”, causada por A. flavus em operérias de abelhas e formigas e, consequentemente, a morte
dos individuos (GLINSKI & BUCZEK 2003).

Recemente foi notificado que durante a atividade de forrageio de C. cyphergaster, 0s
operarios pequenos sdo mais abundantes no centro das trilhas, participando ativamente dessa
atividade, enquanto que os operéarios grandes foram vistos mimetizando o comportamento de
defesa dos soldados nas bordas das trilhas de forrageio (Oliveira, 2019). Nessa condicéo,
guantitativamente, espera-se que 0S operarios menores se mostrem mais expostos a patégenos
e parasitas microbianos, e devem, portanto, melhorar significativamente a resisténcia
fisiologica a infeccdo, assim como a construgdo de uma resposta imune adaptativa.

Visto que a manutencdo das colbnias depende da sobrevivéncia dos individuos, e que a
presenca de fungos entomopatogénicos no interior dos ninhos pode influenciar nessa
sobrevivéncia, o presente estudo teve como objetivo observar a sobrevivéncia de operarios
dimérficos expostos a diferentes suspensdes de A. flavus, testando a hipdtese de que os
operarios pequenos apresentam tempo de sobrevivéncia maior quando comparado aos seus

irmaos grandes.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta e classificacdo dos individuos

Os individuos utilizados nos bioensaios de sobrevivéncia foram obtidos a partir de trés
ninhos, coletados na EESJC (Estagdo experimental de S&o Jodo do Cariri — ver item 2, area de
estudo, sessdo introducdo geral). Os ninhos coletados foram trazidos para o Laboratorio de
Ecologia de Térmitas da UEPB, e os operarios tiveram suas medidas de tamanho corporal e
coloracdo da cebeca aferidas a fresco, quando recém-chegados do campo. Os operarios foram
classificados em dois morfotipos (Op = operario pequeno, Og = operario grande) (Fig.1),
seguindo MATHEWS (1977).
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Figura 1- Operarios dimorficos de Constrictotermes cyphergaster (Op = operério pequeno,
Og = operario grande), classificados visualmente a partir de caracteres morfolégicos como tamanho do
corpo e coloracdo da capsula cefélica. As imagens foram adquiridas apartir do comprimento do

tamanho do corpo, utilizando uma ocular milimetrada em estereomicroscépio com aumento de 1x.

Isolamento e identificagdo do fungo

A cepa de A. flavus foi obtida a partir dos ninhos coletados em campo, seguindo
metodologia proposta por BARBOSA-SILVA et al. (2016). Depois do isolamento, as amostras
foram reisoladas e cultivadas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) durante 7 dias para
obtencdo das col6nias puras e preparacao das suspensdes fungicas.
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O fungo foi identificado a partir da preparacdo de esfregacos em lamina de microscopia,
e sua identidade fangica foi confirmada atraves da observacgdo de estruturas morfoldgicas como
micélio, esporos e conidios (Fig. 2), sequindo a descri¢cdo proposta por Barnett e Hunter (1972).
Aléem disso, as colbnias também foram comparadas com col6nias do mesmo fungo

armazenadas na micoteca propria do Laboratdrio de Ecologia de Térmitas.

Figura 2 — Col6nia pura do fungo Aspergillus flavus obtida a partir de ninhos de Constrictotermes
cyphergaster (A). Destaque para os conidi6foros, estruturas produtoras de conidios, tipicos de
Aspergillus (B).

Preparacéo das suspensdes fangicas

Na placa contendo a coldnia pura, adicionou-se 20 ml de agua esterilizada e logo apds
fez-se a raspagem do material fungico para obtencdo da primeira suspensdo, que foi filtrada
com gaze esterilizada e colocada em um tubo de ensaio, seguindo a metodologia de Carnatba
et al. (2007). Em seguida, foram realizadas sucessivas dilui¢cdes para obtencéo das suspengdes
nas concentracdes 102, 10, 10, 108 (Fig. 3).

Bioensaios de sobrevivéncia

Os testes de sobrevivéncia foram realizados em dois bioensaios. O primeiro consistiu
em avaliar a sobrevivéncia dos operarios dimorficos expostos a diferentes suspensdes fungicas,
tratados isoladamente. Cada tratamento foi realizado em quatro réplicas, aléem do grupo
controle, também com quatro réplicas. Cada réplica continha cinco operarios de cada morfotipo
(Fig. 4). No segundo bioensaio, a sobrevivéncia dos operarios dimdrficos foi avaliada em
conjunto, considerando-se a proporgao de 4:1 (04 Op, 01 Og) (OLIVEIRA, 2019) (Fig. 5).
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Figura 3 — Metodologia aplicada para obtencao de suspensdes fungicas seriadas do fungo Aspergillus

flavus. ADE — agua destilada esterilizada.

Em cada um dos bioensaios, os operarios foram colocados em placas de Petri
(60x15mm), forrada com papel filtro esterilizado e impregnado com 300 pL das respectivas
suspensoes. Esse procedimento permitiu que os individuos colocados sobre o papel tivessem
contato indireto com o fungo. A mortalidade dos operarios foi observada diariamente em
intervalos de 2 em 2 horas, durante sete dias ou até que o ultimo individuo dos tratamentos
(suspensoes fungicas) morresse.

Os individuos do tratamento controle que passassem desse periodo eram censurados. J&
0s operarios mortos foram retirados e acondicionados em placas de Petri contendo papel filtro
esterilizado e umedecido com agua esterilizada, os quais foram mantidos em B.O.D. a 25 +

2°C para confirmacdo do agente causal (Fig. 6).
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Figura 4 — Modelo de bioensaio utilizado para observar a sobrevivéncia de operarios dimdérficos de

Constrictotermes cyphergaster expostos a Aspergillus flavus tratados separadamente.
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Figura 5 — Modelo de bioensaio utilizado para observar a sobrevivéncia de operarios dimorficos de

Constrictotermes cyphergaster expostos a Aspergillus flavus tratados em conjunto em diferentes

propor¢des. (Op — operario pequeno, Og — operario grande).
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Anélises estatisticas

Foram construidos modelos de sobrevivéncia censurados com distribui¢do de Weibull,
utilizando o tempo de sobrevivéncia em funcdo das concentracdes fungicas testadas através do
pacote Survival. Para detectar diferengas estatisticas entre as concentrages foi utilizado o teste
ANODEV, e para testes de comparagdo posthoc utilizou-se o teste de Dunn, com ajuste de
Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R 3.5.1 (R

Development Core Team, 2018).

Op Og

Figura 6 — Mostra de agente causal, Aspergillus flavus, em operarios dimérficos de Constrictotermes
cyphergaster apds 72 horas de contato. Detalhe para os diferentes estagios de infec¢do entre o operéario
pequeno - Op e operario grande - Og.
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RESULTADOS

De acordo com os modelos de sobrevivéncia obtidos, os operarios Op e Og
tratados isoladamente apresentaram diferencas significativas no tempo de sobrevivéncia em
pelo menos uma das suspensdes analisadas, verificando-se -2*LL=646.47 para Op e -2*LL=
543.48 para Og, ambos com p<0,001 (Figs. 7 e 8). Para os dois morfotipos, a suspensio 102
diferiu estatisticamente das demais suspensdes e do tratamento controle. As suspensdes 10 e
10 ndo diferiram estatisticamente entre si para os dois morfotipos analisados. Para os
operarios pequenos a suspensio 108 e o grupo controle n&o apresentaram diferencas estatisticas
entre si, porém, para os operarios grandes esses dois tratamentos diferiram estatisticamente
(Tab.1).

Tabela 1 — ComparacGes pareadas das suspensdes do fungo Aspergillus flavus utilizadas para
testes de sobrevivéncia dos operéarios pequenos (Op) e grandes (Og) de Constrictotermes cyphergaster

tratados isoladamente

Morfotipo
Pare~amer,1to _ Op 09
Suspensoes fungicas valor (2) 0 valor (2) 0
102 10* 4.441 <0.001* 4.364 <0.001*
1072 10® 7.033 <0.001* 6.827 <0.001*
1072 108 12.057 <0.001* 11.501 <0.001*
102 Controle 14.420 <0,001* 14.961 <0.001*
10 10® 2.592 0.095 2.462 0.137
10 108 7.616 <0.001* 7.137 <0.001*
10* Controle 9.979 <0.001* 10.596 <0.001*
10® 108 5.024 <0.001* 5.674 <0.001*
10® Controle 7.386 <0.001* 8.133 <0.001*
108 Controle 2.362 0.181 3.459 <0.001*

Os dados mostraram que Op apresentaram tempo médio de sobrevivéncia superior
quando comparado a Og, verificando-se este padrdo para todas as concentracfes (Tab. 2). A
concentragdo 102, com maior percentual fangico, resultou no menor tempo de sobrevivéncia
para ambos os morfotipos, verificando-se, porém, maior tempo para operarios pequenos (Op).
A aplicacdo da menor concentragéo flingica, 108, resultou no maior tempo de sobrevivéncia

para ambos os individuos.
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Tabela 2 — Sobrevivéncia média (horas) de operarios dimorficos de Constrictotermes cyphergaster
tratados separadamente em diferentes suspensdes fngicas de Aspergillus flavus. Op- operario

pequeno; Og — operario grande; média seguida de erro padrao.

Suspensao fungica

Morfotipo 102 107 10 10° Controle
Op  8256+11.89 116.3+508 121.83+3.08 143.23+3.60 146.8+7.34
Oy 26.0£6.00 45184522 50.16+3.38  91.846.49 114.36+21.69

Controle

Probabilidade de sobrevivéncia

500 1000 1500 2000

Tempo (horas)

Figura 7 — Probabilidade de sobrevivéncia de operarios pequenos de Constrictotermes cyphergaster
expostos a diferentes suspensdes do fungo Aspergillus flavus. Curvas seguidas de letras iguais ndo

diferem estatisticamente entre si.
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Figura 8 — Probabilidade de sobrevivéncia de operarios grandes de Constrictotermes cyphergaster
expostos a diferentes suspensdes do fungo Aspergillus flavus. Curvas seguidas de letras iguais nao

diferem estatisticamente entre si.

Assim como os operarios tratados isoladamente, os morfotipos tratados em conjunto
também exibiram diferencas significativas em relacdo ao tempo de sobrevivéncia em pelo
menos uma das suspensdes analisadas (Op= -2*LL= 335.69; Og= -2*LL=-682.85; p<0,001)
(Figs. 9 e 10). Salvo as suspensdes 10 e 10° que ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre si, todas as outras diferiram estatisticamente para ambos os morfotipos tratados em
conjunto (Tab.3).
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Figura 9 — Probabilidade de sobrevivéncia para operarios pequenos de Constrictotermes cyphergaster,
tratados em conjunto com operarios grandes em diferentes suspensdes do fungo Aspergillus flavus.

Curvas seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 10 — Probabilidade de sobrevivéncia de operarios grandes de Constrictotermes cyphergaster,

tratados em conjunto com operarios pequenos em diferentes suspensdes do fungo Aspergillus flavus.

Curvas seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Tabela 3 — ComparacGes pareadas das suspensdes do fungo Aspergillus flavus utilizadas para testes de

sobrevivéncia de operarios pequenos (Op) e grandes (Og) de Constrictotermes cyphergaster tratados

em conjunto.

Morfotipo
Suspensdes fungicas Op Og
valor (2) p valor (2) p
10 10" 4.549 <0.001* 4501 <0.001*
102 10 6.874 <0.001* 6.930 <0.001*
10 10°® 11.423 <0.001* 11.432 <0.001*
102 Controle 15.231 <0,001* 15.242 <0.001*
10 10 2.324 0.200 2.429 0.151
10 108 6.874 <0.001* 6.930 <0.001*
10 Controle 10.682 <0.001* 10.741 <0.001*
106 108 4.549 <0.001* 4.501 <0.001*
10° Controle 8.357 <0.001* 8.312 <0.001*
108 Controle 3.807 <0.001* 3.810 <0.001*
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Tabela 4 — Sobrevivéncia média (horas) de operarios dimdrficos de Constrictotermes cyphergaster
tratados em conjunto em diferentes suspensdes fungicas de Aspergillus flavus. Op- operario pequeno;

Og - operario grande; média seguida de erro padrao.

Suspensdo fungica

Morfotipo 1072 10 10 108 Controle
Op 72.4+3.28 118.3+3.44 123.3+2.69 144.1+3.31 151.26+1.83
Og 52.2+2.97 93.9+2.64 97.7+2.91 114+1.54 127.33+1.86
DISCUSSAO

Maior tempo médio de vida para operarios pequenos (Op) de C. cyphergaster quando
exposto a diferentes suspens@es fungicas de A. flavus pode estar associado ao desenvolvimento
e/ou elevacédo da imunidade adiquirida desses individuos. Esses operarios Op séo encontrados
em maior abundancia (maior média de individuos) nas suas trilhas de forrageio quando
comparado a operarios grandes (Og) (OLIVEIRA, 2019). Nesse sentido, sdo expostos a maior
tempo/variedade de agentes patogénicos. Todos 0s insetos ja nascem com sistema imunolégico
inato e inespecifico que os protegem de microrganismos de forma geral. Porém, ao longo da
sua historia de vida e de seus habitos € comum que 0s mesmos entrem em contato com cargas
infectivas subletais de inmeros microrganismos nas suas diversas atividades, as quais podem
desenvolver nos mesmos uma resposta rapida e especifica, a imunidade adquirida (SADD et
al., 2006; MASRI et al., 2014).

O maior tempo de exposicdo a uma variedade de cargas infectivas subletais de agentes
patogénicos facilita a expressao de uma resposta imune adquirida com maior eficiéncia. Essa
resposta imune adaptativa nos insetos é realizada principalmente pela inducéo de proteinas pré-
sintetizadas, devido a capacidade de memoria desse sistema em reconhecer patdgenos
especificos que em algum momento prévio entraram em contato (LITTLE et al., 2004; PHAM
et al., 2009; COOPER et al., 2017). Individuos de Zootermopsis angusticollis previamente
infectados com dose néo letal de Metahizium anisopliae foram mais resistentes quando
expostos novamente ao fungo, havendo alteracdo da constitui¢ao proteica da hemocele quando

comparada aos individuos que ndo foram previamente infectados (TRANIELLO et al., 2002).
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Segundo Rosengaus et al. (2007), as proteinas induzidas pela preé-exposi¢do a agentes
patogénicos apresentam propriedades antifungicas que afetam a germinacao e esporulacdo do
fungo, destruindo sua parede celular.

Aqui, sugerimos que operarios grandes provavelmente estdo menos expostos a agentes
patogénicos no momento do forrageio, afetando o desenvolvimento da resposta imune
adiquirida, a0 menos quando tratado isoladamente em comparacdo a operarios Op. Se as
diferencas morfoldgicas encontradas nos operarios de C.cyphergaster estiverem relacionadas
com a idade dos individuos, 0 menor tempo de sobrevivéncia de Og pode ser assegurado pelo
polimorfismo temporal, em que individuos maiores s mais velhos na linha de
desenvolvimento, exibindo menos tempo de contribuigdo a colbnia quando comparado a
individuos menores e, consequentemente, mais novos (PORTER & JORGENSEN, 1981).
Segundo Hillyer (2016), a idade do individuo influencia na resposta imune que pode ser
dimunuida com o avango da idade, em um processo denominado de imunosenescéncia, que
interfere negativamente nos processos imunoldgicos dos insetos como o encapsulamento,
nodulacdo e melanizacdo (DAUKUSTE et al., 2012; PRASSAI et al., 2012).

O menor tempo de sobrevivéncia de Og e a rapida esporulacdo do fungo nesses
individuos pode ser apoiado pela teoria metabdlica, a qual preconiza que a fisiologia ecologica
dos individuos pode ser influenciada pelo tamanho do seu corpo, alterando suas funcgdes, taxas
metabolicas e sobrevivéncia (BROWN et al., 2004). Apesar de ndo se ter quantificado o
numero de hemdcitos e as alteragbes histopatoldgicas e bioquimicas da hemolinfa de C.
cyphergaster, hipotetiza-se aqui que operarios pequenos tém taxas metabdlicas superiores aos
seus irmdos operarios grandes, permitindo que seu sistema imunolégico responda mais
eficientemente contra patdgenos (RIVEROS et al., 2011).

Para um fungo entomopatogénico alcangar sucesso no processo de infeccdo de um
inseto social € preciso que ele venca todas as barreiras de imunidade, tanto individuais quanto
sociais, sendo a cuticula a primeira delas. Ao entrar em contato com a cuticula dos insetos, 0s
agentes patogénicos se deparam com uma gama de proteinas como lipases, catalases e
proteases que tentam impedir a penetracdo desses microrganismos (ORTIZ-URKIZA et al.,
2013). Alem disso, o contato dos esporos fungicos com a cuticula permite a producdo de
hormdnios que, no caso dos insetos sociais, desencadeiam alguns mecanismos de imunidade
social, a exemplo da febre coletiva verificada em abelhas contra bactérias e 0 comportamento
de grooming em cupins (STARKS et al., 2000; CREMER et al., 2007).
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O comportamento de grooming exibido pelos cupins € um dos principais mecanismos
de defesa social, uma vez que, ao realiza-lo, os individuos reduzem a carga de microrganismos
patogénicos da cuticula dos seus irmdos (YANAGAWA et al., 2007). Esse comportamento
pode explicar o maior tempo de sobrevivéncia de Og tratados em conjunto com Op no nosso
estudo. Rosengaus et al. (1998) verificaram que o tamanho do grupo, assim como a composi¢ao
heterogénea de grupo, aumentou significativamente o tempo de sobrevivéncia de Z.
angusticollis tratados com diferentes concentragdes de M. anisopliae. Yanagawa et al. (2008)
também verificaram menor susceptibilidade de Coptotermes formosanus tratados em grupos,
sendo o self-grooming menos eficaz do que o grooming realizado por outros individuos da
coldnia.

A reducdo da carga de agentes patogénicos da cuticula desses insetos garante isencao
de sobrecarga do processo imunoldgico celular que é a ultima barreira encontrada pelos
patdgenos antes de sua propagacao no corpo do inseto. A fisiologia da imunidade celular ou
inata € ativada quando o agente patogénico consegue penetrar na cuticula, chegando até a
hemocele, ocasionando um aumento na quantidade de hemacitos e a formacdo de noédulos a
partir do encapsulamento dos microrganismos (CHOUVENC et al., 2009). Esse processo
demanda alto custo energeético e fisioldgico, ndo se permitindo encapsular ou neutralizar todos
0s agentes infecciosos que possam estar presentes no corpo do hospedeiro. Por isso 0S
mecanismos de imunidade social que reduzem a carga de mircrorganismos da cuticula dos
insetos é tdo importante para que o processo de imunidade celular ocorra com sucesso
(CHOUVENC et al., 2010).

Menor tempo de sobrevivéncia de ambos os morfotipos de operarios para C.
cyphergaster tratados com a maior concentragéo flngica (1072) permite-nos admitir que estes
agentes patogénicos com maior abundancia de coldnias fungicas no interior dos ninhos seja um
dos principais fatores que causam a morte e o abandono dos ninhos (ROULAND-LEFEVRE,
2000; BARBOSA-SILVA et al., 2016). Diferente para o observado quando os mesmos foram
expostos a menor concentracéo fangica (1078), sugerindo que A. flavus, ainda que um agente
entomopatogénico para diversos insetos, e esteja presente no interior dos ninhos, ndo oferece
riscos a coldnia quando presentes em baixas concentragdes.

Chouvenc et al. (2013), ao testarem fezes de C. formosanus contra M. anisopliae e
Beauveria bassiana, sugeriram que o controle desses e de outros entomopatdgenos no interior
das coldnias pode ser feito através de alguns mecanismos de defesa que vao além do individual

e do social. E possivel haver um mutualismo ndo nutricional com actinobactérias presentes nas
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fezes dos individuos, e estas, atuarem contra patdgenos fungicos que podem pér a manutencédo
da coldnia em risco.

Resultados similares ja haviam sido compartilhados anteriormente por Rosengaus et al.
(1998), quando verificaram acdo antifungica do material fecal de Z. angusticollis contra
diferentes concentracdes de M. anisopliae, sugerindo que as fezes desses insetos podem ser
consideradas um mecanismo de defesa contra patdgenos.

O cupim Contrictotermes cyphergaster armazena suas fezes no interior de suas
colbnias, assim, considera-se que esse cupim ao depositar esse material dentro do ninho
organiza uma estratégia no controle de microrganismos no interior de suas col6nias. O material
excretado por C. cyphergaster forma um material escuro comumente chamado de “massa
preta”, que se acumula no interior das células do ninho. Além de servir como abrigo para
inquilinos obrigatorios dessa espécie como Inquilinitermes fur e I. microcerus (CUNHA &
BRANDAO, 2000; CUNHA et al., 2003), que consomem este material acumulado, a partir do
momento que constroem galerias com este material, essa massa preta também abriga uma
diversidade de fungos (BARBOSA et al., 2016) e actinobactérias que, em ensaios prévios, se
mostraram eficientes no controle de fungos entomopatogénicos (BEZERRA-GUSMAO et al.,
dados nédo publicados).

Nossos resultados mostram a importancia da imunidade social dos operéarios dimérficos
de C. Cyphergaster, cujas diferencas entre Op e Og podem refletir em sua sobrevivéncia
quando expostos a agentes patogénicos. E importante ressaltar que esse estudo é pioneiro no
que diz respeito a sobrevivéncia de operarios de C. cyphergaster expostos a patdgenos e que
esses resultados aliados a experimentos cuticulares e de caracterizagdo hemocitaria podem nos
fornecer ferramentas para o entendimento da imunidade e resisténcia desses individuos,

especialmente pelo seu modo de forrageio, a ceu aberto.
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