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APRESENTACAO

Os cupins apresentam individuos morfologicamente distintos, conhecidos como
castas, que possuem tarefas especificas dentro da sua colénia. O estudo da ontogenia
dessas castas gera padrdes de desenvolvimento que sdo particulares para cada especie.
Esse tipo de estudo envolvendo cupins comegou em 1883-84, quando os autores Grassi
e Sandias ficaram bastante confusos ao tentar entender os caminhos do desenvolvimento
das espécies Kalotermes flavicollis e Reticulitermes lucifugus. A partir disso, varios
estudos foram feitos, principalmente para as familias Kalotermitidae e Termitidae, que
hoje possuem um padrdo claro de desenvolvimento.

Trabalho de diferenciacdo de castas com espécies de Rhinotermitidae é um
desafio dentro dos Isoptera. Primeiro por apresentar espécies de cupins subterraneos,
que possuem colbnias difusas. E necessario coletar uma grande quantidade de
individuos para que se tenha a maior quantidade possivel de instares/castas da espécie.
O segundo desafio se refere a filogenia dessa familia que ainda néo esta bem resolvida.
O ultimo trabalho de filogenia dos cupins sugere que essa familia seja polifilética
(Bourguignon et al., 2015). Se essa hipotese for verdadeira, é possivel que seja comum
nessa familia mais de um padrdo de desenvolvimento de castas.

Diante disso, esse trabalho visa esclarecer os padrdes de desenvolvimento de
castas de duas espécies da familia Rhinotermitidae, Heterotermes longiceps e
Rhinotermes marginalis. Varios autores discutem sobre a relacdo proxima entre o
padrdo de castas de uma espécie e a sua posicao filogenética. Serd que para a familia
Rhinotermitidae os padres das castas irdo corroborar as posigdes filogenéticas dos
individuos?

Para se elucidar o padréo de castas de Rhinotermes marginalis foram coletadas

diversas colbnias e uma delas apresentou o fungo ectoparasita Mattirolella silvestrii. Os



cupins apresentam uma variedade de fungos ectoparasitas especialistas que se aderem
ou penetram seus exoesqueletos. Dessa forma, o segundo capitulo dessa tese ird mostrar

como se dé o padrdo de infestacdo de M. silvestrii em R. marginalis.



CAPITULO 1

Diferenciacdao de castas em Heterotermes longiceps (Snyder, 1924) e
Rhinotermes marginales (Linnaeus, 1758) (Rhinotermitidae) e revisao

dos padrdes de castas em Rhinotermitidae

RESUMO

A familia Rhinotermitidae possui um padrdo de castas diverso, com espécies
apresentando padrdo semelhante ao encontrado nas familias Kalotermitidae e
Termitidae. Essa grande variacdo pode ocorrer por esse grupo ser polifilético. As
espécies Heterotermes longiceps e Rhinotermes marginalis se encontram em
subfamilias diferentes dentro de Rhinotermitidae. Portanto, sera que os padrfes dessas
espécies corroboram o encontrado até aqui para as suas subfamilias? Para entender isso,
os padr@es de diferenciacdo de castas das espécies H. longiceps e R. marginalis foram
investigados. Seis col6nias de H. longiceps e quatro de R. marginalis foram coletadas,
fixadas em FAA por 24 h e depois transferidas para alcool 80%. Os cupins foram
separados por castas e instares e mensurados. As 11 variaveis morfométricas foram
submetidas a uma analise dos componentes principais (PCA) para inspecionar os dados
na tentativa de agrupar os instares em nuvens de individuos. A diferenciacdo do sexo
das castas apteras foi feita através do uso do corante carmin em espécimes dissecados.
A PCA realizada para H. longiceps agrupou dois instares de larvas, dois instares de
operarios, pré-soldado, soldado menor, soldado maior, quatro instares de ninfas e alado.
A andlise do sexo dos individuos de H. longiceps mostrou dimorfismo sexual apenas
nos soldados. J& o PCA realizado para R. marginalis agrupou cinco instares de larvas,

dois instares de pré-soldado, dois instares de soldados, dois instares de operarios,



ergatoide e trés instares de ninfas. Todos os individuos apteros eram fémeas. As duas
espécies analisadas apresentaram apenas operarios verdadeiros. O padrdo de castas de
H. lonciceps é semelhante ao ja descrito para Heterotermitinae e Coptotermitinae. Ja a
espécie R. marginalis apresentou um padrdo ja conhecido para Rhinotermitinae, que é
um grupo monofolético. Ndo foram encontradas génadas desenvolvidas nos individuos

com morfologia de ergatdides.

Palavras-chave: Cupim subterraneo, Ontogenia, Polimorfismo, Heterotermitinae,

Rhinotermitinae.



ABSTRACT

Rhinotermitidae exhibits a diverse pattern of castes. Such variation may occur due to
the polyphyletic aspect of this group. Heterotermes longiceps and Rhinotermes
marginalis belong to different subfamilies within Rhinotermitidae. Considering the
presented so far in literature, could be the castes patterns of these species similar to
observed in their subfamilies? To adress this question, caste differentiation patterns of
H. longiceps and R. marginalis were investigated by morphometric data. Specimens
from six colonies of H. longiceps and four R. marginalis were collected, fixed in FAA
for 24 h and then transferred to 80% alcohol. Termites were separated by caste and
instars and measured. Eleven morphometric variables were inspected by means of a
principal components analysis (PCA). Sex differentiation of the apterous caste was
carried using carmine dye in dissected specimens. PCA inspection of H. longiceps
grouped two larvae instars, two worker instars, pre-soldier, minor soldier, major soldier,
four instars of nymphs and alate. Sexual dimorphism in H. longiceps was achieved only
by soldiers. PCA inspection for R. marginalis data grouped five larvae instar, two pre-
soldier instars, two soldier instars, two worker instars, ergatoid and three instar of
nymphs. All apterous were females. Only true workers were observed in each species
analysed. H. longiceps caste pattern is similar to already described for Heterotermitinae
and Coptotermitinae. R. marginalis showed a pattern already known to Rhinotermitinae,
which is a monophyletic group. Developed gonads were not observed in specimens

described as morphological ergatoids.

Key words: Subterranean termite, Ontogeny, Polymorphism, Heterotermitinae,

Rhinotermitinae.



INTRODUCAO

Os térmitas apresentam varios tipos de individuos morfologicamente distintos,
agrupados em castas, que apresentam divisdo de tarefas e exercem diferentes funcdes
bioldgicas constituindo, assim, sociedades altamente organizadas (Noirot, 1969). Os
padroes de desenvolvimento de castas dos térmitas sdo diversos, variando entre
familias, géneros e espécies (Miller, 1969; Noirot, 1969; Noirot & Pasteels, 1987,
Roisin, 2000). Um dos principais motivos para essa variacdo € o desenvolvimento
hemimetabolo, que permite muito mais plasticidade quando comparados com 0s
holometabolos (Noirot & Pasteels, 1987). Segundo Oster & Wilson (1979), a
diferenciacdo de castas é um fator-chave para 0 sucesso da organizagdo colonial dos
insetos eussociais.

Os padrdes de formacéo de castas em térmitas podem ser divididos em dois tipos
principais: linear e bifurcado (Noirot, 1969; Watson & Sewell, 1981). O tipo linear é
mais primitivo e esta presente em espécies que ndo possuem operarios verdadeiros,
encontrados nas familias Kalotermitidae, Archotermopsidae e em alguns
Rhinotermitidae (Roisin, 2000). Nesse caso, existe apenas uma linha de
desenvolvimento com muita flexibilidade, a partir da qual surgem todos os tipos de
individuos. No tipo bifurcado ocorre uma diferenciacdo clara entre a linha imaginal, que
da origem aos reprodutores, e a linha estéril, que da origem aos operarios e soldados
(Roisin, 2000). As familias mais bem estudadas com relacdo a formagdo de castas sdo
Kalotermitidae (tipo linear) e Termitidae (tipo bifurcado).

A familia Rhinotermitidae, caracterizada por agrupar a maioria dos térmitas
subterraneos, possui grandes colénias, com grande quantidade de individuos (Haifig et

al., 2008). O sistema de castas nessa familia é notadamente diverso (Roisin & Lens,



1999). Em Prorhinotermes simplex (Miller, 1942) e em P. inopnatus o esquema
encontrado se assemelha ao encontrado para a familia Kalotermitidae (Roisin, 1988a;
Roisin, 2000), sem a presenca de operario verdadeiro, sendo esse um padrdo
conhecidamente primitivo (Roisin & Lens, 1999). J& as outras espécies de
Rhinotermitidae estudadas apresentam uma divergéncia entre as linhagens &pteras e
ninfal, o que caracteriza o padrdo bifurcado. A familia Rhinotermitidae é considerada
um grupo chave para o entendimento da evolugdo da organizagdo da sociedade dos
cupins, ja que inclui géneros com padrdes de castas notadamente distintos (Parmentier e
Roisin, 2003).

As relages filogenéticas dentro de Rhinotermitidae ndo estdo bem resolvidas.
Baseado nas caracteristicas das mandibulas e de outras estruturas associadas, Emerson
(1971) sugeriu que essa familia fosse monofilética. Os resultados de Lo et al. (2004),
que estudaram a filogenia da familia baseado em trés genes mitocondriais, entraram em
conflito com muitas hipoteses intuitivas dentro de Rhinotermitidae, incluindo a de
monofiletismo, sugerindo que essa familia seria parafilética dentro de lsoptera. O
parafiletismo de Rhinotermitidae foi corroborado posteriormente por outros trabalhos de
filogenia de cupins (Inward et al., 2007; Legendre et al., 2008). Bourguignon et al.
(2015) analisaram o genoma mitocondrial de 66 espécies de cupins, sendo doze
incluidos em Rhinotermitidae (correspondendo a oito géneros analisados, incluindo
Serritermitidae) e verificou que essa familia € polifilética.

Dessa forma, foi sugerida uma separacdo da familia Rhinotermitidae em trés
clados (Bourguignon et al., 2015): 1) Rhinotermitidae, que inclui apenas a subfamilia
Rhinotermitinae; 2) Serritermitidae, que além de ter os géneros Serritermes e

Glossotermes incluiria também os géneros Prorhinotermes, Termitogeton e



Psammotermes e 3) Heterotermitidae, que inclui duas subfamilias de Rhinotermitidae:
Heterotermitinae e Coptotermitinae.

Serd, entdo, que os sistemas de diferenciacdo de castas das espécies corroboram
as relacoes filogenéticas dentro de Rhinotermitidae? Para isso, os padrdes j& estudados
para essa familia irdo ser analisados e serdo incluidos dois novos padrdes ainda nédo
conhecidos das espécies Heterotermes longiceps e Rhinotermes marginalis.

O género Heterotermes possui 50 espécies, encontradas em regides tropicais e
sub-tropicais (Constantino, 2001), faz parte da subfamilia Heterotermitinae e é bastante
importante economicamente, possuindo Varias espécies com status de praga
(Constantino, 1998). Séo encontrados em ninhos difusos no solo, no inteiro de troncos,
embaixo de pedras ou em ninhos de outras espéecies de térmitas (Mathews, 1977). A
espécie Heterotermes longiceps é encontrada no Brasil e na Argentina (Constantino,
1998), sendo comum na regido Nordeste do Brasil (Bandeira et al., 2003; Vasconcellos
& Bandeira, 2005; Vasconcellos et al., 2010; Vasconcellos, 2010). E conhecida por ser
praga para a cultura de cana-de-agUcar (Pizano & Fontes, 1986). Possui uma posi¢do
mais derivada dentro da familia Rhinotermitidae (Inward et al., 2007).

Rhinotermes € um género menor com apenas quatro espécies conhecidas na
regido neotropical (Constantino, 1998), normalmente encontradas dentro de madeira
Umida mais decomposta (Mathews, 1977). Esse género estd incluido na subfamilia
Rhinotermitinae, conhecida por possuir a linhagem &ptera constituida quase que
exclusivamente por fémeas e por essa linhagem ser reconhecivel logo apos a primeira
muda (Renoux, 1976; Roisin 1988a; Roisin & Lens, 1999). Rhinotermes marginalis €
encontrada no Brasil central (Mathews, 1977; Constantino, 1998), regido amazoénica

(Constantino, 1991) e na regido Nordeste do Brasil (Bandeira et al., 2003). Essa espécie



é considerada praga estrutural secundaria (Constantino, 2002), podendo causar dano em

madeira de edificagdes.



OBJETIVOS

Geral

Descrever o padrdo de castas das espécies de cupins neotropicais Heterotermes
longiceps e Rhinotermes marginalis (Isoptera: Rhinotermitidae), verificando se 0s
sistemas de diferenciacdo da familia Rhinotermitidae corroboram os padrdes

filogenéticos descritos para essa familia.

Especificos

¢ Diferenciar morfometricamente as castas e 0s instares das duas espécies;

e Determinar o sexo das castas apteras (operarios e soldados), buscando detectar
ou ndo a existéncia de polimorfismo sexual;

o Verificar se as espécies apresentam operarios verdadeiros ou pseudergates.

e Comparar os padrBes de desenvolvimento das espécies estudadas com outras da

familia Rhinotermitidae.
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MATERIAL E METODOS

Descricéo das areas de coleta das duas espécies analisadas

As colobnias da espécie Heterotemes longiceps foram coletadas em um fragmento
de Mata Atlantica, com cerca de 5,64 ha de area, vinculado ao Departamento de
Sistematica e Ecologia da Universidade Federal da Paraiba. Esse fragmento esta
localizado no municipio de Jodo Pessoa (06°7'S, 34°45'W), a 43 m de altitude (Bezerra
& Martins, 2001) (Figura 1). Originalmente, esse local fazia parte da Mata do
Buraquinho, uma floresta com cerca de 600 ha (Alonso & Langguth, 1989; Carvalho,
1978), sendo considerada uma floresta megatérmica pluvial costeira do Nordeste do
Brasil (Andrade-Lima & Rocha, 1971). O clima € quente e Umido, com temperatura
média de 25°C, pluviosidade entre 1500 a 1700mm e umidade em torno de 80%
(Santana et al., 2008).

Ja as colbnias de Rhinotermes marginalis foram coletadas no Parque Nacional
de Ubajara, localizado na Chapada de Ibiapina, na regido noroeste do estado do Ceara
(3°50’S, /40°55°W) (Figura 1). O Parque apresenta trés formacOes distintas de
vegetacdo: Floresta Subperenifélia Tropical Pluvio Nebular (mata Umida), Floresta
Caducifélia Espinhosa (caatinga hipoxerodfila) e uma vegetacdo de transicdo entre a
mata Umida e a caatinga nas encostas e penhascos, denominada de Floresta
Subcaducifélia Tropical Pluvial (mata seca) (Nascimento et al., 2005; Iplance, 1989;
Souza, 1989). A mata Umida apresenta um estrato herbaceo e arbustivo pouco
representativos, ressaltando por sua vez o estrato arboreo que pode chegar aos 20 m de
altura. A temperatura em Ubajara varia entre 24 e 26°C, a pluviosidade 1483,5mm e a
umidade acima dos 70% (Sousa Filho & Sales, 2009)
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Figura 1. Mapa das localidades onde foram coletadas as espécies Heterotermes
longiceps (Jodo Pessoa — Paraiba) e Rhinotermes marginalis (Ubajara — Ceara), na
regido Nordeste do Brasil.

Coleta das amostras

A obtencdo de cupins subterrdaneos pode ser dar através da utilizacdo de
armadilhas (Costa-Leonardo, 2002), porém o uso dessa metodologia ndo resultou em
colbnias com grande quantidade de individuos. As coletas foram feitas através de busca
ativa, principalmente em troncos caidos no chdo (Figura 2). Foram coletadas seis

col6nias de H. longiceps entre 2012 e 2014 e oito de R. marginalis entre 2013 e 2014.
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Figura 2. Tronco antes (A) e depois (B) do processo de busca de coldnias de
Rhinotermes marginalis em Ubajara — Ceara.

Apobs a coleta, os térmitas foram fixados em FAA (formol, alcool e &cido
acetico) e, posteriormente, transferidos para alcool 70%, onde estdo preservados
(Koshikawa et al., 2002; Katoh et al., 2007). ApGs esse processo, 0s térmitas sdo
separados por castas, atraves da observacdo sob o estereomicroscopio. Subamostras de
cada categoria foram aleatoriamente selecionadas para a realizagdo dos estudos
morfoldgicos, anatdmicos e morfométricos. Todas as amostras foram armazenadas na

colecédo de cupins da Universidade Federal da Paraiba.
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Analise Morfométrica

A analise morfométrica visa mensurar partes do corpo de varias castas, como
realizado por Roisin & Pasteels (1986) e Koshikawa et al. (2002), avaliando os padrdes
de diferenciacéo das castas das espécies H. longiceps e R. marginalis.

Foram utilizadas 11 medidas, que podem discriminar morfologicamente as
castas: 1) CC - comprimento da cabeca; 2) LC1 — largura maxima da cabeca; 3) LC2 —
largura da cabeca a base das mandibulas; 5) LL — largura do labro; 6) CP —
comprimento do pronoto; 7) LP — largura do pronoto; 8) LMs — largura do mesonoto; 9)
LMt — largura do metanoto; 10) CT — comprimento da tibia; 11) CF — comprimento do
fémur e 12) LF — largura do fémur. Todas essas medidas foram padronizadas de acordo
com Roonwal (1970).

Os individuos foram inicialmente separados em morfotipos: larvas, operarios,
pré-soldados, ninfas, alados (quando encontrados). De cada casta ou instar foram
mensurados 15 individuos por col6nia analisada. Nos instares mais raros, o total de
individuos mensurados ficou condicionado a disponibilidade desses individuos na
coldnia. As medidas foram realizadas sob estereomicroscopio, com a utilizacdo de
reticulo micrométrico.

Para avaliar as mudancas dos parametros morfolégicos durante a diferenciacdo
das castas, foi realizada uma analise dos componentes principais (PCA), como utilizado
em Vvarios estudos realizados sobre o desenvolvimento das castas de térmitas (Roisin &
Pasteels, 1986; Lelis & Everaerts, 1993; Koshikawa et al., 2002). As analises foram
feitas no software Statistica 10.0 (StatSoft, 2010). A diferenca entre os grupos foi
avaliada através de uma ANOVA (one-way), utilizando os scores dos primeiro

componente principais da PCA. Além disso, foi realizado um Tukey a posteriori para se
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entender quais grupos se diferenciavam entre si, sendo uma importante ferramenta para

perceber diferencas em grupos sobrepostos na PCA.

Determinacéo do sexo

A determinacdo do sexo dos operarios e dos soldados foi realizada através de
técnica semelhante a descrita por Noirot (1955) e por Miura et al., (1998). Os abdomens
foram cortados no plano frontal e a metade dorsal do abddémen, o intestino e o cordéo
nervoso ventral (caso necessario) foram removidos.

Ap0s dissecadas, as pecas da regido ventral do abdome foram desidratadas em
alcool PA 95% durante cerca de 5 min, clarificadas em Xilol por mais 5 min e
colocadas novamente em &lcool por mais 5 min, como j& utilizado por Moura et al.
(2010). Foi utilizado o corante Carmin cloridrico, que tem apresentado bons resultados
na visualizacdo das gonadas de cupins. As pecas foram mantidas no corante por 60 min
e posteriormente colocados em alcool cloridrico (0,5% HCI em 80% de etanol) até o
aparato genital ficar distinguivel, permitindo a determinacdo de sexo. O tempo de
permanéncia no alcool cloridrico era variavel (1 a 3 minutos, dependendo da peca).

Nas castas apteras, a diferenciacdo de macho e fémea se deu através da
observagdo dos rudimentos sexuais. Nas fémeas, foi observado o rudimento dos
ovidutos no esternito 7, da espermateca no esternito 8 e das glandulas coleteriais no
esternito 9. Ja nos machos, foram observados rudimentos da vesicula seminal no
esternito 9. A verificagdo do sexo das ninfas e dos alados foi realizada através da
observacao do sétimo esternito abdominal, que é expandido apenas na fémea (Weesner,

1969).
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Revisdo dos padrdes de castas conhecidos para Rhinotermitidae

Para realizar a revisdo dos padrbes de castas de Rhinotermitidae, foram

encontrados 0s seguintes trabalhos separados por géneros:

1. Subfamilia Rhinotermitinae:

- Schedorhinotermes: Renoux (1976).
- Parrhinotermes: Roisin (1988b).
- Rhinotermes: Incluido nessa tese.
Nada foi encontrado para o género Acorhinotermes. Apesar de ndo ter o padrdo
de castas estudado, foi analisado um estudo com reprodutores secundarios ergatdides do

género Dolichorhinotermes (Darlington et al., 1992).

2) Prorhinotermes, Termitogeton e Psammotermes + familia Serritermitidae
- Prorhinotermes: Miller (1942), Roisin (1988a).

- Termitogeton: Parmentier & Roisin (2003).

- Glossotermes: Bourguignon et al. (2009).

- Psammotermes: Bourguignon et al. (2012).

- Serritermes: Barbosa (2012).

3) Subfamilias Heterotermitinae e Coptotermitinae
- Reticulitermes: Hare (1934), Takematsu (1992), Lainé & Wright (2003)
- Coptotermes: Roy-Noél (1968), Pajni & Arora (1990), Roisin & Lenz (1999).

- Heterotermes: Incluido nessa tese.
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Ndo foram encontrados trabalhos com castas para espécies do género
Tsaitermes.

Foram utilizados trabalhos de revisdo que incluiram a familia Rhinotermitidae,
como Miller (1969) e Roisin (2000). Os padrdes de castas encontrados em todos os
trabalhos analisados serdo comparados com a analise filogenética realizada por
Bourguignon et al. (2015). Sera que os padrdes de castas corroboram os padrfes
filogenéticos em Rhinotermitidae? Por se tratar de um trabalho de revisao, a anélise dos

artigos estard incluida na discusséo desse trabalho.
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RESULTADOS

Analise da espécie Heterotermes longiceps

Todas as coldnias de H. longiceps foram encontradas em troncos de arvores
caidos no chdo, em um estagio de decomposicdo inicial, sendo 0s cupins mais
abundantes na regido periférica do tronco. As colbnias 2 e 5 ndo apresentaram instares

ninfais (Tabela 1). Ndo foram encontrados reprodutores primarios de H. longiceps.

Tabela 1. Castas, instares e més de coleta de colénias de Heterotermes longiceps,
coletados em Jodo Pessoa, Paraiba.

Castas/ Colbnias
instares 4
Larval
Larva 2
Pré-soldado
Soldado maior
Soldado menor
Operéario maior
Operéario menor
Ninfa 1
Ninfa 2
Ninfa 3 X
Ninfa 4 X X
Alados X
Més de coleta nov/12 jan/13 fev/13 fev/13 mai/l4 ago/l4

o1
(o3}

X XN
XX X X X X X|w
X X X X X X
X X X X X X
X X X

XXX XXX X Xk
X X X X

X X X X X
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Morfometria

Foi realizada uma analise dos componentes principais (PCA) com as medidas de
343 individuos da linhagem aptera de H. longiceps. Os dois primeiros componentes
principais apresentaram 95,85% de explicacdo da variancia dos dados, sendo 79,71% no
primeiro e 16,14% no segundo componente (Tabela 2). As varidveis mais importantes
para 0 a variancia dos individuos no primeiro componente principal (CP1) foram
largura do pronoto (LP) e comprimento do fémur (CF) e para o segundo componente

principal (CP2) foram largura do labro (LL) e comprimento da cabeca (CC).

Tabela 2. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada
variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 343 individuos
apteros de Heterotermes longiceps.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 8,76 1,77

Variancia total % 79,71 16,14
Variancia cumulativa % 79,71 95,85
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,920 0,305
Comprimento da Cabeca (CC) -0,841 -0,512
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,946 0,092
Largura do Labro (LL) -0,296 0,930
Comprimento do Pronoto (CP) -0,959 -0,253
Largura do Pronoto (LP) -0,986 -0,107
Largura do Mesonoto (LMs) -0,929 0,313
Largura do Metanoto (LMt) -0,865 0,465
Comprimento da Tibia (CT) -0,969 -0,090
Comprimento do Fémur (CF) -0,972 -0,146
Largura do Fémur (LF) -0,918 -0,357

A partir da projecdo dos scores dos dois primeiros componentes principais,
verificou-se a separacdo de dois instares de larvais (L1 e L2), operario menor (OP1) e
operario maior (OP2), pré-soldado (PS), soldado menor (S1) e soldado maior (S2)
(Figura 3).
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Figura 3. Analise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 343 individuos apteros de Heterotermes
longiceps coletados em Jodo Pessoa, PB. Projecdo dos scores com base em 11 variaveis
morfomeétricas das larvas (L1 e L2), operarios (OP1 e OP2), pré-soldados (PS), soldados
(Sle S2).

A ANOVA mostrou diferenca morfométrica significativa entre as castas da
linhagem aptera (Fe 336 = 3692,6; p < 0,05). A realizagdo do Tukey nédo encontrou
diferenca significativa entre pré-soldado (PS) e soldado menor (OP1) (Tukey, p = 0,48).
Todas os outros instares diferiram entre si (Tukey, p < 0,05).

Com relacdo a linhagem ninfal foram encontrados 48 individuos e todos foram
submetidos ao PCA, que apresentou um total de 89,04% de explicacdo da variéncia,
sendo 74,80% na CP1l e 14,24% na CP2 (Tabela 3). Na CP1l as variaveis mais
importantes foram largura do pronoto (LP) e largura maxima da cabeca (LM1) enquanto

que na CP2 largura do mesanoto (LMs) e largura do metanoto (LMt) apresentaram as

maiores cargas sobre os fatores.
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Tabela 3. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada
variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 48 individuos da
linhagem ninfal de Heterotermes longiceps.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 8,22 1,56

Variancia total % 74,80 14,24
Variancia cumulativa % 74,80 89,04
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,981 0,006
Comprimento da Cabeca (CC) -0,971 -0,136
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,732 -0,517
Largura do Labro (LL) -0,618 -0,116
Comprimento do Pronoto (CP) -0,980 -0,060
Largura do Pronoto (LP) -0,989 0,090
Largura do Mesonoto (LMs) -0,667 0,738
Largura do Metanoto (LMt) -0,574 0,800
Comprimento da Tibia (CT) -0,946 -0,175
Comprimento do Fémur (CF) -0,962 -0,192
Largura do Fémur (LF) -0,935 -0,059

A partir da projecdo dos scores dos dois primeiros componentes principais,
verificou-se a separacdo das ninfas em quatro instares (N1-N4), alado macho (AM) e
fémea (AF) (Figura 4). A ANOVA mostrou diferenga significativa entre os instares da
linhagem ninfal (Fs42) = 360,55; p < 0,05). O instar N4 se mostrou bastante espalhado
no PCA, o que poderia sugerir que fosse formado por mais de um instar ninfal. Foi
realizada separadamente uma analise dividindo esses individuos em dois grupos (N4 e
N5), porém o Tukey ndo mostrou diferenca significativa entre eles (Tukey, p = 0,19).
Dessa forma, todos os individuos dessa faixa de tamanho foram considerados ninfa 4
(N4). O teste de Tukey mostrou diferencas significativas entre todos os grupos da
linhagem ninfal de H. longiceps (Tukey, p < 0,05), exceto a ninfa 4 (N4) e alado fémea
(AF) (Tukey, p = 0,55). Os instares ninfais foram classificados de N1 a N4 por terem

sido encontrados quatro instares no total. Poréem, os instares iniciais ndo foram
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encontrados, o que significa que N1, N2, N3 e N4 néo representam, respectivamente, o

primeiro, segundo, terceiro e quarto instares ninfais.

&Y em @

Componente Principal 2 (14 24%)
o

N1
N2
N3
N4
AM
AF

5 -4 -2 0 2 4 6
Componente Principal 1 (74 ,80%)

L

Figura 4. Analise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 48 individuos da linhagem ninfal de
Heterotermes longiceps coletados em Jodo Pessoa, PB. Projecdo dos scores com base
em 11 variaveis morfométricas das ninfas (N1-N4), alados macho (AM) e alados fémea
(AF).

Foi realizado um PCA incluindo todos os individuos de H. longiceps
mensurados. Foram incluidos nessa anélise 391 individuos das linhagens éaptera e ninfal.
A PCA incluindo todos os individuos apresentou 72,16% de variancia para o CP1 e
18,33% de variancia para o CP2, totalizando 90,49% de explicacdo da variancia dos
individuos (Tabela 4). As variaveis mais importantes para o a variancia dos individuos

no (CP1) foram largura do pronoto (LP) e comprimento do fémur (CF) e para o segundo

componente principal (CP2) foram largura do labro (LL) e largura do metanoto (LMt).
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Tabela 4. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada
variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 391 individuos de
Heterotermes longiceps.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 7,93 2,01

Variancia total % 72,16 18,33
Variancia cumulativa % 72,16 90,49
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,897 -0,165
Comprimento da Cabeca (CC) -0,776 0,592
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,919 0,010
Largura do Labro (LL) -0,280 -0,851
Comprimento do Pronoto (CP) -0,966 0,163
Largura do Pronoto (LP) -0,988 0,042
Largura do Mesonoto (LMs) -0,691 -0,576
Largura do Metanoto (LMt) -0,716 -0,626
Comprimento da Tibia (CT) -0,965 0,085
Comprimento do Fémur (CF) -0,969 0,157
Largura do Fémur (LF) -0,914 0,361

A partir da projecdo dos scores do primeiro e segundo componente principal foi
possivel a separacdo de todos os individuos medidos em 12 instares: larva 1, larva 2,
operario 1, operario 2, pré-soldado, soldado menor, soldado maior, ninfa 1, ninfa 2,
ninfa 3, ninfa 4 e alado (Figura 5). Todos os individuos de H. longiceps foram

fotografados e podem ser observados na figura 6.
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Figura 5. Analise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 391 individuos de Heterotermes longiceps
coletados em Jodo Pessoa, PB. Projecdo dos scores com base em 11 variaveis
morfomeétricas das larvas (L1 e L2), operarios (OP1 e OP2), pré-soldados (PS), soldados
(S1 e S2), ninfas (N1-N4), alados macho (AM) e alados fémea (AF).
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Figura 6. Castas e instares de Heterotermes longiceps encontrados em seis coldnias
analisadas. Larva 1 (A), larva 2 (B), operéario 1 (C), operario 2 (D), ninfa 1 (E), ninfa 2
(F), ninfa 3 (G), ninfa 4 (H), alado (1), pré-soldado (J), soldado menor (K) e soldado
maior (L). Escala =1 mm.
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Determinacéao do sexo

Foram corados 90 abdomens de cupins da espécie H. longiceps, todos da
linhagem aptera: soldado menor (n=30), soldado maior (n=30), pré-soldado (n=7),
operario menor (n=10) e operario maior (n=13) (Tabela 5). Os resultados apontam para
um claro dimorfismo sexual dos soldados (Figura 7), apesar de apresentar apenas um
instar de pre-soldado.

Tabela 5. Determinacéo do sexo de operarios, pré-soldados e soldados de H. longiceps.
Abdomens corados com carmin cloridrico para visualizacdo dos rudimentos sexuais.

Casta Sexo ~
Macho Fémea
Operario menor (OP1) 4 6
Operério maior (OP2) 6 7
Pré-soldado (PS) 4 3
Soldado menor (S1) 30 0
Soldado maior (S2) 0 30
Total 44 46
90

;;4’ 4. —>

A B

Figura 7. Regido final do esternito de soldado maior fémea (A) e soldado menor
macho (B) de Heterotermes longiceps corados com carmin cloridrico. Na fémea, é
possivel observar os rudimentos dos ovidutos no esternito 7 (1), da espermateca no
esternito 8 (2) e das glandulas coleteriais no esternito 9 (3). J& no macho esta destacado
o rudimento da vesicula seminal no esternito 9 (4).
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Diante das analises morfométricas e da determinacdo sexual das castas apteras,
foi possivel estabelecer o possivel padrdo de desenvolvimento da espécie H. longiceps

(Figura 8):

A
1
M F N4
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AN /
L2
t
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Figura 8. Esquema da diferenciacdo de castas em Heterotermes longiceps. O: ovo, L1-
L2: instares larvais, OP1: operario menor, OP2: operario maior, PS: pré-soldado, S1:
soldado menor, S2: soldado maior, N1-N4: instares ninfais. M = machos e F = fémeas.
Possibilidade de ocorréncia de instares ninfais iniciais ndo detectados nesse trabalho (?).
Cada seta simboliza uma muda e as setas pontilhadas significam o provavel caminho de
diferenciacéo.
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Analise da espécie Rhinotermes marginalis

As colbnias de R. marginalis também foram encontradas em troncos em contato
com o solo, porém em madeira mais decomposta. Em apenas duas dessas coldnias
foram encontrados instares larvais e ninfais, 0 que sugere que as outras seis colonias
coletadas eram de forrageiros (estavam no tronco realizando coleta de recursos
alimentares) (Tabela 6). As colbnias de forrageiros se encontravam espalhadas no
tronco, porém eram mais abundantes na regido periférica, assim como a espécie H.
longiceps. Ja as colbnias 4 e 5 apresentaram um grande ndmero de individuos e se

encontravam principalmente na regido interna do tronco.

Tabela 6. Castas, instares e més de coleta de colénias de Rhinotermes marginalis,
coletados em Ubajara, Ceara.

Castas/ Colbnias
instares 1 2
Larva l
Larva 2
Larva 3
Larva4
Larva 5
Pré-soldado maior
Pré-soldado menor
Soldado maior
Soldado menor
Operario
Ninfa 1
Ninfa 2
Ninfa 3 X
Ergatdide X X X
Més de coleta dez/13 dez/13 abr/14 out/14

X X X
X XXX XXX XXX X|o

XXXXXXXXXXXXX|~

Apesar de terem sido realizadas campanhas em meses diferente, apenas trés

instares ninfais foram encontrados. Ndo foram encontrados alados em nenhuma das
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colbnias analisadas. As coletas realizadas em abril e em outubro de 2014 apresentaram
0s mesmos instares de ninfas, aparentemente instares iniciais de desenvolvimento.

Das oito coldnias coletadas, apenas cinco foram analisadas nesse trabalho. As
trés colbnias ndo analisadas eram de forrageiros e ndo apresentavam quantidades
significativas de larvas ou ninfas. N&o foram encontrados reprodutores primarios de R.
marginalis.

Os cupins da coldnia 3 estavam infectados com o fungo ectoparasita Mattirolella
silvestrii e a investigacdo da acdo do fungo na col6nia de R. marginalis faz parte do
capitulo 2 dessa tese. A col6nia 2 foi utilizada para reforcar o nimero de ergatdides

encontrados, ja que eles foram mais raros nas outras coldnias.

Morfometria

Para a realizacdo da analise dos componentes principais (PCA) das castas
apteras da espécie Rhinotermes marginalis foram mensurados 334 individuos. Os dois
primeiros componentes principais apresentaram 98,16% de explica¢do da variancia dos
individuos, sendo 91,95% no CP1 e 6,21% no CP2 (Tabela 7). As variaveis largura do
mesonoto (LMs) e largura do pronoto (LP) foram as que mais influenciaram o CP1,
enquanto que largura do labro (LL) e largura méaxima na base das mandibulas (LC2)

foram mais importantes para a CP2.
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Tabela 7. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada

variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 334 individuos
apteros de Rhinotermes marginalis.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 10,11 0,68

Variancia total % 91,95 6,21

Variancia cumulativa % 91,93 98,16
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,961 0,239
Comprimento da Cabeca (CC) -0,955 -0,227
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,934 0,342
Largura do Labro (LL) -0,845 0,517
Comprimento do Pronoto (CP) -0,945 -0,317
Largura do Pronoto (LP) -0,990 -0,078
Largura do Mesonoto (LMs) -0,992 -0,062
Largura do Metanoto (LMt) -0,983 0,109
Comprimento da Tibia (CT) -0,977 -0,126
Comprimento do Fémur (CF) -0,981 -0,160
Largura do Fémur (LF) -0,975 -0,163

A projecdo dos scores do primeiro e segundo componente principal demonstrou
a separacdo dos apteros em varios instares larvais (L1-L5), além de pré-soldados (PS1-

PS2), soldados (S1-S2), operarios (OP1-OP2) e ergatdide (E) (Figura 9).
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Figura 9. Analise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 334 individuos &pteros de Rhinotermes
marginalis coletados em Ubajara, CE. Projecdo dos scores com base em 11 varidveis
morfométricas das larvas (L1-L5), pré-soldados (PS1 e PS2), soldados (S1 e S2),
operarios (OP1 e OP2) e ergatoide (E).

Foi observada uma diferenca morfométrica significativa entre as castas da
linhagem aptera (Fa1322 = 7963,2; p < 0,05). O Tukey realizado a posteriori ndo
separou todos os instares larvais entre si (Tukey, p < 0,05). Os outros individuos da
linhagem é&ptera também se diferenciaram entre si, exceto larva 3 (L3) e pré-soldado
menor (PS1) (Tukey, p = 1).

Foram encontrados 48 individuos incluidos na linhagem ninfal da espécie R.
marginalis. O PCA das ninfas dessa espécie apresentou uma alta explicacdo na primeira
componente principal (CP1), chegando a 98,22%, enquanto que a CP2 explicou apenas

0,56% da variagdo dos dados, totalizando 98,78% da variancia acumulada (Tabela 8).

As variaveis mais importantes para o a variancia dos individuos no CP1 foram
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comprimento da tibia (CT) e largura do mesonoto (LMs) e para o CP2 foram largura do

labro (LL) e largura do fémur (LF).

Tabela 8. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada
variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 48 individuos da
linhagem ninfal de Rhinotermes marginalis.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 10,80 0,06

Variancia total % 98,22 0,56

Variancia cumulativa % 98,22 98,78
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,993 -0,016
Comprimento da Cabeca (CC) -0,989 0,007
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,989 -0,034
Largura do Labro (LL) -0,979 -0,162
Comprimento do Pronoto (CP) -0,986 0,138
Largura do Pronoto (LP) -0,996 0,001
Largura do Mesonoto (LMs) -0,997 0,048
Largura do Metanoto (LMt) -0,996 0,050
Comprimento da Tibia (CT) -0,998 0,024
Comprimento do Fémur (CF) -0,996 0,035
Largura do Fémur (LF) -0,982 -0,094

A projecédo dos scores do primeiro e segundo componente principal demonstrou
a separacdo dos apteros em trés instares ninfais (N1-N3) (Figura 10). Foi verificada
diferenga morfométrica significativa entre todos os instares ninfais (F( 45 = 1879,8; p <

0,05) e todos os instares se diferiram entre si (Tukey, p < 0,05).
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Figura 10. Andlise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 48 individuos da linhagem ninfal de
Rhinotermes marginalis coletados em Ubajara, CE. Projecdo dos scores com base em
11 variaveis morfométricas de trés instares ninfais (N1-N3).

Foi realizada uma PCA incluindo todos os individuos mensurados de R.
marginalis (n = 382). Os dois primeiros componentes principais apresentaram 96,33%
de explicacdo da variancia dos dados, sendo 90,51% no primeiro e 5,81% no segundo
componente (Tabela 9). As variaveis mais importantes para o a variancia dos individuos

no CP1 foram largura do pronoto (LP) e comprimento do fémur (CF) e para o CP2

foram largura do labro (LL) e largura méaxima na base das mandibulas (LC2).

33



Tabela 9. Autovalores, variancia (total e cumulativa) e pontuacdo dos fatores de cada
variavel dos dois primeiros componentes principais (PCA), a partir de 382 individuos da
linhagem ninfal de Rhinotermes marginalis.

Componentes Principais

1 2

Autovalor 9,95 0,64

Variancia total % 90,52 5,81

Variancia cumulativa % 90,52 96,33
Largura Maxima da Cabeca (LM1) -0,958 -0,246
Comprimento da Cabeca (CC) -0,942 0,150
Largura Maxima na Base das Mandibulas (LC2) -0,934 -0,342
Largura do Labro (LL) -0,852 -0,508
Comprimento do Pronoto (CP) -0,945 0,318
Largura do Pronoto (LP) -0,987 0,094
Largura do Mesonoto (LMs) -0,949 0,130
Largura do Metanoto (LMt) -0,961 -0,048
Comprimento da Tibia (CT) -0,975 0,093
Comprimento do Fémur (CF) -0,980 0,129
Largura do Fémur (LF) -0,975 0,164

A partir da projecdo dos scores do primeiro e segundo componente principal foi
possivel a separacdo de todos os individuos medidos em 15 instares: larva 1, larva 2,
larva 3, larva 4, larva 5, pré-soldado menor, pré-soldado maior, soldado menor, soldado
maior, operario menor, operario maior, ergatdide, ninfa 1, ninfa 2 e ninfa 3 (Figura 11).

Foram observados individuos se diferenciando de larva para pré-soldado menor.
Nesses individuos, percebe-se claramente a mudanca do labro da larva de segundo
instar (L2) para a formagdo do labro “nasutdide” do soldado menor de R. marginalis
(Figura 12). Todos os individuos de H. longiceps foram fotografados e podem ser

observados na figura 13.

34



20 ¢

1.5 | @

10t

05+ @C@
@ L1
00t

oe

A0t

L4

PS1
S1
pPs2
52
OP1
opP2

Componente Principal 2 (5,81%)

A5t

M1
M2

20

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6
Componente Principal 1 (30 52%)

> r ¢ ¢ B R EES® >

Figura 11. Analise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 385 individuos de Rhinotermes marginalis
coletados em Ubajara, CE. Projecdo dos scores com base em 11 variaveis
morfométricas das larvas (L1-L5), pré-soldados (PS1 e PS2), soldados (S1 e S2),
operarios (OP1 e OP2), ergatdides (E) e ninfas (N1-N3).

Figura 12. Larvas de segundo instar de Rhinotermes marginalis. A seta indica o inicio
da modificacdo do labro para a formag¢ao do labro “nasutéide” do soldado menor.
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Figura 13. Castas e instares de Rhinotermes marginalis encontrados em quatro col6nias
analisadas. Larva 1 (A), larva 2 (B), larva 3 (C), larva 4 (D), larva 5 (E), operario 1 (F),
operario 2 (G), ergatdide (H), ninfa 1 (I), ninfa 2 (J), ninfa 3 (K), pré-soldado menor
(L), soldado menor (M), pré-soldado maior (N), e soldado maior (O). Escala =1 mm.
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Determinacéao do sexo

Foram corados 115 abdomens de cupins da espécie R. marginalis: soldado
menor (n=30), soldado maior (n=30), operario menor (n=20) e operario maior (n=20) e
ergatdide (n=15). Todos os individuos analisados sdo fémeas. Nao foram encontradas
gbnadas desenvolvidas nos ergatoides (Figura 14). Esses individuos apresentaram uma
grande gquantidade de um duro tecido, semelhante a tecido adiposo (corpo gorduroso),
que atrapalhou o processo de dissecacdo. O processo de retirada desse tecido pode ter

arrancado as gonadas dos ergatdides.
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Figura 14. Regido final do esternito de operario maior (A) e de ergatdide (B) de
Rhinotermes marginalis corados com carmin cloridrico. E possivel observar os
rudimentos dos ovidutos no esternito 7 (1), da espermateca no esternito 8 (2) e das
glandulas coleteriais no esternito 9 (3). Os cupins com morfologia de ergatoides
também aparentam possuir rudimentos.
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A partir das analises morfométricas e da determinacdo sexual das castas &pteras,
foi possivel estabelecer o possivel padrdo de desenvolvimento da espécie R. marginalis

(Figura 15):
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Figura 15. Esquema da diferenciacdo de castas em Rhinotermes marginalis. O: ovo,
L1-L5: instares larvais, OP1: operario menor, OP2: operario maior, E: ergatoide, PS1:
pré-soldado menor, S1: soldado menor, PS2: pré-soldado maior, S2: soldado maior, N1-
N3: instares ninfais. M = machos e F = fémeas. Possibilidade de ocorréncia de instares
ninfais finais ndo detectados nesse trabalho (?). Cada seta simboliza uma muda e as
setas pontilhadas significam o provavel caminho de diferenciacéo.
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DISCUSSAO

Analise do padrao de castas de Heterotermes longiceps

O sistema de castas da espécie Heterotermes longiceps é semelhante ao padrdo
ja descrito para as subfamilias Heterotermitinae e Coptotermitinae, em estudos
realizados com espécies dos géneros Reticulitermes e Coptotermes. Heterotermitinae é
parafilética com relacdo a Coptotermitinae e essas subfamilias juntas sdo consideradas
grupo-irméo Termitidae (Lo et al., 2004; Inward et al., 2007; Bourguignon et al., 2015).
A espécie apresentou um padrdo bifurcado de desenvolvimento, ocorrendo uma
separac¢do da linhagem &ptera e ninfal apos o segundo instar larval.

A linhagem é&ptera apresentou dois instares larvais indiferenciados. Esse mesmo
resultado foi encontrado em Reticulitermes arenincola, R. flavipes e R. tibialis (Hare,
1934), R. speratus (Takematsu, 1992), Coptotermes lacteus (Roisin & Lenz, 1999) e C.
heimi (Pajni & Arora, 1990). Esse padrdo também € encontrado em Termitogeton
(Parmentier & Roisin, 2003) e nos cupins da familia Serritermitidae, Glossotermes
(Bourguignon et al., 2009) e Serritermes (Barbosa, 2012), porém esses ultimos géneros
parecem possuir um padrao de desenvolvimento linear.

A partir do segundo instar larval ocorre a divisdo no desenvolvimento em H.
longiceps. De um lado, ocorre a formacdo dos operéarios, pré-soldados e soldados. Do
outro, se desenvolvem os instares ninfais e os alados. Fica entdo caracterizado um
desenvolvimento bifurcado nessa espécie. Esse resultado corrobora os padrbes ja
investigados nas subfamilias Heterotermitinae e Coptotermitinae. Em Reticulitermes e
em Coptotermes as larvas de segundo instar formam os operarios e as ninfas de

primeiro instar.
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Os 103 operarios mensurados foram incluidos em apenas dois instares distintos.
Resultado semelhante foi encontrado para a espécie Coptotermes heimi que também
apresentou operarios maiores e menores (Pajni & Arora, 1990). Em Reticulitermes e em
Coptotermes lacteus foram encontrados diversos instares de operarios (Hare, 1934;
Roisin & Lenz, 1999). Costa-Leonardo (2002) relata que a espécie Heterotermes tenuis
também apresenta varios instares de operarios. Os operarios maiores de H. longiceps se
apresentaram bastante espalhados no PCA, porém ndo foram discriminados em nuvens
distintas.

A andlise do sexo dos operarios mostrou que H. longiceps possui apenas
operarios verdadeiros. Em Reticulitermes, os operérios verdadeiros aparecem a partir
das larvas, porém individuos da linhagem ninfal podem se desenvolver em pseudergates
(Harris & Sands, 1965; Noirot & Pasteeus, 1988; Lainé & Wright, 2003). Ja em
Coptotermes foram observados apenas operarios verdadeiros, assim como nesse
trabalho.

Os pré-soldados de H. longiceps se concentraram em uma Unica huvem no PCA,
sugerindo que exista apenas um instar nessa espécie. Nao foi possivel determinar qual
casta da origem ao pré-soldado, j& que ndo foram observados individuos em
diferenciacdo. A investigacdo da ontogenia dos soldados Heterotermes tenuis mostrou
que os instares de pré-soldado possuia dois tamanhos diferentes (n=45) e revelou que
eles se formam a partir de operarios forrageiros (Laranjo, 2011), o que fortifica a
hipdtese da formacéo dos soldados a partir dos operarios em H. longiceps.

Todos os soldados menores analisados nesse trabalho eram machos e os maiores
eram fémeas, revelando um dimorfismo sexual nessa casta. Um resultado semelhante
foi encontrado para a especie H. tenuis, onde todos os soldados menores eram também

eram machos, porém o0s maiores eram machos e fémeas, em uma proporcdo de
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aproximadamente 1:1 (n=30) (Laranjo, 2011). Para espécies de outros géneros, foi
verificada uma proporgdo de 1:1 em soldados e operérios de Reticulitermes flavipes
(Zimet & Stuart, 1982). Em Coptotermes lacteus os operarios sdo dos dois sexos, porém
o0s soldados sdo fémeas (Roisin & Lenz, 1999) e em C. heimi os soldados e 0s operarios
maiores sdo fémeas e 0s operarios menores sdo machos (Pajni & Arora, 1990).

Com relacéo a linhagem ninfal, a anélise de morfometria separou quatro instares.
Em Coptotermes foram encontradas espécies com cinco instares ninfais em C.
intermedius (Roy-Noél, 1968) e seis em C. lacteus (Watson & Sewell, 1981; Roisin &
Lenz, 1999). O PCA realizado com todos os individuos mostra um relativo espagcamento
entre 0 segundo instar larval e o primeiro instar ninfal, 0 que pode sugerir que esse
trabalho ndo conseguiu analisar os instares iniciais de H. longivceps. Em C. lacteus, o
primeiro instar ninfal é similar em tamanho ao primeiro instar de operério (Roisin &
Lenz, 1999).

Trabalhos com filogenia de cupins tem mostrado o monofiletismo das familias
Kalotermitidae e Termitidae, enquanto que Rhinotermitidae tem sido considerada
parafilética ou polifilética (Inward et al., 2007; Legendre et al., 2008; Bourguignon et
al., 2015). Isso se reflete no que tem sido observado na ontogenia dos individuos. As
familias Kalotermitidae e Termitidae possuem padrfes de castas bem definidos,
enquanto que Rhinotermitidae apresenta varios padrdes diferentes (Roisin, 2000). A
espécie H. longiceps apresentou um padrdo que se assemelha com o observado para a
sua subfamilia e fortifica a sua relacdo proxima com individuos dos géneros

Reticulitermes e Coptotermes.
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Analise do padréo de castas de Rhinotermes marginalis

O sistema de castas da espécie Rhinotermes marginalis é semelhante ao padréo
ja descrito para outros cupins incluidos na subfamilia Rhinotermitinae. Esse grupo
inclui os géneros Acorhinotermes, Rhinotermes, Dolichorhinotermes, Parrhinotermes e
Schedorhinotermes e é considerado monofilético (Bourguignon et al., 2015). Apenas 0s
padroes de diferenciacdo de castas dos géneros Parrhinotermes (Roisin, 1988b) e
Schedorhinotermes (Renoux, 1976) foram anteriormente estudados. A espécie R.
marginalis apresentou um padrdo bifurcado de desenvolvimento, ocorrendo uma
separacgdo da linhagem aptera e ninfal logo ap6s o primeiro instar larval.

A linhagem aptera apresentou trés instares (L1-L3) bem discriminados em
nuvens na analise dos componentes principais. Além desses, foram encontrados mais
dois outros instares (L4 e L5), que se sobrepuseram na analise, porém o teste de Tukey
encontrou diferencas significativas entre eles. Estudos anteriores em Rhinotermitinae
encontraram apenas 3 instares larvais nas espécies estudadas. Em Schedorhinotermes a
larva 3 (L3) é fortemente dimdrfica: as larvas 3 menores ddo origem aos pré-soldados
menores e as larvas 3 maiores aos operarios (Renoux, 1976). Ndo foi encontrado
polimorfismo nas larvas de Parrhinotermes (Roisin, 1988b).

Foram encontrados dois instares de operarios que nao se discriminaram
totalmente na PCA, porém foi verificada diferenca significativa entre eles. Nao existe
um padrdo para os operarios de Rhinotermitinae. Em Parrhinotermes browni, largura da
cabeca e comprimento da base do flagelo ndo conseguiram detectar polimorfismo,
sendo definido apenas um instar de operario para essa espécie (Roisin, 1988b). Ja em
Schedorhinotermes lamanianus, 0s operarios parecem manter a capacidade de sofrer

muda, podendo ter até cinco instares de operarios antes da formacdo dos soldados
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maiores (Renoux, 1976). A quantidade de instares de operarios parece variar muito
dentro da familia Rhinotermitidae.

Foram encontrados possiveis reprodutores secundarios que nao apresentaram
teca alar, o que indica que sejam derivados da linhagem &ptera. E possivel que esses
individuos sejam ergatOides. Esse tipo de reprodutor é bastante comum em
Rhinotermitinae (Roisin, 2000). Ergatdides séo reprodutores neoténicos que se derivam
dos operérios (Thorne, 1996), normalmente sem adquirir nenhuma caracteristica de
reprodutor, exceto um ligeiro aumento na esclerotizagdo (Darlington et al., 1992).
Roisin (1988b) se referiu aos ergatdides como possuindo cor amarela (“buff color”).
Sao comuns em cupins das familias Kalotermitidae, Mastotermitidae e Rhinotermitidae,
e raros em Termitidae (Luykx, 1986; Roisin & Pasteels, 1990; Darlington et al, 1992).
Os individuos semelhantes aos ergatdides encontrados nesse trabalho foram dissecados
em busca de encontrar possiveis gonadas. Esses individuos apresentaram uma grossa
camada de corpo gorduroso bastante resistente, que estava espalhada por toda a regiéo
abdominal. Foram realizadas diversas tentativas de dissecacao, inclusive sem a retirada
total do corpo gorduroso dos individuos. Nenhuma delas encontrou nada que pudesse
parecer com gonada desenvolvida. Ergatdides ndo-fisiogastricos podem ndo realizar
funcdes reprodutivas na colénia e parecem se comportar como um operario (Darlington,
1992).

Foram encontrados dois instares de pré-soldados que originam dois diferentes
tipos de soldado. Os soldados também sdo dimorficos em Schedorhinotermes (Renoux,
1976), mas s@&o monomorficos em Parrhinotermes (Roisin, 1988b). Acorhinotermes
apesenta apenas o soldado “nasutoide”, tendo perdido o soldado maior (Quennedey &
Deligne, 1975). O soldado maior de R. marginalis possui grandes mandibulas e 0 menor

apresenta uma projecao do labro, chamado de labro “nasutdide” (semelhante ao nasuto
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dos Termitidae). A presenca do labro alongado com um pincel em sua terminacéo,
usado para aplicar secrecdes defensivas produzidas na glandula frontal parece ser uma
sinapomorfia da subfamilia Rhinotermitinae (Quennedey & Deligne, 1975).

A anédlise do sexo dos individuos apteros de R. marginalis mostrou que 0s
operarios e soldados s&o fémeas. Nao foram encontrados pseudergates, apenas operarios
verdadeiros. A subfamilia Rhinotermitinae é reconhecida por possuir operarios e
soldados fémeas e essa parece ser uma caracteristica compartilhada pelos individuos
dessa subfamilia (Renoux, 1976; Roisin, 1988b). Uma pequena proporcao de operarios
e soldados machos (menos de 1%) foi encontrado em Schedorhinotermes lamanianus
(Renoux, 1976).

Nas col6nias coletadas de R. marginalis foram encontrados trés instares ninfais.
Desses, s6 foi encontrado um (1) individuo considerado ninfa 2 (N2). Estudos anteriores
na subfamilia Rhinotermitinae mostraram que a linhagem ninfal apresenta cinco instares
de ninfas que precedem o alado. Nao foi possivel encontrar todos os instares de ninfais
para R. marginalis. As campanhas foram direcionadas para o periodo que precede a
chuva na regido de coleta, porém foi muito dificil encontrar colénias completas dessa
espécie. A maioria das colbnias coletadas parecia ser de forrageiros e ndo apresentavam
instares da linhagem ninfal.

O padrdo de castas da espécie R. marginalis possui muitas semelhancas com o
encontrado para Parrhinotermes browni e Schedorhinotermes lamanianus, todos
incluidos na subfamilia Rhinotermitinae: separacdo das linhagens apteras e ninfal logo
apos a primeira muda e ocorréncia de soldados e operarios fémeas. Essas parecem ser

caracteristicas bem definidas para essa subfamilia.
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Revisdo dos padrdes de castas em Rhinotermitidae

O trabalho mais recente sobre a filogenia dos cupins foi realizado a partir do
genoma mitocondrial e tentou explicar as relacBes dentro de Rhinotermitidae. Para
Bourguignon et al. (2015), essa familia é polifilética e pode ser dividida em trés grupos
monofiléticos: o primeiro inclui a subfamilia Rhinotermitinae, o segundo inclui a
familia Serritermitidae e os géneros Prorhinotermes, Termitogeton e Psammotermes da
familia Rhinotermitidae e o terceiro inclui as subfamilias Heterotermitinae e

Coptotermitinae. Essa divisdo pode ser melhor observada na Figura 12:

Blaftodea

Mastotermitidae
ISOPTERA — Stolotermitidae + Archotermopsidae + Hodotermitidae
EUISOPTERA — Kalotermitidae
NEOISOPTERA — Parrhinotermes ]

_|: Dolichorhinotermes
Shedorhinofermes

Prorhinotermes
E Termitogeton Rhinotermitidae
Serritermitidae

Heterofermes
Coptoteremes
Reticuliterres

Termitidae
Figura 16. Filogenia dos cupins baseada no genoma mitocondrial adaptado de

Bourguignon et al. (2015). Familias destacadas em negrito e géneros da familia
Rhinotermitidae destacados em itélico.

Os trabalhos de castas da familia Rhinotermitidae foram analisados com o

objetivo de verificar se os sistemas de diferenciacdo de castas dos géneros dessa familia

corroboram os resultados encontrados por Bourguignon et al. (2015).
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1. Rhinotermitidae: Rhinotermitinae

Essa subfamilia forma uma arvore monofilética e é a mais basal com relacdo aos
outros Neoisoptera, como demonstrado em estudos anteriores (Lo et al., 2004; Inward et
al., 2007; Cameron et al., 2012). E formada pelos géneros Acorhinotermes,
Rhinotermes,  Dolichorhinotermes,  Parrhinotermes,  Schedorhinotermes  que
compartilham varias sinapomorfias como a presenca de apenas operéarios e soldados em
sua grande maioria todos fémeas (Renoux, 1976; Roisin, 1988b) ou soldados com o
labro alongado com um pincel em sua terminagdo, usado para aplicar secrecOes
defensivas produzidas na glandula frontal (Quennedey & Deligne, 1975).

Os padroes de diferenciacdo de castas de Parrhinotermes browni (Roisin,
1988b) e de Schedorhinotermes lamanianus (Renoux, 1976) foram investigados e
apresentaram varias semelhancas. Nessas espécies as linhagens aptera e ninfal diferem
ja na primeira muda. Dessa forma, a o primeiro instar larval dara origem ao segundo
instar larval ou ao primeiro instar ninfal. Em Parrhinotermes as larvas, operarios e
soldados sao monomérficos enquanto que em Shedorhinotermes as larvas de segundo e
terceiro instar sdo dimérficas. A linhagem ninfal possui cinco instares (N1-N5) que
antecedem a formacdo do alado. Soldados e operarios sdo quase que exclusivamente
fémeas (machos ocorrem de forma bastante rara). Os operarios podem sofrer uma série
de mudas para dar origem aos pré-soldados maiores.

Os géneros Dolichorhinotermes e Acorhinotermes ndo possuem padrao de castas
conhecidos. Em Dolichohinotermes existe registro de reprodutores ergatdides fémeas,
inclusive com fisogastria, coletados em Trinidad e no Brasil (Darlington et al., 1992).

Uma analise dos soldados dimdrficos revelou que todos sdo fémeas, assim como ja
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encontrado para Parrhinotermes e Schedorhinotermes. Esse parece ser um claro padréo
para Rhinotermitinae.

O género Rhinotermes, estudado no primeiro capitulo dessa tese, também
apresenta diferenciacdo dos apteros e das ninfas ja na primeira muda, soldados e
operéarios fémeas e mais de um instar de operarios. A principal novidade é a presenca de
mais do que trés instares de larvas precedendo os operérios. Dessa forma, foi

desenvolvido um padréo geral de castas para a subfamilia Rhinotermitinae (Figura 17):
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Figura 17. Esquema geral de diferenciacdo de castas na subfamilia Rhinotermitinae.
Instares na cor cinza ndo estdo presentes em todas as espécies. O: ovo, L1-Ln: instares
larvais, OP1-OPn: instares de operarios, PE: pré-ergatdide, E: ergatdide, PS1-PS2: pré-
soldados, S1-S2: soldados, N1-N5: instares ninfais, A: alado. M = machos e F = fémeas.
Cada seta simboliza uma muda e as setas pontilhadas significam o provavel caminho de
diferenciagéo.
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2. Serritermitidae + Prorhinotermes, Termitogeton e Psammotermes

Dentro de Rhinotermitidae, alguns cupins apresentam ninho do tipo “pega inica”
e 0s individuos possuem um desenvolvimento flexivel, correspondente aos
pseudergates presentes na familia Kalotermitidae (Roisin, 1988a; Parmentier & Roisin,
2003; Bourguignon et al., 2009; Barbosa, 2012). Esses cupins foram incluidos em um
sO clado (Bourguignon et al. 2015), que relne Serritermes, Glossotermes, Termitogeton,
Prorhinotermes e Psammotermes. Os géneros Serritermes e Glossotermes fazem parte
da familia Serritermitidae que, segundo as mais recentes filogenias dos cupins, esta
incluida em Rhinotermitidae (Inward et al., 2007; Bourgningon et al., 2015).

O padrdo de castas de Prorhinotermes inopinatus (Roisin, 1988a),
Prorhinotermes simplex (Miller, 1942), Termitogeton planus (Parmentier & Roisin,
2003) e Psammotermes hybostoma (Bourguignon et al, 2012) sdo conhecidos. Além
deles, Glossotermes oculatus (Bourguignon et al., 2009) e Serritermes serrifer
(Barbosa, 2012) também j& foram estudados.

A principal caracteristica dos sistemas de castas dos géneros Psammotermes e
Prorhinotermes é a presenca de varios instares de imaturos apteros. Os autores dos
trabalhos interpretaram e sugeriram a separacdo dos imaturos apteros diferentemente.
Em P. hybostoma, foram separados trés instares larvais, cinco instares de pseudergates
e cinco ou mais instares de pseudergates senis (Bourguignon et al, 2012). JA em P.
inopinatus, foi verificado apenas um instar de larva, seguidos de, pelo menos, mais oito
instares de pseudergates (Roisin, 1988a). As duas espécies apresentam apenas um instar
de ninfa, antes dos alados.

Ja Termitogeton apresenta dois instares de larvas, quatro instares de

pseudergates, soldado e apenas um instar de ninfa precedendo o alado (Parmentier &
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Roisin, 2003). O padrdo de Serritermes serrifer e de Glossotermes oculatus é
semelhante (Bourguignon et al, 2009).

Nenhuma das espécies analisadas apresentou operarios verdadeiros. Alguns
autores optaram pelo termo imaturo &ptero para se referir as larvas e aos pseudergates,
ja que os individuos passam da fase de larva para a fase de pseudergates sem grandes
mudancas morfoldgicas. De toda forma, todas as espécies apresentaram pelo menos dois
instares larvais. Os pseudergates parecem possuir VArios instares e ddo origem aos
soldados e aos alados. Todas as espécies analisadas possuem apenas um instar de ninfa,
sendo essa uma caracteristica clara desse grupo. Essas caracteristicas fazem com que o
padrdo de Serritermitidae + Prorhinotermes, Termitogeton e Psammotermes seja muito

semelhante ao padréo observado em Kalotermitidae (Figura 18).
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Figura 18. Esquema geral de diferenciacdo de castas na familia Serritermitidae +
Termitogeton, Prorhinotermes e Psammotermes. Instares na cor cinza ndo estfo
presentes em todas as espécies. O: ovo, L1-Ln: instares larvais, P1-Pn: instares de
pseudergates, PS: pré-soldado, S: soldados, N: ninfa, A: alado. M = machos e F =
fémeas. Cada seta simboliza uma muda e as setas pontilhadas significam o provavel
caminho de diferenciacao.
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3. Heterotermitidae: Heterotermitinae + Coptotermitinae

Para concluir, sera analisado o ramo que inclui os géneros Tsaitermes,
Reticulitermes, Coptotermes e Heterotermes. As subfamilias Heterotermitinae e
Coptotermitinae formam um ramo considerado grupo-irméo dos Termitidae (Lo et al.,
2004;. Inward et al., 2007; Bourguignon et al., 2015).

Os primeiros trabalhos com diferenciacdo de castas em Isoptera envolveram a
espécie Reticulitermes lucifugus, observando uma divergéncia entre a linhagem aptera e
a imaginal apresentando, assim, um padrdo bifurcado (Roisin, 2000).

As espécies de Reticulitermes, no geral, apresentam dois instares larvais, nUmero
variavel de instares de operarios verdadeiros e seis instares ninfais (Roisin, 2000). O
género Coptotermes apresentou um padrdo muito semelhante ao encontrado para a
familia Termitidae: padrdo bifurcado, com dois instares larvais, varios instares de
operarios verdadeiros, seis instares ninfais precedendo o alado, pré-soldado e soldado
(Roisin & Lenz, 1999).

O género Heterotermes foi investigado e o seu padrdo corrobora o ja visto em
Heterotermitinae + Coptotermitinae. A grande novidade é o dimorfismo sexual dos

soldados. A partir disso, foi montado um padréo geral para esse grupo (Figura 19).
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Figura 19. Esquema geral de diferenciacdo de castas nas subfamilias Heterotermitinae
+ Coptotermitinae. O: ovo, L1-L2: instares larvais, OP1-OPn: instares de operarios, PS:
pré-soldado, S: soldado, N1-N6: instares ninfais, A: alado. M = machos e F = fémeas.
Cada seta simboliza uma muda e as setas pontilhadas significam o provavel caminho de

diferenciacéo.
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CAPITULO 2

O impacto de Mattirolella  silvestrii  (TERMITARIALES:
DEUTEROMYCETES) em uma colbnia de Rhinotermes marginalis
(ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE)

RESUMO

Cupins possuem uma variedade de fungos ectoparasitas especialistas que se aderem ou
penetram seus exoesqueletos. O género Mattirolella apresenta apenas duas espécies
descritas e que sdo conhecidas até agora apenas a partir da colecdo tipo. Alem da
taxonomia mal resolvida, a biologia e a ecologia das espécies desse género foram pouco
estudadas. O objetivo desse trabalho foi investigar a acdo do fungo Mattirolella
silvestrii em uma col6nia de Rhinotermes marginalis. A coldnia de R. marginalis foi
coletada em Ubajara-CE, fixada em FAA por 24 h e depois transferidas para alcool
80%. Os individuos divididos em castas foram separados pela presenca ou auséncia dos
fungos e, posteriormente, foram contados. Foi realizada uma descricdo quantitativa da
populacdo do parasita e a frequéncia de M. silvestrii encontrada em individuos de R.
marginalis foi verificada através do qui-quadrado (X?). Diferenca de tamanho entre
cupins com e sem fungo aderido foi avaliada a partir de uma analise dos componentes
principais (PCA). Foram encontrados 8190 individuos de R. marginalis, sendo 1595
infectados com o fungo ectoparasita M. silvestrii, apresentando uma prevaléncia total de
19,47%. Foram encontrados um total de 1891 ectoparasitas aderidos em 61 diferentes
partes do corpo do cupim. M. silvestrii apresentou uma intensidade média de 1,18 +
0,01 e uma abundancia média de 0,23 + 0,01. Soldado maior foi a casta que apresentou
infeccdo mais frequente (X? = 9,43, p < 0,01). Os resultados da PCA mostrou que 0s

individuos da colénia infectada sdo menores do que os individuos das col6nias nao
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infectadas, sugerindo que o ectoparasita impacta toda a colbnia infectada. O fungo
ectoparasita M. silvestrii infecta diferentes castas de R. marginalis e pode ser
encontrado aderido a diversas partes do tegumento do cupim. Esse trabalho expande a

area conhecida de ocorréncia de M. silvestrii.

Palavras-chave: Cupim subterrdneo, associacdo inseto-fungo, ectoparasitismo,

populacédo parasitica, fungo entomopatogénico
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ABSTRACT

Termites receive a variety of specialists fungal ectoparasites that attach to or penetrate
their exoskeletons. Mattirolella has only two described species that are known only
from the type collection. In addition to unresolved taxonomy, biology and ecologyof
this genus have been scarcely studied. The aim of this study was investigate
Mattirolella silvestrii fungal action in a Rhinotermes marginalis colony. The colony of
R. marginalis was collected in Ubajara-CE, fixed in FAA for 24 h and then transferred
to 80% alcohol. Individuals from each caste were separated by presence/absence of the
fungi specie and then were counted. A quantitative description of the parasite
population was carried and frequency of M. silvestrii found in R. marginalis was
assessed using the chi-square (X?) test. Size difference between termites with and
without attach fungus was inspected by means of a principal components analysis
(PCA). We found 8190 individuals of R. marginalis, with 1595 infected with the fungus
M. silvestrii, with an overall prevalence of 19.47%. A total of 1891 ectoparasites were
attached in 61 different parts of the termite's body. M. silvestrii average intensity was
1.18 £ 0.01 and 0.23 £ 0.01 of mean abundance. Major soldier showed more frequence
infection (X? = 9.43, p <0.01). PCA results showed that individuals from infected
colony are smaller than individuals from uninfected colonies, suggesting that the
ectoparasite grants a negative effect on individual sizes on entire infected colony. The
ectoparasite fungus M. silvestrii infects different R. marginalis caste and can be found
attached to various parts of the integument of the termite. This work extends the known

area of occurrence of M. silvestrii.

Key words: Subterranean termite, insect-fungus association, ectoparasitism, parasitic

population, entomogenous fungi
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INTRODUCAO

Cupins possuem uma variedade de fungos ectoparasitas especialistas que se
aderem ou penetram seus exoesqueletos (Blackwell, 2003). A primeira descricdo de
fungos que parasitam cupins foi feita por Thaxter (1895) e, desde entdo, varios trabalhos
tentam entender essa relacdo. A maioria deles descrevem aspectos morfoldgicos e de
desenvolvimento dos fungos e encontram-se reportados na literatura micologica. Sdo
conhecidas, pelo menos, 24 espécies de fungos que parasitam cupins (Sands, 1969) e,
dessas, 20 espécies, incluidas em oito géneros, foram encontradas infestando o
tegumento desses insetos (Blackwell & Kimbrough, 1978).

Os ectoparasitas Termitaria e Mattirolella possuem morfologia semelhante e
causam lesdes no tegumento dos cupins (Grassé, 1986, Vega & Blackwell, 2005).
Espécies de Termitaria possuem uma ampla distribuicdo e ocorrem em diversos grupos
de cupins (Kimbrough & Lenz 1982, Blackwell & Rossi 1986, Hojo et al, 2001, Weir &
Blackwell, 2005). J& para o género Mattirolella sdo descritas apenas duas espécies
neotropicais (Thorne & Kimbrough, 1982), que sdo conhecidas até agora apenas a partir
da colecdo tipo (Vega & Blackwell, 2005). A distribuicdo geogréafica de espécies de
Mattirolella é limitada, tendo sido encontrada na Guiana Britanica por Colla (1929) e na
regido do canal do panama por Khan & Kimbrough (1974). Esses fungos ectoparasitas
possuem uma morfologia Unica quando comparados com outros fungos (Blackwell,
2003) e ndo possuem taxonomia bem resolvida.

O fungo parasita Mattirolella silvestrii é encontrado em coldnias de Rhinotermes
marginalis. Este ectoparasita apresenta uma camada Unica de células que penetra no
hospedeiro, causando a hipertrofia da epiderme do cupim (Colla, 1929; Thorne &

Kimbrough, 1982). Foi descrito por Colla (1929) e, desde entdo, ndo foi mais
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investigado em nenhum trabalho cientifico, sendo desconhecido o efeito desse fungo

ectoparasita em Rhinotermes marginalis.
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OBJETIVOS

Geral

Descrever a acdo do fungo Mattirolella silvestrii (Termitariales: Deuteromycetes) em

uma colbnia de Rhinotermes marginalis (Isoptera: Rhinotermitidae).

Especificos

e Realizar uma descri¢do quantitativa da populacéo do ectoparasita M. silvestrii;

e Analisar a proporc¢éo de castas infectadas pelo fungo;

o Verificar se existe diferenca de tamanho entre individuos infectados e néo
infectados e entre a colonia infectada e col6nias ndo infectadas;

e Averiguar quais as regides corporais mais infectadas pelo parasita.
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MATERIAL E METODOS

Area de coleta

A coldnia de Rhinotermes marginalis infectada com Mattirolella silvestrii foi
coletada em um troco de madeira dura que estava caido no solo do Parque Nacional de
Ubajara, estado do Ceard. A descricdo da area de coleta ja foi realizada no primeiro
capitulo dessa tese. Pela quantidade de individuos totais coletados e pela pouca
quantidade de individuos jovens pode-se concluir que se tratava de uma col6nia de

forrageiros.

Descricdo da populacéo do parasita

A col6nia foi separada de acordo com as castas encontradas € os individuos com
fungos aderidos em seu tegumento foram separados dos individuos sem o fungo
aderido. Todos foram contados. A partir disso, foi realizada uma descri¢do quantitativa
da populacédo do parasita, padronizando os termos de acordo com Bush et al. (1997):

- Prevaléncia do parasita: nimero de hospedeiros infectados por 1 ou mais individuos
de uma determinada espécies de parasita dividido pelo nimero de hospedeiros
analisados;

- Intensidade do parasita: € o nimero de individuos de uma espécie de parasita em um
unico hospedeiro infectado.

- Intensidade média: nimero total de parasitas de uma espécie dividido pelo nimero de

hospedeiros infectados com o parasita, acompanhado do erro padrao.
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- Abundancia do parasita: é o nimero de individuos do parasita sobre um Unico
hospedeiro, independente de estar ou ndo infectado.

A diferenca entre intensidade e abundancia é que a intensidade analisa apenas
individuos infectados, enquanto que a abundéncia analisa individuos infectados e ndo
infectados. Dessa forma, a intensidade da infeccdo em um Unico hospedeiro ndo pode
ser igual a zero (0).

- Abundancia média: € o nimero total de individuos de uma espécie de parasita
dividido pelo nimero total de hospedeiros examinados (incluindo tanto os hospedeiros
infectados quanto ndo-infectados).

Cada individuo encontrado com o fungo ectoparasita aderido em seu tegumento
foi minuciosamente analisado e foi verificada a regido corporal de infeccdo no cupim.

Todo esse processo visou verificar as regides onde os fungos foram mais frequentes.

Diferenca da infecc¢éo entre castas

A frequéncia de M. silvestrii encontrada em individuos de R. marginalis foi
verificada através do qui-quadrado (X?), analisando todas as castas em que foram
encontrados individuos infectados (soldado maior, soldado menor, ergatdide e
operario). Foi criada uma tabela de contingéncia 4x2, onde os individuos infectados e 0s
ndo infectados formavam as colunas, e as quantidades de individuos encontrados para
cada casta formavam as linhas. Em seguida, cada casta foi analisada separadamente
atraves de tabelas de contingéncia 2x2. Todos esses testes foram realizados utilizando o

software PAST (Hammer et al., 2001).

69



Diferenca de tamanho entre os individuos

Para verificar se existe diferenca de tamanho entre cupins com e sem fungo
aderido no tegumento, foram mensurados individuos separados em trés grupos: a)
Individuos da col6nia infectada com o fungo aderido em seu tegumento; b) Individuos
da coldnia infectada sem fungo aderido no tegumento; c) Individuos de col6nias nédo
infectadas pelo fungo ectoparasita. Logo depois, foi realizada uma analise morfométrica
usando a mesma metodologia ja descrita no primeiro capitulo desse trabalho. A medicao
direta dos fungos nos cupins geraria um aumento nas medi¢bes que, na verdade, ndo
caracterizaria um aumento real do corpo dos individuos. Por esse motivo, foram
mensurados individuos infectados com o fungo na regido abdominal, j& que a analise
morfométrica ndo analisa essa regido corporal. Para essa parte do trabalho foram
utilizados apenas os instares “soldado menor” e “operario”, pois nao foram encontrados

individuos suficientes de outros instares.
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RESULTADOS

A colbnia de R. marginalis apresentou um total de 8190 individuos, sendo 1595
infectados com o fungo ectoparasita M. silvestrii, 0 que representa uma prevaléncia total
de 19,47%. Verificando o ataque do parasita nas castas encontradas, a maior prevaléncia
¢ em soldado maior (47,36%), porém foram encontrados apenas 19 individuos dessa
casta no total (Tabela 10). Ndo foram encontrados parasitas aderidos nos imaturos

encontrados na colonia.

Tabela 10. Prevaléncia de Mattirolella silvestrii em uma colbénia de Rhinotermes
marginalis coletada no Parque Nacional de Ubajara.

Casta Fungo presente  Fungo ausente Total Prevaléncia
Soldado Maior 9 10 19 47,36%
Soldado Menor 59 318 377 15,64%
Ergatoide 1 7 8 12,50%
Larvas 0 6 6 0
Pré-soldado (S. maior) 0 1 1 0
Operério 1526 6253 7779 19,61%

Total 1595 6595 8190 19,47%

Com relacdo a intensidade da infestacdo, a grande maioria dos cupins analisados
(1339) apresentou apenas um ectoparasita aderido em seu tegumento (83,95%). Com
dois ectoparasitas foram encontrados 224 cupins (14,04%) e com trés apenas 26
(1,63%). Os menores percentuais foram verificados em cupins com quatro (0,25%) e
com cinco (0,13%) ectoparasitas aderidos, sendo esse Gltimo a maior quantidade de M.
silvestrii encontrado em um mesmo cupim. Dessa forma, foram encontrados um total de

1891 ectoparasitas aderidos, 0 que corresponde a uma intensidade média de 1,18 £+ 0,01.
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A partir do total de fungos ectoparasitas aderidos em cupins (1891) e do nimero
total de cupins encontrados nessa coldnia (8190), M. silvestrii apresentou uma
abundancia média de 0,23 + 0,01.

Foram encontrados fungos ectoparasitas aderidos em diferentes partes do corpo

do cupim (Figura 20), totalizando 61 regides corporais distintas (conferir apéndice).

Figura 20. Mattirolella silvestrii encontrada aderida na cabeca (A, B e C), pronoto (D),
perna (E) e abdome (F) da espécie de cupim Rhinotermes marginalis.
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Dos 1891 fungos ectoparasitas encontrados, 44,63% estavam aderidos nas
pernas dos individuos de R. marginalis, sendo essa a regido de infeccdo mais frequente.
Logo em seguida esta o abdome com 29,88% do total. Os fungos também foram
encontrados na cabeca dos cupins, chegando a 20,20% dos fungos encontrados. A
regido em que foram encontrados menos ectoparasitas foi no térax (sem as pernas),
apresentando apenas 5,29% do total.

Com relagdo a distribuicdo de M. silvestrii entre as castas, a frequéncia
observada foi significativamente diferente da frequéncia esperada (X* = 13,28, p <
0,01), evidenciando que a infeccdo ndo se distribuiu igualmente entre as castas. Quando
analisadas separadamente, apenas o0 soldado maior apresentou uma frequéncia
observada diferente da esperada (X? = 9,43, p < 0,01), mostrando que a infeccdo nessa
casta foi mais frequente. J4 o observado em ergatoéide (X? = 0,24, p = 0,61), soldado
menor (X? = 3,71, p = 0,051) e operario (X = 1,57, p = 0,20) mostra que a frequéncia
observada néo diferiu da esperada.

As medidas dos soldados menores de R. marginalis da col6nia infectada por M.
silvestrii (Sla e S1b) se apresentaram em média menores do que em col6nias néo
infectadas (S1c) (Tabela 11). Foi realizada uma andlise dos componentes principais
(PCA) com 61 soldados menores para tentar avaliar essa diferenca de tamanho. O PCA
apresentou 84,79% de explicagdo, sendo 76,41% no primeiro componente principal
(CP1) e 8,38% no segundo (CP2). Os resultados mostram que os soldados menores de
colbnias ndo infectadas por M. silvestrii (S1c) estdo discriminados separadamente dos
soldados menores da colbnia infectada (Sla e S1b) (Figura 21). A ANOVA mostrou
diferenca morfomeétrica significativa entre os grupos (Fpessy = 57,3; p < 0,05). Ndao
foram encontradas diferencas significativas entre os soldados menores da coldnia

infectada (S1a e S1b) (Tukey, p = 0,96). J& os soldados menores das coldnias ndo infec-
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Tabela 11. Média + desvio padrdo das medidas de 61 soldados menores de Rhinotermes
marginalis analisados. Valores em milimetros.

Soldado menor

Medidas
Sla S1b Slc
LC1 0,66 +0,01 0,66+0,01 0,70+0,01
CC 157+003 156+0,04 1,69+0,04
LC2 0,48+0,01 0,49+0,01 051+0,01
LL 0,21+0,01 0,21+0,01 0,23+0,01
CP 0,36 £+0,01 0,36+0,02 0,39+0,01
LP 0,55+0,02 0,55+0,01 0,60+0,02
LMs 0,57+0,01 056+0,01 0,64+0,02
LMt 0,61+0,01 0,62+0,02 0,70+0,02
CT 0,80+0,01 0,80%+0,01 0,83+0,02
CF 0,77+0,01 0,76+0,01 0,81+0,02
LF 0,16 +0,01 0,16 +0,01 0,18+0,01
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Figura 21. Anélise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 61 soldados menores de Rhinotermes marginalis
Projecdo dos scores com base em 11 variaveis
morfomeétricas de soldados da coldnia com o fungo Mattirollela silvestrii aderido em
seu tegumento (S1a), sem fungo aderido (S1b) e de colénias sem a presenca do fungo

coletados em Ubajara, CE.

ectoparasita (S1c).
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tadas (S1c) foram significativamente diferentes dos infectados (Tukey, p < 0,05). Os
resultados da PCA sugerem que os soldados menores das colbnias infectadas sdo
realmente menores do que os soldados das colonias ndo infectadas.

As médias das medidas dos operarios da col6nia infectada (OPa e OPb) e dos
operérios das colonias ndo infectadas (OP1lc e OP2c) estdo na tabela 12. O PCA
realizado com 90 operarios apresentou 74,96% da variacdo dos dados, sendo 63,55% na
PC1 e 11,41% na PC2 (Figura 22). Os operarios de segundo instar das colénias ndo
infectadas (OP2c) estdo separados dos outros grupos analisados. Foi encontrada
diferenga morfométrica significativa entre todos os grupos (F s = 78,64; p < 0,05). Os
operarios da coldnia infectada (OPa e OPb) ndo apresentaram diferencas significativas
(Tukey, p = 0,57). Os operarios de primeiro instar das colénias ndo infectadas (OP1c)
ndo diferiram significativamente dos operarios da col6nia infectada com fungo aderido
(OPa) (Tukey, p = 0,98) nem dos operérios da coldnia infectada sem fungo aderido
(OPb) (Tukey, p = 0,79). Os operarios de segundo instar apresentaram diferengas
morfométricas significativas com todos os outros grupos de operarios (Tukey, p < 0,05).
De acordo com esses resultados, os operarios da coldnia infectada estdo na mesma faixa

de tamanho dos operérios de primeiro instar.
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Tabela 12. Média + desvio padrdo das medidas de 90 operarios de Rhinotermes
marginalis analisados. Valores em milimetros.

Medidas Operario
OPla OP1b OP1c OP2c
LC1 132+0,03 133+0,03 135+0,01 1,43+0,02
CcC 152+0,04 154+0,02 153+0,02 1,60+0,04
LC2 1,04+0,01 1,05+0,02 1,07+0,01 1,07+0,06
LL 0,51+0,01 0,50+001 0,50+0,01 0,52+0,01
CP 0,30+0,01 0,30+001 0,28+0,01 0,31+0,01
LP 065+001 066+001 065+001 0,71+0,02
LMs 0,66 +0,01 066+001 0,68+001 0,72+0,02
LMt 0,88+0,02 089+0,01 090+001 0,96+0,04
CT 082+0,02 083+0,01 080+0,01 0,87+0,03
CF 0,77+0,01 0,78+0,02 0,77+0,01 0,82+0,02
LF 0,17+0,01 0,17+0,01 017+0,01 0,18+0,01
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Figura 22. Anélise de componentes principais realizada a partir dos scores dos dois
primeiros componentes, PC1 e PC2, de 90 operarios de Rhinotermes marginalis

coletados em Ubajara, CE.

Projecdo dos scores com base em 11 variaveis

morfometricas de operarios da colénia com o fungo Mattirollela silvestrii aderido em
seu tegumento (OPa), sem fungo aderido (OPb) e de operérios de primeiro instar
(OP1c) e de segundo instar (OP2c) de coldnias sem a presenca do fungo ectoparasita.
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DISCUSSAO

A espécie ectoparasita Mattirolella silvestrii foi encontrada em diversos
individuos de Rhinotermes marginalis, se espalhando nas diferentes castas e causando
uma aparente diminui¢do no tamanho dos soldados menores, quando comparados com
soldados de col6nias ndo infectadas. Esses s&o 0s primeiros resultados conhecidos sobre
a interacdo dessas duas espécies. O Unico trabalho que trata da espécie M. silvestrii é a
sua descricao realizada por Colla (1929) que relatou principalmente a relagéo do fungo
com o tegumento do cupim, ndo sendo feita nenhuma mencéo ao grau de infecgéo ou a
resposta do hospedeiro.

E relatada em diversos trabalhos a proximidade dos fungos ectoparasitas dos
géneros Mattirolella e Termitaria (Colla, 1929; Khan & Kimbrough, 1974). Estudos
morfolégicos e de desenvolvimento realcam a morfologia Unica desses géneros, quando
comparados com outras espécies de fungos (Blackwell, 2003). Além de serem
semelhantes morfologicamente, realizam uma funcdo parasitica parecida em seus
hospedeiros (Thorne & Kimbrough, 1982). Essa proximidade sugere que esses géneros
possam compartilhar estratégias de infeccéo.

A colbnia analisada de R. marginalis apresentou proporcionalmente uma grande
quantidade de individuos infectados, chegando a quase 20% do total de individuos
coletados. Esse numero é considerado muito alto quando comparado com outros
trabalhos semelhantes. Pequenas porcentagens de individuos de Nasutitermes spp.
infectados por Mattirolella crustosa foram encontradas (Thorne & Kimbrough, 1982).
Thaxter (1920) observa que, apesar de Termitaria produzir uma grande quantidade de
esporos, apenas cerca de 1% dos individuos das col6nias analisadas estavam infectados.

Khan & Kimbrough (1974) e Blackwell (1980) encontraram colonias com mais de 10%
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de individuos infectados em Reticulitermes. Essa grande quantidade de individuos
infectados por M. silvestrii precisa ser analisada com cuidado, pois apenas uma colonia
foi analisada. Esse fungo ndo parece ser muito comum, ja que apareceu em apenas uma
colonia de oito coletadas durante o trabalho.

A maioria dos individuos de R. marginalis analisados apresentou apenas um
fungo ectoparasita aderido em seu tegumento, porém foram encontrados até cinco
fungos aderidos no mesmo cupim. Esses sdo resultados inéditos sobre o poder de
infeccdo de M. silvestrii. Apesar disso, Mattirolella pode ndo ser um agente patogénico
eficaz, caso contrario as colnias seriam brevemente destruidas (Thorne & Kimbrough,
1982).

Foram encontrados fungos ectoparasitas aderidos em 61 diferentes partes do
corpo de R. marginalis. Colla (1929) encontrou M. silvestrii aderido no abdome, no
torax, na antena e no palpo maxilar de R. marginalis. Espécies de Termitaria também
possuem um padrdo semelhante, atacando abdome, térax, cabeca e pernas (Thaxter,
1920). M. silvestrii produz esporos para infectar seus possiveis hospedeiros, mas nao é
conhecido o processo de liberacdo e disseminacdo desses esporos (Kimbrough &
Thorne, 1982). Conhecer esse processo pode ajudar a explicar o padrdo de infecgédo
dessa espécie de fungo.

A infeccdo de M. silvestrii se mostrou mais frequente nos soldados maiores de
R. marginalis, estando presente em praticamente metade dos individuos dessa casta. Em
Nasutitermes spp., 0s soldados apresentaram picnidios de M. crustosa muito mais
frequentemente do que operarios na mesma colonia (Thorne & Kimbrough, 1982). Essa
infeccdo mais comum em soldados pode ser explicada pela auséncia de muda nesses

individuos. Foi encontrado um reprodutor secundario ergatoide com a presenca de
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fungo aderido no tegumento. N&o foram encontrados reprodutores infectados por M.
crustosa (Thorne & Kimbrough, 1982).

Os resultados da PCA investigando as diferencas nos tamanhos dos individuos
sugerem que os individuos da col6nia infectada sdo menores do que os individuos das
colbnias ndo infectadas. Isso significa que M. silvestrii causa um efeito em toda a
coldnia infectada e ndo apenas nos individuos que possuem o ectoparasita aderido no
tegumento.

A ocorréncia de M. silvestrii em apenas uma colonia dificulta a extrapolacdo e a
comparagdo com outros trabalhos que tratam do parasitismo em cupins. Conhecimentos
basicos sobre a sua biologia, porém, ainda ndo eram conhecidos. Trabalhos com fungos
ectoparasitas sdo raros, ja que ndo da pra se saber previamente qual col6nia estara

infectada.
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APENDICE

Partes do corpo de Rhinotermes marginalis onde foram encontrados aderidos individuos

de Mattirolella silvestrii

Partes do corpo Soma Total
Pré-mento 14
P&s-mento 13
Antena esquerda 82
Antena direita 94
Palpo maxilar direito 13
Palpo maxilar esquerdo 34
Palpo labial direito 22
Palpo labial esquerdo 23
Cabeca Céapsula cefalica 56 382
Labro 15
Mandibula esquerda 2
Mandibula direita 1
Clipeo 1
Pds-clipeo 3
Maxila esquerda 4
Maxila direita 3
Gélea 2
Tibia da perna anterior direita 44
Tibia da perna anterior esquerda 54
Tibia da perna mediana direita 54
Tibia da perna mediana esquerda 48
Tibia da perna posterior direita 71
Tibia da perna posterior esquerda 67
Fémur da perna anterior direita 34
Fémur da perna anterior esquerda 48
Fémur da perna mediana direita 45
Pernas Fémur da perna mediana esquerda 45 844
Fémur da perna posterior direita 65
Fémur da perna posterior esquerda 44
Tarso da perna anterior direita 32
Tarso da perna anterior esquerda 17
Tarso da perna mediana direita 21
Tarso da perna mediana esquerda 24
Tarso da perna posterior direita 47
Tarso da perna posterior esquerda 50
Coxa da perna anterior direita 6
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Coxa da perna anterior esquerda
Coxa da perna mediana direita
Coxa da perna mediana esquerda
Coxa da perna posterior direita
Coxa da perna posterior esquerda
Trocanter da perna anterior direita
Trocanter da perna anterior
esquerda

Trocanter da perna mediana direita
Trocanter da perna mediana
esquerda

Trocanter da perna posterior
esquerda

N = O o1 &~

N W

Torax sem
pernas

Pronoto

Mesonoto

Metanoto

Prosterno

Metasterno

Propleura direita

Propleura esquerda
Mesopleura direita

Mesopleura esquerda
Metapleura direita

Esclerito lateral cervical direito
Esclerito lateral cervical esquerdo

W NP Ok, P ks~ o

100

Abdome

Dorsal
Ventral
Cérco direito

365
199

565

Total geral

1891
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