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Isolamento, conservacao e identificacio de microrganismos asso-
ciados a cupins da espécie Nasutitermes corniger (Isoptera- Ter-
mitidae: Nasutitermitinae).

Kelly Cristina da Silva Martins!, Maria Lucidalva Ribeiro de Sousa?, Janaina da Costa No-
gueira’, Adriana Dantas Gonzaga de Freitas4

RESUMO

Os cupins sGo insetos eusociais que apresentam associacdes com microrganismos. Medi-
ante essa abordagem, este trabalho teve por objetivo conhecer os fungos associados aos
cupins da espécie Nasutitermes corniger por meio do isolamento, purificacdo, identifica-
¢cdo e conservacdo dos microrganismos associados aos cupins, avaliando a interacdo in
vitro destes microrganismos frente a bactérias patogénicas. Apds assepsia, os cupins foram
depositados um a um sob o meio de cultura BDA e colocados em seguida em cdmaras
climatizadas a temperatura de 28 °C no escuro, por um periodo de sete dias. Foram obti-
dos 70 isolados. Os resultados obtidos na micromorfologia indicaram a presenca de gé-
neros como: Aspergillus sp., Penicillium sp., Absidia sp., Rhizopus sp., Mucor sp., e Curvullaria
Sp., COMO Os microrganismos associados aos cupins. Os isolados foram submetidos a testes
de antagonismo em confronto direto com cepas reativadas de microrganismos patogé-
nicos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas sp., € o fungo Candida albi-
cans. Foram observados resultados distintos nos tratamentos para cada teste, consta-
tando-se que, para alguns fungos foi vantajoso e proporcionaram aumentos significativos
no crescimento e desenvolvimento sobre as bactérias patogénicas. Os fungos Aspergillus
sp., e Penicillium sp., além do rdpido desenvolvimento, liberou metabdlitos secunddrios em
cima e ao redor das bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e levedura Can-
dida albicans. O isolado Mucor sp., destacou-se por inibir todas as cepas reativadas na
pesquisa, inclusive Pseudomonas sp., que demonstrou resisténcia a todos os outros isolados
submetidos a atividade antagonista in vitro. Recomendamos a continuacdo dos estudos,
pois outros microrganismos podem ser associados a estes cupins, incluindo aqueles de im-
porténcia biotecnoldgica.

Palavras-chaves: cupins, fungos, antimicrobianos.

Isolation, conservation, and identification of microorganisms associated with termites
of the species Nasutitermes corniger (Isoptera- Termitidae: Nasutitermitinae. Termites

are eusocial insects that have associations with microorganisms. Through this approach, this
study aimed to know the fungi associated with termites of the species Nasutitermes corniger
through the isolation, purification, identification and conservation of microorganisms asso-
ciated with termites, evaluating the in vitro interaction of these microorganisms against
pathogenic bacteria. After asepsis, the termites were deposited one by one under the BDA
culture medium and then placed in air-conditioned chambers at a temperature of 28 °C in

I Graduanda em Ciéncias Naturais UFAM, Manaus, Amazonas Brasil, kelly martins44@hotmail.com

2 Graduanda em Ciéncias Naturais UFAM, Manaus, Amazonas Brasil, dalva 1985@hotmail.com

3 Doutranda UFAM, Manaus, Amazonas Brasil, jana-nogueira@hotmail.com
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the dark, for a period of seven days. 70 isolates were obtained. The results obtained in mi-
cromorphology indicated the presence of genera such as: Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Absidia sp., Rhizopus sp., Mucor sp., and Curvullaria sp. As the microorganisms associated
with termites. The isolates were subjected to antagonism tests in direct confrontation with
reactivated strains of pathogenic microorganisms, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas sp., and the fungus Candida albicans. Different results were observed in the
treatments for each test, showing that, for some fungi, it was advantageous and provided
significant increases in growth and development on pathogenic bacteria. The fungi Asper-
gillus sp., and Penicillium sp., In addition to rapid development, released secondary metalb-
olites above and around the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and yeast
Candida albicans. The isolate Mucor sp., Stood out for inhibiting all strains reactivated in the
research, including Psesudomonas sp., Which demonstrated resistance to all other isolates
submitted to antagonist activity in vitro. We recommend continuing the studies, as other
microorganisms can be associated with these termites, including those of biotechnological
importance.

Keywords: termites, fungi, antimicrobials.

1. Introducgao curta, o que os torna bons indicadores de
Cupins sdo insetos eusociais de or- qualidade ambiental, sGo considerados
dem Blattaria, infraordem Isoptera com- insetos benéficos que atuam na ciclo-
posta por nove familias, abrangendo gem de nutriente de matérias orgdnicos
cerca de 3.170 espécies. A regido neotro- e aeracdo do solo.
pical destaca-se por possuir aproximada- Interacoes simbidnticas sGo carac-
mente 600 espécies descritas de cupins, teristicas essenciais & evolugcdo dos seres
divididas em cinco familias; Stolotermiti- vivos, onde o parasita enconfra seu nicho
dae, Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Ser- ecolégico em outro organismo man-
ritermitidae e Termitidae, sendo essa Ul- tendo complexas relagdes ecoldgicas
tima a mais diversa apresentando em como: competicdo, simbiose, parasitismo
torno de 2.165 espécies, entre elas Nasu- e comensalismo (ARAUJO et al.,2003). As-
titermes corniger (CONSTANTINO, 2016). sim como na simbiose de formigas Attine,
Os cupins da espécie N. corniger O microbioma associado aos cupins culti-
tem vasta distribuicGo ocorrendo desde vadores de fungo possui um enorme po-
os Estados Unidos até a Argentina. E con- tencial quimico e biolégico a ser explo-
siderada uma das espécies que mais rado, pois 0s mesmos sintetizam produtos
ocasionam danos, se comportando bioativos envolvidos nas atividades anti-
como pragas urbanas tendo incidéncia bacterianas e antifUngicas de seu nicho
significativa no nordeste da Argentina e (MELLO, et al., 2019).
norte e nordeste do Brasil, pais que é o Embora existam inUmeras contri-
centro de sua origem entre as décadas buicdes para a drea cientifica, raros estu-
de 80 e 90 (FONTES e MILANO, 2002). Esses dos mencionam a associagdo de fungos
insetos eusociais apresentam divisdes de isolados da superficie dos corpos de cu-
trabalhos e funcdes biolégicas diferenci- pins, visto que estes insetos possuem di-
adas por castas, sobreposicdo de gera- versas espécies de microrganismos com-
coes e cuidados cooperativos com a pondo sua microbiota. Apesar dos diver-
prole (COSTA - LEONARDO, 2002). De sos estudos versando sobre as secrecoes
acordo com CONSTANTINO (2018), cu- defensivas dos cupins, e da grande im-
pins possuem baixa resiliéncia e vida port@ncia econdmica e ecoldgica de N.
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corniger, poucos estudos relatam sobre a
temdtica abordada nesse estudo, sobre-
tudo no Brasil (MELLO, 2014). De acordo
com BEZERRA-GUSMAO et al, (2008) infor-
macoes sobre 0os metabolitos secretados
pelos cupins podem ser ampliadas esta-
belecendo novos estudos das relacdes
microbiolégicas destes insetos. Simbiontes
facultativos podem ser alojados em varios
tecidos do hospedeiro, sendo tfransmitido
de forma vertical e horizontal, mantendo
relacdoes de simbiose com o inseto que
podem variar do mutualismo co parasi-
tismo (BAUMANN, 2006; SIOZIOS et al.,
2008). Microbioma associados aos cupins
e envolvidos em seu nicho, com poten-
cial guimico e biolégico, abre perspecti-
vas para investigacoes sobre 0s compos-
tos bioativos envolvidos nas atividades
contra patdégenos humanos (MELO,
2019).

Tendo em vista, a diversidade do
bioma amazdénico e da escassez de pes-
quisas envolvendo a construcdo e com-
preensdo regional dessa interacdo cupins
e fungos, o presente artigo teve como fi-
nalidade obterinformacdes morfoldgicas,
micromorfoldgicas e conhecer as intera-
coes entre cupins € microrganismos asso-
ciados, bem como o seu potencial anto-
gonista estabelecendo a correlacdo en-
tre eles.

2. Material e Método
2.1 Coleta de cupins

Os cupins foram coletados na Fo-
zenda Experimental da Universidade Fe-
deral do Amazonas, (coordenadas 2°
24'1.270" S 60° 2' 53.048" W). Foram cole-
tados aproximadamente 20 cupins, que
foram depositados em tubos Falcon con-
tendo algoddo umedecido com éter eti-
lico, e posteriormente transferidos para
tubos contendo 2 mL de dgua ionizada.
Para registro da macromorfologia foi rea-
lizada uma coleta em depdsitos estéreis
de pldstico para o transporte até o
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Laboratério de Microbiologia da UFAM,
ICB-01, Manaus-AM.

2.2 Isolamento dos microrganismos

Os cupins coletados para identifica-
cdo foram colocados em depdsitos de
pldstico higienizados e autoclavados,
sendo mantidos no freezer por 3 minutos
para que os insetos enfrassem em estado
de laténcia. Em seguida foram levados
para capela de fluxo laminar onde foram
submetidos a um processo de assepsia:
dlcool 70% por 1 minuto, em solucdo de
hipoclorito de sédio 0,5% por 1 minuto, em
dlcool 70% por 30 segundos e dois banhos
em sequéncia em dgua destilada e estéril
(SILVA et al., 2007). Apos desinfeccdo su-
perficial, os cupins foram inoculados intei-
ros em placas de Petri (4 cupins em cada
placa) contendo meio de cultura Agar
Batata Dextrose (BDA), as culturas foram
transferidas para B.O.D (Biological Oxige-
nial Demand) a 28°C. Ap®&s 7 dias, foi re-
alizado o isolamento, transferindo-se frag-
mentos de Agar com hifas dos fungos,
para novas placas contendo o meio de
cultura BDA.

2.3 Obtencio de colonias monospdricas
Com a finalidade de obter cold-
nias puras dos fungos, foi realizada a puri-
ficacdo dos isolados e posteriormente a
diluicdo seriada seguida de plaqueao-
mento de acordo com o protocolo de
AZEVEDO e COSTA (1973). A purificacdo
foi realizada por meio da obtencdo de
uma suspensdo de conidios em Tween 80
(0,05%, v/v, DinGdmica), que consistiu Na
raspagem da superficie das colénias de
cada isolado que foram transferidos para
microtubos contendo 1 mL de Tween 80,
os tfubos foram homogeneizados em vor-
tex. Aliquotas da suspensdo de conidios
foram submetidas a estimativa do nu-
mero de conidios em Cdmara de Neu-
bauer, seguindo-se & diluicdo seriada em
solucdo salina. Apds as diluicdes, uma ali-
quota de 10 uL das suspensdes 103, 104 e
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105 foram inoculados no centro da placa
de Petricom meio de cultura BDA e espa-
lIhados com ajuda da alca de Drigalski. As
suspensodes foram plagueadas em dupli-
cata e armazenadas a 28 °C em estufa
B.O.D.

2.4 Conservagao dos microrganismos

Os fungos foram armazenados
em triplicatas, utilizando os métodos de
CASTELLANI (1939) e glicerol a 15%.

2.5 Identificagcao dos microrganismos

Para a identificacdo dos isolados,
foram realizadas observacoes através da
macro e micromorfologia das coldnias,
onde foram observadas caracteristicas
como: crescimento, coloracdo, textura e
pigmentacdo. Para analises micromorfo-
logicas, retiraram-se dois pequenos frag-
mentos de micélio, que foram posiciona-
dos com certa distGncia entre si, sobre
meio BDA em placa de Peftri. A seguirr,
uma laminula autoclavada foi deposi-
tada e pressionada sobre cada um dos
pequenos fragmentos. As placas foram
vedadas e submetidas & incubacdo em
estufa B.O.D. a 28 °C, até o inicio do cres-
cimento e da esporulacdo do fungo so-
bre alaminula. Apds o crescimento, as la-
minulas foram retiradas cuidadosamente
do meio de cultura (com o auxilio de uma
pinca autoclavada) e posicionadas so-
bre uma |l&dmina de microscopia con-
tendo uma gota de corante lactofenol
azul algoddo (Sigma). A visualizagdo de
microestruturas (vegetativas e reproduti-
vas) foi realizada utilizando-se a objetiva
de 40X (aumento total de 400X). A identi-
ficacdo dos microrganismos foi realizada
mediante literatura especializada ufili-
zando chave de identificacdo por gé-
nero conforme, BARNETT et al (2006).

2.6 Indculo das bactérias

Foram reativadas cepas de Sta-
phylococcus aureus (ATCC-25923), Es-
cherichia coli (ATCC-25922), Pseudomo-
nas aeruginosa (ATCC-27853) e levedura
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Cdandida albicans (ATCC-10231). Colb-
nias isoladas de cada microrganismo
teste foi transferida para tubos contendo
5 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%; p/v)
até obter uma turvacdo correspondente
a 0,5 da escala de McFarland (escala de
turvac@o correspondente o cresci-
mento bacteriano em caldo) e incubao-
dos a 37 °C por 24 horas, que foram pos-
teriormente inoculadas em placas esté-
reis contendo meio de cultura Agar Trip-
tona de Soja por meio da técnica de es-
friamento e incubadas em B.O.D por 24h.

2.7. Atividade antagonistain vitro
2.7.1 Cepas de bactérias patogénicas x fun-
gos simbiontes

Foram testados os fungos simbion-
tes dos cupins, contra quatro espécies de
microrganismos patogénicos de interesse
clinico: Escherichia coli, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus e Candida albi-
cans. A atividade antagdénica dos isola-
dos foi avaliada através do resultado de
halo de inibicdo, mensurando o potencial
dos fungos simbiontes em inibir o desen-
volvimento dos microrganismos patogéni-
cos. O teste foirealizado em triplicata em
meio agar batata dextrose (BDA). Os fun-
gos utilizados para avaliacdo antagonista
foram anteriormente reativados e inocu-
lados em meio solidificado (BDA) e incu-
badas a 25 °C por sete dias, para o cres-
cimento das coldnias.

2.8 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos & and-
lise de vari@ncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 95% de probabilidade. As andlises fo-
ram executadas atfravés do software
Sisvar, versdo 5.6 de acordo com FER-
REIRA (2014).

3. Resultados e Discussoes

O processo de isolamento dos cu-
pins N. corniger resultou no total de 52 co-
I6nias de fungos apresentando as mais
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diversas caracteristicas quanto a consis-
téncia, coloracdo, bordas, estruturas aé-
reas e taxa de crescimento. Os géneros
observados nas andlises macro e micros-
copicas dos microrganismos foram Asper-
gillus sp., Penicillium sp., Absidia sp., Rhizo-
pus sp., Mucor sp., e Curvullaria sp., tais re-
sultados  demonstram  variabilidade
quanto ao géneros de fungos em seu ha-
bitat, essa diversidade de fungos foram
mencionadas em estudos com isolamen-
tos de microrganismos associados Ao in-
testino e ninhos de cupins onde Penicil-
lium sp., Aspergillus niger e Aspergillus
flavus foram os mais abundantes (BE-
ZERRA E GUSMAOQ 2011; MELLO, 2014; BAR-
BOSA-SILVA et al. 2016). Esta associacdo
pode estd relacionada as condicoes fa-
vordveis que o interior dos ninhos benefi-
cia aos fungos, como controle parcial de
temperatura e umidade (ALVES, 1998).

3.1 Atividade antagonista em microrganis-
mos patogénicos

Na andlise de pareamento, as colo-
nias isoladas demonstraram atividade sig-
nificativa segundo o teste de andlise
(QUALZ2?2) frente as cepas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Cdandida
albicans (Tabela 1), validando o objetivo
dessa pesquisa, 0s bioensaios revelaram
o potencial da atividade antimicrobiana,
crescimento e esporulacdes das colonias
fUngicas diferenciadas quanto ao anto-
gonismo.

Nos testes realizados entre os isola-
dos e a bactéria Escherichia coli houve
crescimento da colénia fungica por com-
pleto na placa de Petri causando o resse-
camento da bactéria sugerindo a morte
do patdégeno. Os isolados Aspergillus sp. e
Penicilium sp., além do crescimento de
micélios, expeliram cor diferenciada das
demais em cima e ao redor do inoculo
dos patdbgenos, supondo liberacdo de
metabolitos secunddrios.

Nos testes realizados entre isolados e
a bactéria Staphylococcus aureus um
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dos fungos Aspergillus sp. ndo obteve re-
sultado satisfatério devido ao fator de
crescimento lento, os demais se diferenci-
aram em cores das bordas, resseca-
mento e crescimento em relacdo aos iso-
lados nos confroles J& o fungo Penicillium
sp., disseminou esporos em cima do patd-
geno diferenciando cor e aspecto, o iso-
lado Mucor sp., desenvolveu-se por toda
a placa inibindo a bactéria em observa-
cdo.

Os bioensaios entre os Isolados e a
bactéria Pseudomonas aeruginosa, a
bactéria demonstrou ser resistente com
evolucdo no crescimento, cor e aspecto
mais abundantes que o controle, inibindo
o desenvolvimento dos isolados de forma
a haver ressecamento e formacdo de
pigmentacdes por parte dos isolados fun-
gicos, apenas o isolado fungico Mucor
sp., obteve éxito crescendo por toda a
placa inibindo a evolucdo da bactéria,
mostrando um interesse na drea enzimd-
tica deste fungo (Tabela 1). Pseudomo-
nas aeruginosa e um organismo oportu-
nista de interesse clinico devido resistén-
cia que adquiri a diversos antimicrobia-
nos e desinfetantes, ocorrem geralmente
em drea hospitalar atingindo principal-
mente pacientes imunocomprometidos
(SANTOS et al., 2017), os resultados preli-
minares do isolado foi promissor podendo
ser investigado posteriormente para ob-
tencdo do composto quimico exato do
fungo isolado responsavel pela inibicdo.

Estudos feitos por LA CRUS et al 2014
relatam a presenca de vdrios compostos
quimicos isolados de soldados, em dife-
rente espécies de Nasutitermes sp., entre
1977 e 2005 (VALTEROVA et, al. 1997;
PRESTWICH et al.1980; EVERAERTS et al.
1988) ., onde ainda definiram que tais
composicdo é independente de sua di-
eta, relatando composicoes quimicas de
secrecoes e exiratos com diferentes par-
tes dos corpos de cupins, tal como a ex-
fracdo da cabeca, abddmen e corpo in-
feiro com solvente para obtencdo de
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extratos. Usando de técnicas bioguiadas
para verificar o potencial antimicrobiano.
ZHAQO et al. (2004) relataram atividade de
cinco compostos em bactéria Bacillus
subtilis, e em (2013) DE LA CRUZ e colabo-
radores, retomaram as pesquisas dos
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compostos quimicos das espécies brasi-
leiras, onde trés deles também encontra-
dos em soldados de Nasutitermes corni-
ger sdo eficientes em bactéria Staphylo-
coccus aureus responsdveis por infec-
cdes em humanos.

Tabela 1 — Crescimento micelial dos isolados em pareamento in vitro.

Fungos S. aureus E. coli C. albicans Pseudomonas
sp
Curvullaria sp 2,109 346e 3,30 h 2,60 c
Aspergillus sp 3,10e 4,52 c 5,33d 3.10b
CPU-12* 4,10 c 5,36 a 6,73 a 3,86 a
Mucor sp 5,06 b 4,83 b 6,16 b 3.76 a
Penicillium sp 6,06 @ 4,20 c 6,00 c 2,62 C
Absidia sp 2,76 f 340 e 4,009 232e
F-14* 3,56 d 4,16 c 4,00 g 2,40 d
F-16* 4,06 c 4,50 c 4,66 e 3.12b
Penicillium sp 3,36 d 4,80 b 4,209 3.26 b
F-18* 3.90d 3.76d 4,33 f 3.22b
CV% = 8.39 10,28 12,44 10,29

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 95% (P <
0,05) de probabilidade de erro. * Fungos isolados de cupins Nasutitermes cornirger sem a idenfifica-

¢cdo por género.

Nos testes entre os isolados e o
fungo Candida albicans o patégeno em
questdo ndo obteve crescimento signifi-
cativo em nenhuma amostragem de an-
tagonismo (tabela 1). Curvullaria sp, Mu-
cor sp., e F-18 diferenciaram-se em cres-
cimento e coloracdo em relacdo ao con-
trole, apenas um isolado Aspergillus sp.,
obteve desenvolvimento lento em rela-
cdo a esse fungo, os demais obtiveram
crescimento por toda a placa, tornando-
0s promissores na atividade antimicrobi-
ana do desenvolvimento de Candida al-
bicans fungo oportunista que causa in-
feccoes oral e vaginal nos seres humanos.

4. Conclusao

O isolamento de fungos a partir dos
corpos de cupins Nasutitermes corniger
resultaram em 30 isolados de géneros dis-
tintos e identificados como Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Absidia sp., Rhizopus sp.,
Mucor sp., e Curvullaria sp demonstrando
a grande variabilidade em sua microbi-
otfa.

B15

Diante dos resultados observados
nos ensaios de cultura pareada os isola-
dos demonstraram atividades significati-
vas com liberacdo de metabdlitos com
potencial parcial ou completo sobre as
bactérias Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus e levedura Candida albicans,
apenas um dos fungos Aspergillus sp. ndo
obteve resultado relevante devido seu
crescimento lento. O isolado Mucor sp.
destacou-se por inibir fodas as cepas uti-
lizadas nesse estudo inclusive a bactéria
Pseudomonas sp., que demonstrou resis-
téncia a todos os outros isolados submeti-
dos a atividade antagonista in vitro.

As relacoes de cuidados com sua
prole, atividades defensivas e simbioses
fazem destes pequenos insetos uma base
promissora de estudos em atividades se-
cundarias de acdo anfimicrobiana, por-
tfanto, devem ser realizadas mais avalia-
coes para conhecer quais os metabdlitos
ocasionaram as inibicoes.
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