UNIVERSIDADE DE EVORA

ESCOLA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE PAISAGEM, AMBIENTE E ORDENAMENTO

Detecao no solo de alimento pelas térmitas
subterraneas Reticulitermes grassei (Clément, 1978)

Marta Sofia Ramos Duarte

Orientacéo:
Doutora Lina Nunes - Laboratorio Nacional de Engenharia Civil

Doutor Pedro Anastacio - Universidade de Evora

Mestrado em Qualidade e Gestdao do Ambiente
Especializacdo em Ecologia e Gestdo Ambiental

Dissertacao

Evora, 2014

Esta dissertacao inclui as criticas e as sugestdes feitas pelo juri



Agradecimentos

A Dra. Lina Nunes e ao Professor Pedro Anastécio agradeco a orienta¢do, o apoio, a

disponibilidade e a partilha de ideias.

Ao Laboratério Nacional de Engenharia Civil pelo enquadramento institucional e pelo

acesso aos meios necessarios para efetuar este estudo.

Aos colegas do LNEC, e em especial a Sénia Duarte por todo o apoio ao logo de

todo o estudo e no trabalho de laborat6rio, na partilha de ideias e pela amizade constante.

As amigas Alice Ribeiro e Liliana Marques por me ouvirem mesmo nos dias mais

complicados e ao Francisco Fernandes por todo o apoio ao logo de toda a dissertacao.
Ao José Rui por tudo.

Aos meus pais e irmaos, a familia € essencial em todas as etapas e esta ndo é

excecdo. Obrigada por todo o apoio, desde sempre.

A todos aqueles que possam ter ficado esquecidos, obrigada!



Detecdo no solo de alimento pelas térmitas subterrd  neas Reticulitermes grassei
(Clément, 1978)

Resumo: As térmitas subterrdneas estéo entre os insetos mais abundantes, sendo também
ecolégica e economicamente importantes. No entanto, muitas dividas continuam a existir
sobre a forma como se movimentam no solo e como procuram 0s recursos alimentares.
Alguns componentes quimicos libertados pela madeira em diferentes estados de
decomposicao podem funcionar como indicadores da existéncia de alimento disponivel. Este
estudo realizou-se com o objetivo de testar as preferéncias alimentares das térmitas
Reticulitermes grassei por madeira degradada por fungos de podriddo branca e castanha e
por produtos produzidos durante a degradacdo. Teve ainda como objetivo testar a
possibilidade de as térmitas utilizarem as substancias libertadas pela madeira para
encontrarem alimento no solo.

As térmitas foram atraidas pela madeira degradada, dependendo esta atracdo do
nivel de degradacao do alimento, tendo sido também atraidas por alguns dos produtos da
degradacdo testados como a sacarose. As térmitas demonstraram ainda uma provavel
utilizacdo dos elementos libertados pela madeira degradada para se guiarem no solo para

detetar o alimento.

Palavras-chave: Reticulitermes grassei; procura de alimento; fungos de podridao;
degradacdo da madeira; acucares; lixiviagao.



Food detection in the soil by subterranean termites Reticulitermes grassei (Clément,
1978)
Abstract: Abstract: Subterranean termites are among the most abundant insects and are
ecologically and economically important. However, many questions exist about the way they
move in the soil and how they find food resources. Some chemicals released by wood in
different decay levels may function as cues for the presence of food resources. The main
objective of this study was to test food preferences of subterranean termites Reticulitermes
grassei for white and brown rot degraded wood and by degradation substances. Another
objetive was to test if termites could use substances leached by wood to find food on the soil.
Termites were attracted by decayed wood, this attraction was dependet on the decay
level and they have also been attracted by some of the degradation products tested, like
sucrose. Termites seem to be able to use the substances released by decayed wood to

guide them in the ground and to detect food.

Keywords: Reticulitermes grassei; foraging behavior; rot fungi; decayed wood; sugars,
leaching.
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Capitulo 1

Introducao geral



1.1 O que sao térmitas?

As térmitas constituem uma das cerca de 30 Ordens de insetos, a ordem Isoptera, do
grego “iso”, que significa igual e “ptera”, referente a asas, tendo as asas anteriores e
posteriores o mesmo tamanho. No entanto, investigadores tém argumentado recentemente
gque as térmitas pertencem a mesma ordem das baratas, a ordem Blattodea e a familia
Termitidae, pertencendo esta ordem a superordem Dictyoptera (Inward et al. 2007
Beccaloni e Eggleton, 2013). A morfologia destes insetos é relativamente simples, ndo
sofrendo metamorfose durante o seu desenvolvimento, mas em contrapartida possuem um

comportamento social bastante complexo (Kambhampat e Eggleton, 2000).

Existem cerca de 3000 espécies de térmitas no mundo (Rust e Su, 2012). Estas sdo
normalmente divididas em térmitas superiores e inferiores, contendo as superiores cerca de
80% das espécies de térmitas existentes e as inferiores as restantes. As térmitas
subterraneas (familia Rhinotermitidae) pertencem ao grupo das térmitas inferiores (Vargo e
Husseneder, 2009). As térmitas subterraneas sé&o o grupo de térmitas com uma distribuicédo
mais ampla, podendo ocorrer em regifes tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
sendo especialmente abundantes nas regides temperadas (Bignell e Eggleton, 2000;
(Eggleton, 2000).

As térmitas sdo insetos sociais e polimorficos, vivendo em grupos familiares de
grandes dimensodes, tendo os seus individuos varias formas morfoldgicas ou castas, com
divisdo de tarefas entre reprodutores (rei, rainha e aladas), obreiras e soldados
(Kambhampati e Eggleton, 2000). A rainha e o rei sdo geralmente os Unicos com gdénadas
sexuais ativas na coldnia, tendo a funcédo reprodutiva. As aladas sao reprodutoras com a
funcdo de dispersdo da colonia. Cada espécie produz um grupo de aladas numa
determinada altura do ano. Depois de voarem e procurarem um novo local para constituirem
o ninho, perdem as asas e acasalam, dando-se assim inicio a uma nova coldnia

(Kambhampati e Eggleton, 2000).

As obreiras s@o estéreis sendo a casta mais numerosa nas colonias de térmitas
subterraneas, sdo o0 seu suporte pois desempenham diversas tarefas essenciais, tais como:
procura de alimento e de agua, construcdo e reparacdo da estrutura da colénia e
alimentacdo dos restantes elementos pertencentes a colonia através do processo de
trofalaxia (Lainé e Wright, 2003). A trofalaxia consiste na troca de fluidos do aparelho
digestivo entre membros da coldnia, podendo ser estomodeal ou proctodeal. A estomodeal
consiste na troca de saliva e de alimentos regurgitados e a proctodeal na transferéncia de

fluidos contendo produtos das digestdo e simbiontes (McMahan, 1969). As obreiras
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pertencentes as térmitas subterr@neas tém pecas bucais adaptadas a mastigacdo e
possuem simbiontes (protistas flagelados e bactérias) nos seus intestinos que contribuem
para a digestdo eficiente da madeira, entre outras fungBes (Lainé e Wright, 2003).0s
soldados tém a tarefa de defesa da colonia, particularmente do rei e da rainha, podendo

também acompanhar as obreiras na procura de alimento (Roisin, 2000; Eggleton, 2011).

Em regra as colonias das térmitas subterrdneas sdo fundadas por pares
reprodutores monogamicos que se cruzam apos o0 voo de dispersdo. Estes voos ocorrem
em resposta as condi¢des climatéricas durante periodos especificos do ano e de cada
espécie (Kutnik et al., 2004). A dispersédo pode ser de apenas alguns metros até 1 km ou
mais (Kutnik et al., 2004). Apds o voo de disperséo os individuos perdem as asas e iniciam o
processo de procura de parceiros. Em algumas espécies do género Reticulitermes este
processo é facilitado por uma hormona emitida pelas fémeas (Vargo e Husseneder, 2009).
Depois o casal procura um local adequado para construir 0 ninho, geralmente perto de uma
fonte de alimento (Vargo e Husseneder, 2009). ApGs a constituicdo do ninho inicia-se a
formacdo da colonia. No caso de um dos elementos do par reprodutor morrer, pode ser
substituido por um reprodutor secundario, que se desenvolve no interior da col6nia a partir
de obreiras ou de ninfas. O numero de reprodutores secundarios dentro de uma colénia
pode variar, podendo a coldnia ter varias geracdes resultantes de endogamia (Vargo e
Husseneder, 2009).

A fémea reprodutora pde ovos que se desenvolvem em larvas totipotentes, ou seja,
tém a capacidade de se transformar em soldados, obreiras ou ninfas, conforme a época do
ano, o alimento disponivel e as feromonas emitidas pelo resto da colénia. As obreiras tém a
capacidade de se transformar em soldados ou em ergatéides (reprodutores secundarios), no
caso de haver esse estimulo por parte da colénia (Figura 1.1). As ninfas transformam-se em
niféides (reprodutores secundarios) ou em aladas, desenvolvendo-se aproximadamente dois

anos apo6s a fundacéao da coldnia e em alturas especificas do ano (Lainé e Wright, 2003).

As térmitas subterrdneas vivem em ambientes desprovidos de luz, no interior da
madeira, no solo ou em tdneis por elas construidos a partir de particulas terrosas e dos seus
dejectos cimentados com secrec¢des salivares. A comunicacdo entre os individuos da
colonia pode ser sensorial ou quimica. Uma das formas de comunicac¢do quimica é através
de feromonas. Estas substancias tém influéncia em quase todo o tipo de comportamento
das térmitas, por exemplo na defesa, na construcdo do ninho e até na forma como procuram
alimento. A comunicacdo sensorial da-se quando os individuos se organizam de forma a
permitir o contacto sensorial e quimico, contribuindo assim para a remocéo de detritos do

solo, bactérias, fungos e parasitas da sua cuticula (Stuart, 1969; Traniello et al. 2000).
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Figura 1. 1 - Ciclo de vida das térmitas Reticulitermes spp. (Adaptado de Kobayashi et al., 2013).

1.2 As térmitas e 0os ecossistemas

As térmitas desempenham papéis muito importantes nos ecossistemas onde vivem,
podendo influencia-los de forma positiva ou negativa. Um dos seus papéis mais importantes
€ na degradacdo de matéria organica, levando a reciclagem do carbono e o0 seu sequestro
para o solo, contribuindo também para a reciclagem de outros nutrientes (Bignell e Eggleton,
2000; Jouquet et. al., 2011).

Ao fazerem o seu ninho e escavarem tineis no solo durante o processo de procura
de alimento, as térmitas subterr@neas contribuem para o arejamento do solo e para a
mistura de matéria organica com a mineral, levando a formagdo de complexos
organominerais, bem como para a infiltracdo de 4gua no solo. A presenca das térmitas num
ecossistema contribui ainda para a mineralizacdo do carbono, para a estabilizacdo de
complexos organicos e para a fixacdo de nitrogénio, fatores relevantes para o crescimento
das plantas e a manutencdo do equilibrio dindmico do ecossistema (Bignell e Eggleton,
2000; Jouquet et al., 2011).

Alguns géneros de térmitas alimentam-se de herbaceas, podendo desta forma
competir por alimento com outros herbivoros, sendo também fonte de gases com efeito de
estufa. Outras espécies, também devido a sua forma de alimentacdo podem estabelecer

relacbes simbidticas com outros organismos como bactérias e protozodarios (Bignell e



Eggleton, 2000; Jouquet et al., 2011). Apesar do seu papel fundamental nos ecossistemas

naturais, em meio urbano sdo geralmente consideradas como praga.

1.3 Térmitas como praga

Das cerca de 3000 espécies de térmitas no Mundo apenas uma pequena minoria
(6,1%) séo consideradas uma praga, e destas apenas 2,8% causam danos em estruturas de
madeira (Rust e Su, 2012). As térmitas subterrAneas, nomeadamente as do género
Reticulitermes, estdo incluidas nesse grupo, sendo consideradas como praga em meio
urbano (Su e Scheffrahn, 2000). As térmitas subterraneas podem também ser consideradas
pragas de algumas culturas florestais ou agricolas, por exemplo, no Brasil sdo consideradas
uma praga para culturas como o eucalipto e a cana-de-agucar (Batista et al., 2004).

1.3.1 Detecao

O primeiro problema no controlo das térmitas é a sua detecdo. As térmitas
subterréneas alimentam-se no interior da madeira, o que dificulta a sua detecgédo visual, pois
normalmente sdo apenas detetadas numa fase avancada do ataque. Uma das formas de
detecdo é a visualizagdo de tdneis caracteristicos junto ao solo, nas paredes de edificios
e/lou a presenca de particulas fecais e de asas ou aladas durante a época do voo de
dispersdo. No entanto, a forma mais eficaz de detetar um ataque por térmitas subterraneas
€ avaliar o aspeto da madeira danificada, que normalmente est4 associada a zonas com
humidade mais elevada (Figura 1.2) (Nunes e Nobre, 2001).




Figura 1. 2 - Madeiras atacadas por térmitas subterraneas.

1.3.2 Controlo tradicional

O controlo de térmitas subterrdneas envolve métodos de prevencdo ou, no caso de
estes falharem, métodos de desinfestagdo (Culliney e Grace, 2000), sendo este ultimo
bastante dificil tendo em conta o tamanho e o comportamento das colénias de térmitas.
Existem diversas técnicas de controlo de térmitas subterrdneas como por exemplo as
barreiras quimicas, que sao instaladas através de inseticidas colocados no solo a volta do
edificio a proteger e a impregnacdo ou injecdo de compostos nocivos para 0s insectos na
madeira usada na constru¢do. As barreiras fisicas que podem ser instaladas sédo por vezes
constituidas por aco inoxidavel ou por outras matérias ndo atractivas e impedindo estas a
passagem das térmitas para a madeira. Pode também fazer-se o controlo da colénia através
de armadilhas de solo ou colocadas no interior da estrutura atacada por térmitas (Su e
Scheffrahn, 2000). Em situacdes em que a infestacdo ja se encontra num estado avancado
por vezes torna-se necessario recorrer a métodos mais agressivos, como a aplicacdo de
inseticida na superficie ou no interior da madeira infestada. Em ultimo caso pode-se optar

por substituir a madeira infestada por madeira sa tratada (Su e Scheffrahn, 2000).

No passado, o0 uso de inseticidas organoclorados foi bastante eficaz no controlo de
térmitas, no entanto, devido a sua persisténcia, estabilidade no solo e estabilidade em
relacdo a radiacdo ultravioleta da luz solar estes criaram diversos problemas ambientais e
em alguns casos bio-ampliagdo nas cadeias troficas, causando perturbacdes na flora, na
fauna e na saude publica (Nunes e Nobre, 2001). Outros inseticidas como os fenilpirazoles,
gque apesar de terem uma baixa persisténcia ambiental e pouco risco para os humanos, sdo
facilmente absorvidos pelas particulas sedimentares, podendo afetar o desenvolvimento
larvar de alguns peixes e acumular-se nos tecidos de algumas larvas de insetos (San Miguel

et al., 2008; Beggel et al., 2012).

Uma abordagem em termos de gestdo integrada de pragas veio substituir 0 uso
intensivo de pesticidas no controlo das térmitas, envolvendo a necessidade de um maior
conhecimento da ecologia e do comportamento destes insetos, bem como o uso de métodos
de controlo bioldgica e quimicamente mais seguros, e o priviégio de métodos de
intervengdo preventivos sobre as medidas curativas (Nunes e Nobre, 2001). O sistema de
armadilhas com pesticidas é bastante utilizado, geralmente depois de serem detetadas as
térmitas subterrénras, podendo demorar algum tempo até que as armadilhas sejam
encontradas pelas obreiras (Potter et al., 2001). O uso de armadilhas de solo permite a

utilizacao de pequenas quantidades de inseticida, constituindo um método mais especifico e
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ecologico do que a injecdo de inseticida no solo. No entanto, de forma a este método ser
eficaz, as térmitas devem conseguir encontrar as armadilhas com o isco, alimentar-se e
transmitir o inseticida ao resto da colonia. Comercialmente existem diversos tipos de
armadilhas para térmitas subterraneas, mas todos tém como objetivo a gestéo populacional
das colonias. Esta gestéo é, em regra, feita através da distribuicdo de uma substancia toxica
ou inibidora dentro de um alimento (de base celulésica) (Grace et al., 1996), como por
exemplo a madeira ndo tratada (Sentricon® Colony Elimination System) ou o cartdo
(FirstLine® System, Spectracide Terminate™). A estratégia baseia-se na procura de
alimento por parte das obreiras, que se vao alimentar de uma substancia com inseticida e
partilha-la, por trofalaxia, com o resto da colénia (Potter, 1997; Su e Scheffrahn, 1996),
levando a morte da mesma. O inseticida utilizado ndo deve ser repelente e ndo deve ter
uma acao imediata de forma a evitar o0 abandono da armadilha por parte das térmitas. Para
aumentar a eficacia da gestdo das colénias de térmitas subterrdneas € necessario um
planeamento a longo prazo. E ainda necessaria a aplicagdo de uma estratégia de controlo
integrado de pragas envolvendo medidas preventivas e/ou curativas, tendo em conta a
especificidade da situacéo e os antecedentes da infestagdo por térmitas (Figura 1.3) (Nunes

e Nobre, 2001).

Infestacao

Barreira Ponto de
fisica monitorizacao/
armadilhagem

Possivel
caminho
para
procura de
alimento

Figura 1. 3 - Esquema representativo de um sistema de controlo. Combinacéo de barreiras no solo
com sistemas de monitorizacao/armadilhas com isco e tratamentos locais. Foi detetada uma
infestacdo no interior do edificio exigindo um tratamento local. A barreira visou impedir a entrada de
térmitas subterraneas nas estruturas. O acompanhamento do sistema de armadilhagem deve permitir
o controlo da populacéo. (Nunes e Nobre, 2001).

1.3.3 Outras formas de controlo

Atualmente estéo a ser investigados métodos mais eficientes para atrair as térmitas
subterraneas para as armadilhas com base num maior conhecimento sobre a sua biologia.
As térmitas podem ser atraidas de varias formas. Entre ela incluem-se quimicos libertados

pela madeira, de feromonas, ou de fontes de CO,. O CO, pode ser utilizando pelas térmitas
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para localizarem o alimento, podendo eventualmente servir como um indicador da existéncia
de madeira hiumida para as térmitas (Bernklau et al., 2005; Broadbent et al., 2006). O fungo
Gloeophyllum trabeum é capaz de sintetizar uma substancia que atrai as térmitas atraves de
um composto rico em carbono, o (Z,Z,E) — 3,6,8 — dodecatrieno - 1 — ol (Matsumura et
al.,1976), esta substancia € uma feromona presente em térmitas do género Reticulitermes,
gue tem sido considerada como o principal composto utilizado pelas espécies pertencentes

a este género de térmitas como pista para descobrir alimento (Wobst et al., 1999).

No entanto, subsistem ainda muitas questbes quanto a forma como as térmitas
localizam o alimento no solo. O processo de procura parece ser inicialmente quase aleatério
(Nobre et al. 2007; Lee e Su, 2011) mas ndo se pode excluir que as térmitas se guiem por
sinais existentes no solo, tais como gradientes quimicos lixiviados pela madeira. Podem
também ser guiadas por gradientes de sacarose ou de ureia libertados pela madeira em
decomposicao (Waller et al., 1999) ou por caties lixiviados para o solo, como por exemplo o
Potassio (K) (Botch e Judd, 2011).

1.4 A espécie Reticulitermes grassei

O género Reticulitermes tem uma distribuicdo holartica (Eggleton, 2000) e € o
principal género de térmitas subterrdneas presente no sul da Europa. Em Portugal as
térmitas pertencentes a este género ocorrem naturalmente por todo o pais, sendo
reconhecido como uma praga da madeira em construgdo (Nunes, 2008). Este género é
representado em Portugal continental apenas pela espécie Reticulitermes grassei (Clément,
1978) (Nobre et al., 2006; Austin et al., 2012).

A espécie R. grassei (térmita subterrénea) ou Reticulitermes lucifugus grassei
(Clément et al., 2001) é considerada como pertencentes ao grupo das térmitas inferiores. As
térmitas pertencentes a esta espécie constroem galerias simples, com auséncia de ninhos
bem definidos, tém baixa complexidade social, e alimentam-se apenas de madeira e ndo de
outras fontes de celulose. Ocorrem em latitudes mais temperadas e possuem protozoarios
flagelados e bactérias nos seus intestinos (essenciais para a digestdo da celulose) (Myles et
al.,, 2007). Como esta espécie se alimenta de recursos celulésicos encontra-se
maioritariamente nas raizes, nos cepos, nos trocos caidos e no solo, sempre que se
verificam condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento. A sua distribuicdo € de Norte a Sul
de Portugal continental e nos Acores (Nunes, 2008; Austin et al., 2012). Encontrando-se

também na costa atlantica e Sul de Franca e em Espanha (Kutnik et al., 2004; Deheer et al.,



2005). Esta espécie é considerada autéctone na Europa Mediterrdnea, tendo sido descrita
pela primeira vez em 1792 (Grassé, 1986). A primeira referéncia encontrada em Portugal
continental remota ao inicio do século XX (Seabra, 1907), tendo o seu numero de

observagdes aumentado nos ultimos anos (Nobre e Nunes, 2001).
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Figura 1. 4 - Térmitas da espécie Reticulitermes grassei.

Admite-se que a espécie R. grassei surgiu na Peninsula Ibérica apds a dltima Era
Glaciar (13000 a.C.). Apos a Era Glaciar a populagdo que se encontrava refugiada no Sul da
Peninsula Ibérica dispersou-se possivelmente para o Norte, Este e Oeste da Peninsula,
seguindo a costa Mediterrdnea e Atlantica. Desta dispersdo poderdo ter divergido duas
populacdes, que se estabeleceram em regides climaticas muito distintas, uma himida e
temperada, no lado Ocidental, e outra quente e seca, no lado Oriental. Desta separagao
poderao ter surgido diferencas genéticas que levaram a origem das duas espécies distintas
existentes nas regides referidas, a Reticulitermes grassei e a Reticulitermes banyulensis
(Clément, 1984).

1.5 Objetivo

Um dos objetivos centrais desta investigacdo foi a identificacdo dos iscos que sdo
passiveis de atrair as térmitas subterrdneas Reticulitermes grassei (Clément 1978), dentro
de um grupo de iscos pré-selecionados, em ambiente de laboratério. Apos a identificacéo
dos iscos mais atrativos, propds-se igualmente verificar de que forma as térmitas se guiam
para encontrar o alimento no solo. Foi testada a possibilidade das mesmas utilizarem
substancias lixiviadas da madeira para o solo como sinais para localizarem o alimento, em

ambiente de laboratorio.



Os resultados deste estudo poderdo contribuir para um melhor conhecimento da
ecologia alimentar da espécie estudada e desta forma contribuir para a otimizacdo das
armadilhas utilizadas para o controlo de térmitas em meio urbano. O que permitird uma
utilizacdo mais eficiente e conscienciosa das substancias nocivas utilizadas para controlo

das térmitas e libertadas no meio ambiente.
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Capitulo 2

Atracdo das térmitas subterraneas Reticulitermes grassei

(Clément) por madeira degradada por fungos de podri  déo



2.1 Introdugéo

As térmitas subterrneas sdo responsaveis por grande parte da degradacdo da
madeira e de outras fontes de celulose existentes nos ecossistemas terrestres, tendo a
atividade destas um papel fulcral no ciclo de nutrientes no ecossistema (Schaefer e
Whitford, 1981). A selecdo de alimento pelas térmitas pode ser influenciada por fatores
como as preferéncias de cada espécie, as carateristicas de cada tipo de madeira (tais como
o tipo de extratos libertados pela madeira ou o0 seu teor em 4gua) e se o alimento se
encontra atacado por outros organismos como insetos ou fungos (Getty e Haverty, 1998).
Em particular, a madeira degradada por fungos de podriddo pode ser vantajosa em termos
de recurso alimentar para as térmitas. A acdo dos fungos de podriddo pode promover o
aumento de nutrientes disponiveis, o azoto e certas vitaminas, bem como a quebra de
substancias toxicas da madeira, facilitando a digestdo de celulose pelas térmitas (Waller e
La Fage, 1987). Segundo Becker (1976) as coldnias das térmitas Reticulitermes lucifugus
sao cinco vezes maiores quando encontradas em madeira degradada por fungos do que em
madeira sa. Este autor evidenciou também que a mortalidade das térmitas quando se
alimentam de madeira podre € menor do que quando se alimentam de madeira néo
degradada. No entanto, ndo sédo sO as térmitas que beneficiam com esta associacdo. Os
fungos também sdo beneficiados, as térmitas podem transportar os esporos e as hifas
destes para novas areas (Hendee, 1934). Por outro lado, os fungos também podem ser
prejudiciais as térmitas visto terem capacidade de sintetizar substancias téxicas para as
térmitas ou de se tornarem seus parasitas (Becker, 1976). Também as térmitas podem ser
nefastas para os fungos, tendo a capacidade de inibir o0 seu desenvolvimento e evitar que os
seus esporos se espalhem (Jayasimha e Henderson, 2007). Desta forma as térmitas
subterraneas podem preferir madeira degradada por algumas espécies de fungos (os que
Ihe sdo benéficos) ou evitar a madeira degrada por outros (Becker, 1976). A interacdo entre
térmitas e fungos pode ser muito diversificada, incluindo relacbes de mutualismo,
parasitismo ou simbiose, no entanto, as relagbes complexas entre térmitas e fungos séo

ainda, em grande parte, desconhecidas (Lefevre, 2000).

Vérios estudos tém demonstrado as preferéncias das térmitas subterraneas por
determinadas espécies de madeira, no entanto, as alteracbes provocadas pela degradacdo
por determinados fungos de podridao (Filo Basidiomycota) podem alterar as suas escolhas
alimentares (Su e Tamashiro, 1986; Morales-Ramos e Rojas, 2001). Os fungos de podriddo
castanha parecem atrair as térmitas de forma diferente da dos fungos de podridao branca
(Cornelius et al., 2002). Ambos os tipos de fungos de podriddo alteram a constituicdo da

madeira tornando-a mais ou menos apetecivel as térmitas, o que podera depender também
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do grau de degradacéo provocada pelo fungo. Os fungos de podriddo castanha sdo capazes
de degradar as fracdes polissacaridas, tendo a capacidade de usar a hemicelulose e a
celulose das paredes celulares das células para as desmitilar e oxidar (Green e Highley,
1997). Algumas espécies de fungos de podriddo castanha, para além de providenciarem
beneficios nutricionais para as térmitas, produzem substancias quimicas capazes de atuar
como sinais para as térmitas seguirem e encontrarem o alimento. Exemplo disso € o
composto (Z, Z, E) — 3, 6, 8 — dodecatrieno — 1 — ol produzido pelo fungo Gloeophylum
trabeum (Matsumura et al.,, 1976). Os fungos de podriddo branca sdo considerados mais
eficientes na degradacdo da madeira sendo capazes de degradar os trés componentes da
parede celular vegetal, a celulose, a hemicelulose e a lenhina, mas enquanto alguns
degradam todos os compostos outros degradam seletivamente algumas zonas da parede
celular (Goodell et al., 2008; Carvalho et al.,, 2009). Estas diferencas no mecanismo de
degradacdo pelas diferentes espécies de fungos de podriddo branca podem provocar
diferentes respostas nas diversas espécies de térmitas subterrdneas. Os resultados de
estudos sobre as interac¢cBes entre térmitas e os fungos de podriddo branca tém sido
contraditorios, podendo estes ser atractivos ou repelentes para as térmitas (Waller et al.,
1987; Grace et al., 1992).

Este estudo teve como objetivo verificar a resposta das térmitas subterraneas
Reticulitermes grassei (Clément) aos extratos aquosos de provetes de pinho bravo (pinho)
(Pinus pinaster Ait.) com quatro niveis de degradacao provocada por duas espécies de
fungos de podriddo castanha, Gloeophyllum trabeum (Persoon: Fries) e Postia placenta
((Fr.) M.J. Larsen & Lombard) e uma espécie de podriddo branca, Pychoporus sanguineus
(L.: Fr.) Murrill. A resposta desta espécie de térmita aos extratos aquosos de madeira de
pinho s&, da casca da mesma arvore e da casca de sobreiro, cortica (Quercus suber L.) foi

também investigada.

2.2 Materiais e Métodos

Térmitas

As térmitas subterraneas, Reticulitermes grassei, foram recolhidas de troncos caidos
de uma é&rea florestal mista na Herdade da Apostica, Sesimbra, Portugal, com as

coordenadas N 38°32.436’ W 009°07.848’ a 18 m de elevagéo. E foram mantidas numa sala

16



condicionada (24 £ 1 ° C;> 80% HR), em caixas de Petri com papel de filtro humedecido,

tendo sido utilizadas nos ensaios, em média, uma semana apds a sua coleta.

Obtencdo da madeira degradada

As espécies de fungos utilizadas - Gloeophyllum trabeum, Postia placenta e
Pycnoporus sanguineus — pertencem a cole¢éo do Nucleo de Comportamento de Estruturas
(NCE) do Laboratério Nacional de Engenharia Civil (LNEC).

A madeira foi degradada de acordo com o procedimento descrito na norma EN-113
(1996). O meio de crescimento dos fungos utilizado foi o malte (40 g de extrato de malte, 20
g de agar e 1 L de agua destilada). Introduziu-se o meio em frascos de Kolle, para cada
fungo foram feitos dez replicados, taparam-se os frascos com algodao hidroéfilo esterilizado e
estes foram introduzidos na autoclave durante 20 minutos a 120°C. Posteriormente fez-se a
repicagem dos fungos para os respetivos frascos. Estes foram colocados numa camara
condicionada (22 + 2°C; 70% + 5% HR) até os fungos cobrirem a totalidade da superficie do
meio de crescimento, estando assim preparados para a colocacdo dos provetes de pinho
bravo. Para cada fungo utilizaram-se 20 provetes, disponiveis no NCE do LNEC, com
dimensdes de 50 x 25 x 10 mm. Os provetes foram numerados, pesados e esterilizados por
vapor. De seguida introduziram-se os provetes nos devidos frascos em meio estéril (dois
provetes por frasco) e deixaram-se os frascos numa camara condicionada (22 + 2°C; 70% +
5% HR). Por baixo de cada provete foi colocado um suporte de metal, esterilizado, para
evitar o contacto direto com o meio de modo a ndo absorver a humidade existente nesse
meio. Metade dos provetes esteve sujeito a acdo dos fungos durante 8 semanas e outra

metade durante 16 semanas.

No final os provetes foram limpos, pesados e colocados numa sala condicionada (20
+ 1°C, 65% + 5% HR), onde ficaram durante 10 a 15 dias até a sua massa estabilizar.
Considerou-se que 0 seu peso estava estabilizado quando a massa apresentava uma
variacdo inferior a 1% no intervalo de 1 hora. Dois provetes de cada ensaio foram secos na
estufa a 103 + 2°C durante 24 horas, de forma a ser possivel determinar o seu teor em agua

(NP 614, 1973) e a respectiva perda de massa.

Atrativos

Os potenciais atrativos foram obtidos por imersdo em agua fria de:

- Madeira de pinho bravo (pinho) (Pinus pinaster Ait.);
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- Casca de sobreiro, cortica, (Quercus suber L.);

- Casca de pinho bravo (Pinus pinaster Ait.);

- Pinho bravo com quatro niveis de degradacéo provocada por:
» Fungo de podriddo castanha Gloeophyllum trabeum (Persoon: Fries);
» Fungo de podriddo castanha Postia placenta ((Fr.) Larsen e Lombard );

» Fungo de podridao branca Pycnoporus sanguineus ((L.: Fr.) Murril).

Obtencdo dos extratos aquosos a frio

Os extratos foram obtidos colocando dois provetes de madeira de pinho e de cortica
com 50 x 25 x 10 mm e 3 provetes de casca de pinho com 50 x 30 x 1.5 £ 5 mm em &gua
destilada a temperatura ambiente e em frascos previamente esterilizados durante 24 horas.
O volume de agua utilizado foi duas vezes o produto do volume dos provetes com o nimero

de provetes utilizado em cada extracéo.

No caso dos provetes degradados pelos fungos de podriddo estes foram divididos
em 4 niveis de degradacédo, nos 1° e 2° nivel os provetes foram submetidos a 8 semanas de
exposicdo ao fungo e 3° e 4° nivel os provetes foram submetidos a 16 semanas de
exposicdo. De cada nivel foram selecionados dois provetes, uma vez que o volume de
extrato obtido por dois provetes seria suficiente para a montagem dos ensaios, e aplicado o

mesmo método de extraccdo aquosa a frio referido anteriormente (Tabela 2.1)

Foram adicionados 0,075 ml destes extratos a metades de papéis de filtro Macherey-
Nagel com um didmetro de 42,5 mm, pesados previamente e numerados, e deixados a
secar durante pelo menos 60 minutos, 0 mesmo foi feito para a dgua destilada (controlo). O

volume foi definido pela capacidade maxima de absorcdo dos papéis de filtro.

Ensaios de toxicidade

A verificacdo da toxicidade direta dos diferentes extratos foi realizada por meio de
ensaios sem escolha, sendo as térmitas expostas diretamente aos papéis de filtro tratados

com os extratos obtidos.

Para cada possivel atrativo foram realizadas dez réplicas, tendo-se também testado

a agua destilada como controlo. Os ensaios foram feitos em caixa de Petri com um didmetro
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de 60 mm e em cada caixa foi colocado metade de um papel de filtro com o atrativo e 10
térmitas, durante 21 dias e foram mantidos numa sala condicionada (24 + 1 ° C, > 80% HR).
Foi também colado um papel de filtro humedecido na tampa de cada caixa para manter a
humidade relativa dentro da caixa de Petri (Figura 2.1) (Nunes et al., 2004). Os ensaios
foram monitorizados e registadas diariamente as mortes ocorridas. Também foi mantida a

humidade elevada dos papéis colados nas tampas das caixas de Petri.

Tabela 2. 1 - Perdas de massa (%) dos provetes utilizados para fazer os extratos.

Tipo de Média das perdas de

degradacéo Fungo massa dos provetes (%)
P. placenta 1 21.59
P. placenta 2 31.79
P. placenta 3 38.29
Podridédo P. placenta 4 48.06
castanha G. trabeum 1 9.31
G. trabeum 2 14.69
G. trabeum 3 24.21
G. trabeum 4 35.69
P. sanguineus 1 8.32
Podriddo P. sanguineus 2 14.23
branca P. sanguineus 3 18.44
P. sanguineus 4 25.60

Figura 2. 1 - Aspeto dos ensaios de toxicidade dos papéis de filtro tratados as térmitas subterréneas,
no final dos 21 dias de exposi¢éo.
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Ensaios de escolha

Os ensaios foram realizados em caixas de Petri com um didmetro de 90 mm. Cada
caixa de Petri continha 10 g de areia de Fontainebleau humedecida (4:1 v/v) separada em
duas partes aproximadamente iguais, deixando um corredor sem areia entre elas (Figura 2.2
e 2.3). Cada metade continha uma lamela de vidro e uma metade de papel de filtro com o
produto em ensaio por cima desta (Figura 2.2 e 2.3). Em cada caixa foram colocadas 10

obreiras da espécie de térmitas R. grassei.

Areia

Lamela de vidro

Papel de filtro
com substancia
em estudo

Corredor sem
areia

Figura 2. 2 - Esquema de ensaio de escolha.

Com base no protocolo experimental de Kutnik et al. (2011), foram executadas 10
réplicas de cada ensaio de escolha entre papel com extrato e papel com agua destilada, e
10 réplicas de ensaios sem escolha, com o mesmo extrato em ambas as metades. Os
ensaios tiveram a duracdo de 14 dias e foram mantidos numa sala condicionada (24 + 1 ° C,
> 80% HR). Os ensaios foram monitorizados diariamente tendo sido registado o niumero de

térmitas que se encontravam em cada local do ensaio.

Figura 2. 3 - Aspecto de ensaios de escolha entre papéis impregnados com substancias, com
térmitas.
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Foram realizadas cinco réplicas de ensaios semelhantes aos ensaios sem escolha
com os papéis de filtro com extrato de fungos mas sem térmitas, durante 0 mesmo numero
de dias e com as mesmas condi¢Bes, com o objetivo de saber qual a perda de massa que

deve ser associada aos fungos.

Andlise de dados

Na andlise estatistica foi usado o software IBM® SPSS® Statistics vs.21 (IBM
Corporation, New York, USA). Usou-se em todos os testes um alfa de 0.05 para a rejeicéo

da hipotese nula.

Nos ensaios de toxicidade foram comparados o nUmero de mortes que se registaram
diariamente nos ensaios com 0s atrativos com as ocorridas nos ensaios controlo. Para tal
recorreu-se a andlise de Kaplan-Meier para estimar e comparar as suas curvas de
sobrevivéncia. As curvas de sobrevivéncia representam a probabilidade cumulativa de um
individuo sobreviver em qualquer momento posterior & data de inicio, desta forma o modelo
de Kaplan Meier baseia-se na estimativa das probabilidades condicionais, da taxa de
sobrevivéncia em cada ponto no tempo (Rich et. al, 2010). A comparacéo da distribuicdo
entre as duas curvas de sobrevivéncia foi feita pelo teste de Log Rank (Mantel-Cox), este
segue uma distribuicdo Qui-quadrado com 1 grau de liberdade. Também foi verificada a
existéncia de diferencas de toxicidade entre os diferentes extratos através de um teste Qui-

gquadrado aplicado a uma tabela de contingéncia.

Nos ensaios de escolha e sem escolha, como foi referido anteriormente, foram
registados diariamente o numero de térmitas que se observaram em uma das trés zonas
dos ensaios: 1) zona com papel com atrativo; 2) zona com papel controlo, ou também com
atrativo, e; 3) corredor entre estas zonas. Para verificar se existiam diferencas significativas
entre o nimero de térmitas que se observaram em cada uma destas zonas recorreu-se ao
teste ndo paramétrico de Friedman, que permitiu a comparacdo do nimero de térmitas
encontradas em cada uma das zonas ao longo do tempo. Os dados séo o resultado de uma

mesma amostra (dependentes) em momentos distintos.

No final de cada ensaio de escolha e sem escolha secaram-se o0s papéis de filtro a
103 + 2°C durante 24 horas e foram calculadas as percentagens de perdas de massa destes
papéis. A perda de massa dos papéis de filtro com extrato de fungos, utilizados nos ensaios
de escolha e sem escolha, foi subtraida a perda de massa associada aos fungos, tendo-se

estimado a perda de massa causada pelas térmitas.
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As preferéncias alimentares das térmitas foram quantificadas pelo consumo dos
papéis de filtro com os diferentes extratos e com 4gua destilada utilizados nos ensaios de
escolha. As diferencas de consumo foram analisadas pela comparacdo das perdas de
massa dos papéis utilizados nos ensaios de escolha recorrendo ao teste estatistico T de
student para amostras emparelhadas. A normalidade da distribuicdo das variancias foi
testada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade destas foi verificada pelo teste de

Levene.

2.3 Resultados

Cortica, Pinho e Casca de Pinho

Ensaios de toxicidade

Verificou-se que durante o tempo do ensaio - 21 dias - a taxa de sobrevivéncia foi
decrescendo gradualmente ao longo do ensaio, sendo esta diminuicdo n&o significativa nos
casos do pinho (com uma sobrevivéncia de 82%) e da casca de pinho (87%) quando
comparada com a taxa de sobrevivéncia do ensaio controlo com agua destilada (86%). No
caso da cortica a taxa de sobrevivéncia foi significativamente menor que a do ensaio
controlo (X?=4.805, g.l.=1, p=0.028), tendo a mortalidade chegado aos 29% (Figura 2.4).

Através de um teste de Qui-quadrado foi feita a comparagdo das taxas de
sobrevivéncia dos diferentes extratos, tendo-se verificado que existiram diferencas
significativas entre os extratos (X°=8.375, g.l.=1, p=0.015), tendo sido o extrato de cortica o

gue obteve uma menor taxa de sobrevivéncia.

Observacgdes diarias

Nos ensaios de escolha foi possivel verificar uma tendéncia das térmitas pela zona
dos ensaios com 0s papéis impregnados com extrato de cortica (56% das térmitas) e de
casca de pinho (49%), mas no caso do extrato de pinho comecou por haver uma tendéncia
(71%) que foi decrescendo ao longo do ensaio (Figura 2.5). Através dos resultados do teste
de Friedman verificaram-se diferengas significativas quanto a localizagéo preferencial das

térmitas em cada zona do ensaio para todos os extratos utilizados (Tabela 2.2).

22



b)

a)
1,|:|- - —_— 1|D- S
—_ ____‘_'_l_
—_
05— I_] 0.8= I
— [ —
€ 0a- € 08
=] =]
h ] i
E o7 E o7
=1 =1
o o
05— 05—
= =I.5.
05— p=0.028 05— P
| I | I I | | | | || | |
00 500 1000 1500 2000 2500 00 500 1000 1500 2000 2500
Dia Dia
C)
10~ ———
05— '—]
E 08~
=1
h
E 07—
=1
(=]
06—
=Nn.5.
05— P
| | I | I |
00 500 1000 1500 2000 2500
—  Atrativo Controlo Dia

Figura 2. 4 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pela analise de Kaplan-Meier das térmitas expostas
aos extratos com tratamento de: a) Cortica; b) Pinho e ¢) Casca de pinho (atrativos) em comparacao
com a curva de sobrevivéncia dos ensaios controlo (sem tratamento). P calculado pelo teste de Log
Rank. Eixo y representa a estimativa da sobrevivéncia ao longo do tempo de exposicéao.

Nos ensaios de escolha entre extratos iguais foi observada alguma preferéncia das
térmitas por uma das zonas do ensaio, nos casos da cortica e da madeira de pinho (Figura
2.6 a) e b)) tendo uma das zonas dos ensaios com extrato de cortica 60% das térmitas e dos
ensaios com extrato de pinho 46%. No caso dos ensaios com extrato de casca de pinho as
térmitas distribuiram-se por todo o ensaio, com valores perto dos 30% de térmitas em todas
as zonas do ensaio (Figura 2.6 c)). Apesar disso, através do teste de Friedman verificaram-
se diferencas significativas, em todos 0s ensaios, relativamente ao nimero de térmitas
observado em cada zona do ensaio (Tabela 2.2).
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Figura 2. 5 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre os diferentes possiveis
atrativos: a) Cortica; b) Pinho; e c) Casca de pinho e respetivos controlos (agua).
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Figura 2. 6 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre 0 mesmo extrato dos
diferentes alimentos: a) Cortica; b) Pinho; e c) Casca de pinho.
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Tabela 2. 2 - Comparacao, através do teste estatistico de Friedman, do numero de térmitas
observado diariamente em cada uma das posi¢cdes dos ensaios com e sem escolha

Atrativo Qui-quadrado g.l. p
Cortica vs. Controlo 23.256 2 <0.001*
Pinho vs. Controlo 8.641 2 0.013*
Casca de pinho vs. Controlo 18.428 2 <0.001*
Cortica vs. Cortica 28.000 2 <0.001*
Pinho vs. Pinho 8.714 2 0.013*
Casca pinho vs. Casca pinho 9.000 2 0.011*

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (Teste de Friedman)

Perdas de massa

Relativamente as perdas de massa dos papéis tratados/controlo utilizados verificou-
se que no caso dos ensaios com extrato de pinho e de cortica ndo variaram muito
relativamente aos respetivos controlos, tendo tido valores de perda de massa proximos dos
8% em todos os papéis. Nesta situagdo ndo ocorreram diferencas significativas, através do
teste T de student (Tabela 2.3). No caso dos ensaios com extrato de casca de pinho os
valores de perda de massa dos papéis controlos foram superiores (13%) aos dos papéis

tratados (Figura 2.7 a)), tendo estas diferencas sido significativas (Tabela 2.3).
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Figura 2. 7 — Valores médios de perda de massa (%) dos papéis impregnados nos ensaios de
escolha entre: a) o controlo com agua e o extrato (cortica, pinho e casca de pinho) e b) entre o
mesmo tipo de extrato (cortica, pinho e casca de pinho).

Nos ensaios sem escolha, no caso dos ensaios com extrato de pinho as perdas de
massa foram semelhantes (9%) e apesar de se ter denotado uma maior perda de massa em

alguns papéis com extrato de cortica (12%) e de casca de pinho (13%), através da analise T
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de student verificou-se que estas diferencas ndo foram significativas (Figura 2.7 b) e Tabela
2.3).

Tabela 2. 3 - Resultados do teste estatistico T de student, para comparacdo dos valores de perda de
massa dos papéis impregnados utilizados em ensaios de escolha entre papéis impregnados com os
diferentes extratos (pinho, corti¢a, pinho e casca de pinho) e os respetivos controlos e em ensaio sem
escolha, com papéis impregnados com o mesmo extrato em ambas as zonas dos ensaios.

Atrativo Média pesvio t g.l p
padréo
Cortica vs. Controlo -0.371 6.011 -0.195 9 n.s.
Pinho vs. Controlo 0.935 5.948 0.497 9 n.s.
Casca de pinho vs. Controlo -5.564 6.511 -2.703 9 0.024*
Cortica vs. Cortica 3.225 6.562 1.554 9 n.s.
Pinho vs. Pinho -0.259 5.343 -0.153 9 n.s,
Casca pinho vs. Casca pinho -0.906 7.760 -0.369 9 n.s.

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (T de student)

Postia placenta

Ensaios de toxicidade

Através dos ensaios de toxicidade foi possivel observar que a taxa de sobrevivéncia
foi diminuindo ao longo do tempo de ensaio, tendo, no caso do extrato de P. placenta 4,
chegado aos 80%. Pelas curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier verificou-se que quando
comparada a taxa de sobrevivéncia das térmitas expostas aos papéis impregnados com 0s
varios extratos do fungo P. placenta com a dos ensaios controlo, ndo se verificaram

diferencas significativas (Figura 2.8).

Através de um teste de Qui-quadrado foi feita a comparacdo das taxas de
sobrevivéncia das térmitas expostas aos diferentes extratos do fungo de podridao castanha,

nao se tendo verificado diferencas significativas entre nenhum deles.
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Figura 2. 8 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pela analise de Kaplan-Meier das térmitas expostas
aos extratos de madeira degradada por: a) P. placenta 1 perda de massa de 21,59%; b) P. placenta 2
perda de massa de 31,79%; c) P. placenta 3, perda de massa de 38,29% e; d) P. placenta 4, perda
de massa de 48,06% em comparacdo com a curva de sobrevivéncia dos ensaios controlo (Agua
destilada). P calculado pelo teste de Log Rank. Eixo y representa a estimativa da sobrevivéncia ao
longo do tempo de exposicéo.

Observag6es diarias

Através da observacdo diaria da distribuicdo espacial das térmitas ao longo do
ensaio de escolha, entre papéis de filtro com os diferentes extratos do fungo P. placenta e
agua destilada, verificou-se que as térmitas pareceram demonstrar uma tendéncia pela zona
com os papéis impregnados com os diferentes extratos do fungo P. placenta, pois cerca de
40 a 50% das térmitas eram usualmente detetadas nessa zona (Figura 2.9). Através da
analise comparativa de Friedman verificaram-se de fato diferencas significativas na

distribuicdo das térmitas pelas diferentes zonas do ensaio (Tabela2.4).
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Figura 2. 9 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre os diferentes possiveis
atrativos: a) P. placenta 1 perda de massa de 21,59%; b) P. placenta 2 perda de massa de 31,79%; c)

P. placenta 3, perda de massa de 38,29% e d) P. placenta 4, perda de massa de 48,06% e respetivos
controlos (agua).

Nos ensaios de escolha entre papéis impregnados com o mesmo tipo de extrato as
térmitas ndo demonstraram uma preferéncia evidente por nenhuma das zonas do ensaio,
tendo-se verificado uma percentagem significativamente maior de térmitas (entre 30 e 0s
40%) nas zonas com papéis de filtro (do que nos corredores (Figura 2.10). Estas diferencas

foram consideradas significativas pela comparacdo feita através do teste de Friedman
(Tabela 2.4).

Tabela 2. 4 - Comparacgao, através do teste estatistico de Friedman, do numero de térmitas
observado diariamente em cada uma das posi¢cdes dos ensaios de escolha e sem escolha.

Atrativo Qui-quadrado g.l P
P. placenta 1 vs. Controlo 20.703 2 <0.001*
P. placenta 2 vs. Controlo 14.654 2 <0.001*
P. placenta 3 vs. Controlo 19.000 2 <0.001*
P. placenta 4 vs. Controlo 12.000 2 0.002*
P. placenta 1 vs. P. placenta 1 13.285 2 <0.001*
P. placenta 2 vs. P. placenta 2 21.000 2 <0.001*
P. placenta 3 vs. P. placenta 3 15.857 2 <0.001*
P. placenta 4 vs. P. placenta 4 13.000 2 0.001*

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencgas significativas (Teste de Friedman)
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Figura 2. 10 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre 0 mesmo extrato dos
diferentes alimentos: a) P. placenta 1 perda de massa de 21,59%; b) P. placenta 2 perda de massa

de 31,79%; c) P. placenta 3, perda de massa de 38,29% e; d) P. placenta 4, perda de massa de
48,06%.

Perdas de massa

Com a comparacdo das médias das perdas de massa entre os papéis impregnados
com extrato de fungo e o controlo foi possivel verificar algumas diferencas quanto ao
comportamento das térmitas. No caso dos ensaios de escolha, as térmitas consumiram uma
guantidade mais elevada de papéis impregnados com os extratos do fungo (11% perda de
massa) relativamente aos controlos (3% perda de massa). A excecdo foi o extrato
proveniente dos provetes com menor grau de degradacgéo provocada pelo fungo P. placenta
(P. placenta 1). Neste ensaio as térmitas ndo demonstraram preferéncias, tendo os valores
médios de perda de massa sido muito semelhantes, ou seja perto de 6% em ambos o0s
papéis impregnados com fungo ou controlo (Figura 2.11 a)). Através do teste T de student
observou-se que apenas nos casos em que foram utilizados extratos provenientes dos
provetes mais degradados (P. placenta 3 e 4) se verificaram diferengas significativas
(t=5.474, g.I.= 9, p <0.001 e t= 4.513, g.l.= 9, p=0.001) entre as perdas de massa dos papéis

com extrato utilizados e respetivos controlos (Tabela 2.5).

No caso dos ensaios de escolha entre papéis impregnados com o mesmo extrato,
verificou-se uma tendéncia para as térmitas se alimentarem preferencialmente num dos

papéis disponiveis impregnados com P. placenta 2, nos quais se registou uma média de
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perda de massa de 5% comparativamente com 1% no outro papel impregnado com a
mesma substéncia, no mesmo ensaio. Verificou-se também um maior consumo de ambos
0S papeéis nos casos em que estes continham os extratos de P. placenta 3 e 4, com valores
de perdas de massa de 4 a 8% (Figura 2.11 b)), apesar de ndo se terem identificado
diferencas significativas nas perdas de massa dos papéis utilizados nestes ensaios (Tabela
2.5).
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Figura 2. 11 — Valores médios de perda de massa (%) dos papéis impregnados nos ensaios de
escolha entre: a) o controlo com agua e o extrato (P. placenta 1, P. placenta 2, P. placenta 3 e P.
placenta 4) e b) entre 0 mesmo tipo de extrato (P. placenta 1, P. placenta 2, P. placenta 3 e P.
placenta 4).

Tabela 2. 5 - Resultados do teste estatistico T de student, para comparacao dos valores de perda de
massa dos papéis impregnados utilizados em ensaios de escolha entre papéis impregnados com os
diferentes extratos (P. placenta 1, P. placenta 2, P. placenta 3 e P. placenta 4) e os respetivos
controlos e em ensaio sem escolha, com papéis impregnados com o mesmo extrato em ambas as
zonas dos ensaios.

Atrativo Média Desvio t g.l p
padrédo
P. placenta 1 vs. Controlo -0.863 6.758 -0.404 9 n.s
P. placenta 2 vs. Controlo 1.518 4,981 0.964 9 n.s
P. placenta 3 vs. Controlo 7.744 4.474 5.474 9 <0.001*
P. placenta 4 vs. Controlo 8.306 5.821 4513 9 0.001*
P. placenta 1 vs. P. placenta 1 2.095 6.049 1.095 9 n.s
P. placenta 2 vs. P. placenta 2 -2.410 4.507 -1.691 9 n.s
P. placenta 3 vs. P. placenta 3 -1.951 6.758 -0.913 9 n.s
P. placenta 4 vs. P. placenta 4 -1.952 9.745 -0.633 9 n.s

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (T de student)
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Gloeophyllum trabeum

Ensaios de toxicidade

Nos ensaios de toxicidade com os extratos de G. trabeum a taxa de sobrevivéncia
das térmitas foi diminuindo ao longo do tempo de ensaio, tendo no caso dos ensaios com

extrato de G. trabeum 1 chegado apenas aos 75%. Através das curvas de sobrevivéncia de
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Figura 2.12 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pela analise de Kaplan-Meier das térmitas expostas
aos extratos de: a) G. trabeum 1 perda de massa de 9.31%; b) G. trabeum 2 perda de massa de
14.69%; c) G. trabeum 3, perda de massa de 24.21% e d) G. trabeum 4, perda de massa de 35.69%
em comparagdo com a curva de sobrevivéncia dos ensaios controlo (aAgua destilada). P calculado
pelo teste de Log Rank. Eixo y representa a estimativa da sobrevivéncia ao longo do tempo de
exposicao.

Kaplan-Meier verificou-se que a variacao da taxa de sobrevivéncia das térmitas expostas a

taxa de sobrevivéncia foi significativamente inferior (X?=4.433, g.l.=1, p=0.035) & taxa
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verificada nos ensaios controlo. Com o extrato de G. trabeum 4 ocorreu o inverso, sendo a
taxa de sobrevivéncia (90%) a este extrato significativamente superior a taxa verificada nos
ensaios controlo (84%) (X?=9.903, g.l.= 1, p=0.002) (Figura 2.12).

Foram comparadas as taxas de sobrevivéncia das térmitas aos diferentes extratos
pelo teste de Qui-quadrado tendo-se verificado que existiram diferencas significativas
(p=0.017) na sobrevivéncia a cada extrato, tendo sido o extrato de G. trabeum 1 o que
obteve uma taxa de sobrevivéncia mais baixa nesta analise.

Observacgdes diarias

Nos ensaios de escolha entre papéis com extrato de G. trabeum e controlo n&o foi
possivel verificar nenhuma preferéncia por parte das térmitas, denotando-se uma
predominancia destas no corredor do ensaio. Foram alids observadas, em algumas
monitoriza¢des, mais de 60% das térmitas nesta zona dos ensaios (Figura 2.13). Pelo teste

de Friedman verificou-se que estas diferencas na distribuicAo das térmitas foram
significativas (Tabela 2.6).
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Figura 2. 13 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre os diferentes possiveis
atrativos: a) G. trabeum 1 perda de massa de 9.31%; b) G. trabeum 2 perda de massa de 14.69%; c)

G. trabeum 3, perda de massa de 24.21% e d) G. trabeum 4, perda de massa de 35.69% e respetivos
controlos (4gua).
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Figura 2. 14 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre 0 mesmo extrato dos
diferentes alimentos: a) G. trabeum 1 perda de massa de 9.31%; b) G. trabeum 2 perda de massa de
14.69%; c) G. trabeum 3, perda de massa de 24.21% e d) G. trabeum 4, perda de massa de 35.69%.

Nos ensaio de escolha entre papéis impregnados com o mesmo extrato de G
trabeum ocorreu 0 mesmo que nos ensaios de escolha entre papéis impregnados e
controlo, pois as térmitas ndo demonstraram nenhuma distribuicdo preferencial pelas zonas
com os papéis impregnados, mas sim uma preferéncia significativa pela zona do corredor

entre os papéis de filtro (entre 50 e 77% das térmitas) (Figura 2.14).

Tabela 2. 6 - Comparacdo, através do teste estatistico de Friedman, do numero de térmitas
observado diariamente em cada uma das posi¢cdes dos ensaios de escolha e sem escolha.

Atrativo Qui-quadrado g.l p
G. trabeum 1 vs. Controlo 21.143 2 <0.001*
G. trabeum 2 vs. Controlo 13.000 2 <0.001*
G. trabeum 3 vs. Controlo 28.000 2 <0.001*
G. trabeum 4 vs. Controlo 23.132 2 0.002*
G. trabeum 1 vs. G. trabeum 1 28.000 2 <0.001*
G. trabeum 2 vs. G. trabeum 2 21571 2 <0.001*
G. trabeum 3 vs. G. trabeum 3 23.285 2 <0.001*
G. trabeum 4 vs. G. trabeum 4 23.285 2 <0.001*

Nota: Valores de p marcados com * representam diferengas significativas (Teste de Friedman)
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Perdas de massa

Pela comparacdo dos valores médios de perda de massa entre os papéis
impregnados com extratos de madeira degradada por fungos e respetivos controlos foi
possivel verificar diferengas na escolha feita pelas térmitas para todos os extratos utilizados,
sendo estas diferencas mais evidentes nos casos em que 0s papeéis continham extratos
provenientes dos provetes menos degradados, com perdas de massa de 9.65%
comparativamente com 4% nos papeéis controlo (Figura 2.15 a)). Estas diferencas foram
confirmadas recorrendo ao teste estatistico T de student em que a perda de massa dos
papéis impregnados com os extratos do fungo foi significativamente mais elevada do que a
perda de massa registada nos papéis controlo, impregnados com agua destilada. No
entanto, os ensaios em que foi utilizado o extrato da madeira mais degradada foram
excecdo (G. trabeum 4) ndo se tendo verificado diferencas entre o consumo dos papéis
impregnados com este extrato e o0s controlos. As diferencas nos valores de perdas de
massa foram mais significativas (t=4.621, g.1.=9, p <0.001) nos ensaios onde foram

utilizados extratos provenientes da madeira menos degradada (G. trabeum 1) (Tabela 2.7).

Na comparacado dos valores médios de perda de massa dos papéis impregnados
com 0 mesmo extrato utilizados nos ensaios de escolha entre 0 mesmo tipo de alimento,
ndo se verificou nenhuma diferencga significativa (Tabela 2.7). Verificou-se um consumo mais
elevado dos papéis impregnados com extrato de G. trabeum 2, com consumos de 7 a 9%

dos papéis relativamente ao consumo dos papéis com os restantes extratos (Figura 2.15 b)).
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Figura 2. 15 - Valores médios de perda de massa (%) dos papéis impregnados nos ensaios de
escolha entre: a) o controlo com agua e o extrato (G. trabeum 1, G. trabeum 2, G. trabeum 3 e G.
trabeum 4) e b) entre 0 mesmo tipo de extrato (G. trabeum 1, G. trabeum 2, G. trabeum 3 e G.
trabeum 4).
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Tabela 2. 7 - Resultados do teste estatistico T de student, para comparacao dos valores de perda de
massa dos papéis impregnados utilizados em ensaios de escolha entre papéis impregnados com os
diferentes extratos (G. trabeum 1, G. trabeum 2, G. trabeum 3 e G. trabeum 4) e os respetivos
controlos e em ensaio sem escolha, com papéis impregnados com 0 mesmo extrato em ambas as
zonas dos ensaios.

Desvio
Atrativo Média t g.l p
padrao
G. trabeum 1 vs. Controlo 5.335 3.651 4.621 9 0,001*
G. trabeum 2 vs. Controlo 6.867 5578 3.893 9 0,004*
G. trabeum 3 vs. Controlo 4.336 3.921 3.497 9 0,007*
G. trabeum 4 vs. Controlo 1.364 7.592 0.568 9 n.s
G. trabeum 1 vs. G. trabeum 1 -0.416 6.533 -0.202 9 n.s.
G. trabeum 2 vs. G. trabeum 2 -2.291 5.707 -1.269 9 n.s.
G. trabeum 3 vs. G. trabeum 3 -1.746 5.214 -1.059 9 n.s.
G. trabeum 4 vs. G. trabeum 4 -0.501 6.869 -0.231 9 n.s.

Nota: Valores de p marcados com * representam diferengas significativas (T de student)

Pycnoporus sanguineus

Ensaios de toxicidade

Nos ensaios de toxicidade verificou-se que a taxa de sobrevivéncia foi diminuindo ao
longo dos 21 dias dos ensaios, tendo atingido os 78%. No entanto quanto comparada
através das curvas de sobrevivéncia estimadas pela andlise Kaplan-Meier, com a
sobrevivéncia ocorrida nos ensaios controlo com &gua destilada (84%), ndo ocorreram
diferencas significativas (Figura 2.16). Também foi comparada a toxicidade dos extratos
através do teste de Qui-quadrado, tendo-se verificado que ndo houve diferencas
significativas entre eles em termos de taxa de sobrevivéncia das térmitas expostas aos

quatro extratos utilizados.

Observacdes diarias

Os ensaios de escolha foram monitorizados diariamente tendo-se realizado a contagem das
térmitas que se encontravam em cada divisdo do ensaio. Através desta monitorizacdo foi
possivel verificar que as térmitas se distribuiram por todo o ensaio, tendo sido observadas

mais frequentemente (60%) nos corredores, OuU seja, NOS espacos entre a areia colocada por
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baixo de cada um dos papéis de filtro impregnados, exceto nos ensaios com P. sanguineus
1 onde as térmitas foram observadas mais frequentemente na zona do ensaio que continha
0s papéis impregnados com o extrato (53% das térmitas) (Figura 2.17). Verificaram-se para
todos os ensaios diferengas significativas no niumero de térmitas observadas em cada zona

de ensaio, esta comparacao foi feita através da andlise de Friedman (Tabela 2.8).
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Figura 2. 16 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pela andlise de Kaplan-Meier das térmitas
expostas aos extratos de: a) P. sanguineus 1 perda de massa de 8.32%; b) P. sanguineus 2 perda de
massa de 14.23%; c) P. sanguineus 3, perda de massa de 18.44% e; d) P. sanguineus 4, perda de
massa de 25.60% em comparagdo com a curva de sobrevivéncia dos ensaios controlo (agua
destilada). P calculado pelo teste de Log Rank. Eixo y representa a estimativa da sobrevivéncia ao
longo do tempo de exposicéo.

Nos ensaios onde se encontrava 0 mesmo extrato em ambos os papéis de filtro

ndo se evidenciou nenhuma preferéncia por parte das térmitas em relagdo as zonas com
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papel de filtro, no entanto, as térmitas foram frequentemente (40 a 60%) observadas nos
corredores (Figura 2.18). Segundo a analise de Friedman as diferencas na distribui¢cdo das
térmitas pelos ensaios foram significativas em todos os ensaios com os extratos do fungo P.
sanguineus analisados (Tabela 2.8).
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Figura 2. 17 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre os diferentes possiveis
atrativos: a) P. sanguineus 1 perda de massa de 8.32%; b) P. sanguineus 2 perda de massa de
14.23%; c) P. sanguineus 3, perda de massa de 18.44% e; d) P. sanguineus 4, perda de massa de
25.60% e respetivos controlos (agua).

Tabela 2. 8 - Comparacdo, através do teste estatistico de Friedman, do numero de térmitas
observado diariamente em cada uma das posi¢cdes dos ensaios de escolha e sem escolha.

Atrativo Qui-quadrado g.l. P
P. sanguineus 1 vs. Controlo 21571 2 <0.001*
P. sanguineus 2 vs. Controlo 28 2 <0.001*
P. sanguineus 3 vs. Controlo 21.142 2 <0.001*
P. sanguineus 4 vs. Controlo 7.428 2 <0.001*
P. sanguineus 1 vs. P. sanguineus 1 21.571 2 <0.001*
P. sanguineus 2 vs. P. sanguineus 2 21.142 2 <0.001*
P. sanguineus 3 vs. P. sanguineus 3 16.714 2 <0.001*
P. sanguineus 4 vs. P. sanguineus 4 21.142 2 <0.001*

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (Teste de Friedman)
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Figura 2. 18 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre 0 mesmo extrato dos
diferentes alimentos: a) P. sanguineus 1 perda de massa de 8.32%; b) P. sanguineus 2 perda de

massa de 14.23%; c) P. sanguineus 3, perda de massa de 18.44% e d) P. sanguineus 4, perda de
massa de 25.60%.

Perdas de massa

Foi comparada a perda de massa dos papéis com os diferentes extratos utilizados.
Verificou-se que, no caso dos ensaios de escolha, as térmitas demonstraram preferéncia
pelos papéis impregnados com os diferentes extratos do fungo P. sanguineus, com valores
superiores a 7% de perdas de massa. Este comportamento foi mais evidente nos casos em
que o extrato utilizado foi retirado dos provetes mais degradados (P. sanguineus 3 e 4) com
perdas de massa de 6 e 8% dos papéis impregnados (Figura 2.19 a)). Verificaram-se
diferencas significativas em todos o0s ensaios quanto a preferéncia das térmitas, que
consumiram em maior quantidade os papéis com o extrato do fungo sendo estas diferencas
mais significativas nos casos em que 0s papéis continham os extratos P. sanguineus 3 e 4
(t=5.568, g.l.=9, p <0.001 e t=6.840, g.l.=9, p <0.001) (Tabela 2.9). Nos ensaios sem
escolha, em que eram oferecidos dois papéis de filtro impregnados com 0 mesmo extrato,
verificou-se uma maior perda de massa nos que se encontravam numa das zonas do ensaio
com o0s papeéis impregnados (Figura 2.19 b)), no entanto, estas diferencas ndo foram
consideradas significativas (Tabela 2.9). Foi também verificado um maior consumo de
papéis impregnados com os extratos de P. sanguineus 4 (até 6%) por parte das térmitas
subterréneas (Figura 2.19 b)).
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Figura 2. 19 — Valores médios de perda de massa (%) dos papéis impregnados nos ensaios de
escolha entre: a) o controlo com agua e o extrato (P. sanguineusl, P. sanguineus 2, P. sanguineus 3
e P. sanguineus 4) e b) entre o mesmo tipo de extrato (P. sanguineusl, P. sanguineus 2, P.
sanguineus 3 e P. sanguineus 4).

Tabela 2. 9 - Resultados do teste estatistico T de student, para comparacédo dos valores de perda de
massa dos papéis impregnados utilizados em ensaios de escolha entre papéis impregnados com os
diferentes extratos (P. sanguineusl, P. sanguineus 2, P. sanguineus 3 e P. sanguineus 4) e 0s
respetivos controlos e em ensaio sem escolha, com papéis impregnados com o mesmo extrato em
ambas as zonas dos ensaios.

Desvio
Média
Atrativo padréo t g.l. p
P. sanguineus 1 vs. Controlo 3.476 3.277 3.355 9 0,008*
P. sanguineus 2 vs. Controlo 3.234 2.643 3.870 9 0,004*
P. sanguineus 3 vs. Controlo 4.743 2.694 5.568 9 <0,001*
P. sanguineus 4 vs. Controlo 5.597 2.588 6.840 9 <0,001*
P. sanguineus 1 vs. P. sanguineus 1 1.331 4.509 0.934 9 n.s.
P. sanguineus 2 vs. P. sanguineus 2 -2.095 3.077 -2.152 9 n.s.
P. sanguineus 3 vs. P. sanguineus 3 -1.813 2.562 -2.237 9 n.s.
P. sanguineus 4 vs. P. sanguineus 4 -2.288 3.748 -1.930 9 n.s.

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (T de student)

2.4 Discussao

Nas observacOes diarias verificou-se que a predominéncia da localizacdo das
térmitas dependeu do alimento disponibilizado. No entanto verificou-se que em todos os
ensaios, quer nos ensaios com ou sem escolha, e para todos os extratos utilizados,

ocorreram diferengas significativas na distribuicdo espacial das térmitas. Na maioria das
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situacdes estas diferengcas ocorreram porque as térmitas se encontravam

predominantemente nos corredores entre a areia.

Estes resultados foram posteriormente esclarecidos recorrendo a comparacao das
perdas de massa dos papéis utilizados com os diferentes extratos, onde as térmitas
demonstraram que escolheram os papéis com o extrato que mais lhes agradou. Ou seja,
aparentemente as térmitas apesar de terem sido mais observadas nos corredores,
deslocaram-se para o papel de filtro mais atrativo quando se pretendiam alimentar no lugar
de se instalarem na metade do ensaio com o alimento mais atrativo. Este fato podera ter
ocorrido devido as caixas de Petri serem de pequena dimensao, ou seja, a distancia entre
as térmitas e o alimento ndo seria suficiente para justificar a instalacdo das térmitas num
local especifico do ensaio de modo a estarem mais proximas do alimento. O fato de ndo se
verificar um consumo preferencial por parte das térmitas sobre um dos papéis impregnados
nos ensaios sem escolha, ou seja, papéis impregnados com o mesmo tipo de extrato,
demonstra que as térmitas podem fazer uma escolha pela atratividade do alimento

disponivel e ndo devido a disposi¢édo do alimento.

Aparentemente os extratos de pinho, casca de pinho e cortica ndo foram mais
atrativos para as térmitas do que a 4gua destilada em papel de filtro, pois possivelmente
estes extratos ndo continham qualquer substancia que os tornasse mais atrativos do que a
celulose ja existente no papel de filtro. No caso dos ensaios com casca de pinho as térmitas
pareceram preferir o papel com agua destilada ao papel com extrato de casca de pinho,
podendo este conter substancias que levem as térmitas a evitar a sua utilizacdo como fonte
de alimento. Este resultado podera ter ocorrido devido a possibilidade de as cascas de pinho
utilizadas estarem contaminadas com fungos que poderdo ter tornado este extrato menos
atrativo para as térmitas. No entanto, quando as térmitas ndo tinham outra opcao de
alimento alimentaram-se do papel com este extrato, demonstrando que néo lhe causa
repulsa ou mortalidade acrescida quando comparado com o controlo, sendo-lhes apenas
menos atrativo. Quanto a toxicidade apenas o extrato de cortica demonstrou ter
significativamente menos sobreviventes que a agua. Apesar de as térmitas ndo terem
demonstrado preferéncia pela madeira de pinho em relagcdo ao controlo, preferiram madeira

de pinho degradada pelos trés fungos de podridao testados.

O fungo de podriddo castanha P. placenta demonstrou causar atracdo as térmitas
subterrdneas R. grassei. Nas observacbes feitas diariamente denotou-se uma certa
prevaléncia das térmitas na zona dos ensaios que continha papel de filtro com os extratos
do fungo. Este fungo também mostrou ndo ser toxico para as térmitas, seja qual for o grau

de degradacéo, tendo a mortalidade ocorrida sido muito semelhante a ocorrida nos ensaios
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controlo. Pela comparacao das perdas de massa entre papéis de filtro impregnados com o
extrato do fungo e controlo, confirmou-se a tendéncia verificada nas monitorizages diarias,
pois as térmitas alimentaram-se preferencialmente sobre os papéis impregnados com
extrato de P. placenta. No entanto, esta preferéncia apenas foi significativa nos papéis que
continham extratos provenientes dos provetes mais degradados, P. placenta 3 e 4. Os
resultados concordam com os obtidos por Getty e Haverty (1998), que demonstraram que o

consumo de madeira pelas térmitas € maior quando esta esta degradada pelo fungo P.

placenta.

As térmitas demonstraram também preferéncia por se alimentarem sobre papéis
impregnados com o outro fungo de podridédo castanha testado, o G. trabeum. Apesar de nas
observacdes feitas diariamente ndo se ter denotado qualquer tendéncia, pela comparagéo
das perdas de massa dos papéis de filtro verificou-se que estas preferiram os papéis com
extrato do fungo aos papéis com agua. Esta atracdo foi mais visivel quando os papéis
continham extrato proveniente de madeira pouco degradada por este fungo, o que sugere
gque as térmitas sdo mais atraidas pelos primeiros estados de degradacédo provocada por
este fungo. O extrato mais atrativo (G. trabeum 1) foi também o que obteve uma menor taxa
de sobrevivéncia das térmitas e 0 menos atrativo 0 que obteve uma maior sobrevivéncia,
podendo-se pressupor que um maior consumo dos papéis com extrato deste fungo pode
levar a um aumento da mortalidade das térmitas. A atracdo das térmitas do género
Reticulitermes pelo fungo G. trabeum ja tinha sido comprovada em outros trabalhos
(Matsumura et al., 1976, Grace 1989, Cornelius et al., 2002).

Waller et al. (1987) provou que as térmitas subterrGneas podem evitar certas
espécies de fungos de podriddo branca e podem ser atraidas por outras. Cornelius et al.
(2002) também indicou que as térmitas subterraneas podem ser atraidas por este tipo de
fungos de podriddo. Da mesma forma que no fungo G. trabeum, também no caso do fungo
de podriddo branca P. sanguineus as térmitas foram mais vezes observadas no corredor
entre a areia nos ensaios. Mas também neste caso quando se fez a comparacao das perdas
de massa dos papéis de filtro utilizados se verificou que as térmitas tiveram preferéncia
pelos papéis com todos os extratos utilizados deste fungo. Tendo tido maior preferéncia
pelos extratos provenientes de madeira mais degradada. Nenhum dos extratos foi téxico

para as térmitas.

Verificou-se que, para todos os extratos de fungos testados, as térmitas consumiram
maior quantidade de papel de filtro impregnado com estes extratos, tendo sido este
consumo maior ou menor de acordo com o do nivel de degradacao provocada pelos fungos

na madeira. Cornelius et al. (2002) demonstrou que as térmitas Coptotermes formosanus
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Shiraki (Isoptera: Rhinotermitidae) sdo muito afetadas pelos fungos de podriddo branca em
termos de padrdes de escolha de alimento, tendo as térmitas sido fortemente atraidas por
madeira moderadamente degradada, e ndo por madeira sd ou madeira demasiado
degradada. Isto pode ser devido aos fungos libertarem substancias quimicas diferentes
consoante o grau de ataque destes na madeira, e possivelmente por a degradacdo
provocada pelos fungos tornar a madeira nutricionalmente mais atractiva (Waller et al.,
1987).

7

O fungo G. trabeum é capaz de sintetizar o composto (Z, Z, E) — 3, 6, 8 —
dodecatrieno — 1 — ol que atua como sinal para as térmitas seguirem para encontrar
alimento (Matsumura et al., 1976). Mas segundo o nosso estudo, quando o nivel de
degradacédo causada por este fungo € maior deixa de ser tdo atrativo para as térmitas, o que
pode indicar que a libertacdo deste composto depende do nivel de degradacdo da madeira
ou que podem existir outros fatores que alteram o nivel de atracdo das térmitas por este
fungo. Existem outras espécies de fungos de podriddo com capacidade de atrair as térmitas
mesmo sem sintetizarem esta feromona, ou seja, existem outras espécies de fungos que
possivelmente produzem substancias quimicas que atuam como sinais para as térmitas
procurarem alimento. Isto podera significar que as térmitas ndo respondem a simples
presenca dos fungos, mas aparentemente respondem aos quimicos produzidos durante a
degradacdo da madeira, durante a metabolizacdo da celulose ou, no caso dos fungos de

podriddo branca, da lenhina.

Segundo Su (2005) as térmitas subterraneas podem localizar o alimento através de
gradientes quimicos libertados para o solo pela madeira degradada, podendo estes serem
soliveis em agua. Como o estado de degradacdo em que se encontra a madeira vai
alterando a atratividade desta as térmitas, a utilizacdo de madeira degradada nas
armadilhas torna-se inviavel, visto ser dificil manter a madeira sempre no mesmo estado de
degradacdo. O uso das substancias quimicas libertadas pela madeira degradada pode ser
mais eficiente e mais facilmente controlavel. Seria entdo necessario investigar quais os
compostos libertados pela madeira durante a sua decomposicao passiveis de servirem
como sinais para as térmitas encontrarem alimento. Devendo dar-se prioridade ao estudo
dos compostos libertados pela madeira degradada pelo fungo P. sanguineus devido ao
pouco conhecimento sobre a relacdo entre este fungo e as térmitas subterréneas, e ao fato
de todos os niveis de degradacdo causados por esta espécie neste estudo terem sido

atractivos para as térmitas estudadas.
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Capitulo 3

Atracdo das térmitas subterraneas Reticulitermes grassei
(Cléement, 1978) por substancias libertadas durante 0
processo de degradacao da madeira por fungos de

podridéao



3.1 Introducgao

Diversos estudos tém vindo a confirmar a preferéncia das térmitas subterraneas por
madeira degradada por fungos de podriddo (Matsumura et al., 1976; Waller et al., 1987;
Grace, 1989; Cornelius et al., 2002), no entanto, a forma como as térmitas encontram a
madeira degradada no solo permanece relativamente desconhecida. Segundo Su (2005) as
térmitas subterrdneas podem localizar o alimento no solo através de gradientes de
concentracdo de quimicos, eventualmente sollveis em agua, libertados pela madeira
degradada para o solo. A biodegradacdo da madeira inicia-se com a penetracdo das hifas
fungica através do limen da célula vegetal. Para se estabelecer, o fungo promove uma
intensa secrecdo de metabdlitos extracelulares, especialmente enzimas, que levam a
conversao dos componentes complexos da parede celular (celulose, hemicelulose e lenhina)

em compostos mais simples.

Os fungos de podriddo castanha degradam, através da acdo de enzimas, apenas a
celulose e a hemicelulose (Green e Highley, 1997), enquanto os fungos de podriddo branca
degradam os trés constituintes principais da parede celular, a celulose, a hemicelulose e a
lenhina (Kirk e Cullen, 1998). Estes componentes sdo decompostos em Varios outros
compostos mais simples. A celulose pode ser decomposta em glicose, a hemicelulose em
xilose, manose, galactose ou outros acucares, e a lenhina em alcoois p-hidro-cinamilicos
precursores (Goodell et al., 2008; Carvalho et al., 2009). Outros componentes que podem
ser encontrados na madeira degradada sdo os catibes como o0 potéssio, 0 calcio ou o
magnésio. Estes catides sdo encontrados em grandes quantidades quando a madeira é
degradada por fungos de podridao (Jellison et al., 1997). Poucos estudos tém sido feitos
sobre a influéncia das substancias libertadas pela madeira degradada sobre as térmitas
subterraneas, tendo a maioria incidido sobre o efeito dos nutrientes na procura de alimento
pelas térmitas, verificando-se que as térmitas sdo mais influenciadas por uns nutrientes do
que por outros. A espécie de térmitas também é um fator preponderante no efeito que as
substancias libertadas pela madeira tém no comportamento de procura de alimento (Saran e
Rust, 2005; Haifig et al., 2008).

Haifig et al. (2008) demonstrou que as térmitas da espécie Heterotermes tenuis
(Hagen) sdo muito influenciadas por solu¢cbes de ureia mas pouco por solucbes de
sacarose, ao contrario do resultados obtidos por Waller et al. (1999), em que as térmitas
Reticulitermes spp. foram fortemente atraidas por solu¢des de sacarose. Segundo Saran e
Rust (2005) as térmitas Reticulitermes spp. apresentaram um aumento do consumo quando

o alimento foi tratado com xilose, ribose, maltose ou frutose.
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O objetivo deste estudo foi comprovar que as térmitas subterraneas Reticulitermes
grassei (Clément) séo atraidas por certas substancias libertadas pela madeira decomposta
por fungos de podriddo. As substancias estudadas foram os agucares glicose, sacarose e

xilose e o catido Potassio fornecido sob a forma de carbonato de potassio.

3.2 Materiais e métodos

Térmitas

As térmitas subterraneas, Reticulitermes grassei, foram recolhidas de troncos caidos
de uma éarea florestal mista na Herdade da Apostica, Sesimbra, Portugal, com as
coordenadas N 38°32.436" W 009°07.848’ a 18 m de elevacédo. E foram mantidas numa sala
condicionada (24 £ 1 ° C;> 80% HR), em caixas de Petri com papel de filtro humedecido,

tendo sido utilizadas nos ensaios, em média, uma semana apds a sua coleta.

Solucdes aguosas

As substancias quimicas utilizadas como potencial atrativo foram os acucares:
sacarose (Cy2H,,0s), xilose (CsH19Os) e glicose (CgH1,0g), dissolvidos em agua destilada até
se obter uma solucéo de 2%, e o sal carbonato de potassio (K,COj3) também dissolvido em

agua destilada até se ter obtido uma solucao de 0.05%.

Foram adicionados 0,075 ml de cada uma das solucdes referidas em metades de
papéis de filtro Macherey-Nagel com um diametro de 42,5 mm, previamente pesados e
numerados, e deixados a secar durante pelo menos 60 minutos, 0 mesmo foi feito com agua
destilada (controlo). O volume foi definido pela capacidade maxima de absorcdo dos papéis
de filtro.

Ensaios de toxicidade

Estes ensaios foram realizados de forma semelhante a descrita no Capitulo 2 e

figura 2.1.
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Ensaios de escolha

Estes ensaios foram realizados de forma semelhante & descrita no Capitulo 2 e

figuras 2.2 e 2.3.

Andlise de dados

Na andlise estatistica foi usado o software IBM® SPSS® Statistics vs.21 (IBM
Corporation, New York, USA). Usou-se em todos os testes um alfa de 0.05 para a rejeicédo

da hipotese nula.

Nos ensaios de toxicidade foram comparados 0 hiumero de mortes que se registaram
diariamente nos ensaios com o0s atrativos com as ocorridas nos ensaios controlo. Para tal
recorreu-se a analise de Kaplan-Meier para estimar e comparar as suas curvas de
sobrevivéncia. As curvas de sobrevivéncia representam a probabilidade cumulativa de um
individuo sobreviver em qualguer momento posterior & data de inicio. Desta forma o modelo
de Kaplan Meier baseia-se na estimativa das probabilidades condicionais da taxa de
sobrevivéncia em cada ponto no tempo (Rich et. al, 2010). A comparacdo da distribuicdo
entre as duas curvas de sobrevivéncia foi feita pelo teste de Log Rank (Mantel-Cox), este
segue uma distribuicdo Qui-quadrado com 1 grau de liberdade. Também foi verificada a
existéncia de diferencas de toxicidade entre os diferentes extratos através de um teste Qui-

guadrado aplicado a uma tabela de contingéncia.

Nos ensaios de escolha e sem escolha foram registados diariamente o nimero de
térmitas que se observaram em uma das trés zonas dos ensaios: 1) zona com papel com
possivel atrativo; 2) zona com papel controlo, ou também com atrativo, e; 3) corredor entre
estas zonas. Para verificar se existiam diferencas significativas entre o nimero de térmitas
gue se observaram em cada uma destas zonas recorreu-se ao teste ndo parameétrico de
Friedman, que permitiu a comparacdo do numero de térmitas encontradas em cada uma das
zonas ao longo do tempo. Os dados séo o resultado de uma mesma amostra (dependentes)

em momentos distintos.

No final de cada ensaio de escolha secaram-se os papéis de filtro a 103 + 2°C
durante 24 horas, de forma a calcular o seu teor em éagua (NP — 614, 1973) e,
posteriormente, as percentagens de perdas de massa destes papéis. As preferéncias

alimentares das térmitas foram quantificadas pelo consumo dos papéis de filtro com as
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diferentes solugcbes e com 4gua destilada utilizados nos ensaios de escolha. As diferencas
de consumo foram analisadas pela comparacdo da média das perdas de massa dos papéis
utilizados nos ensaios de escolha recorrendo ao teste estatistico T de student para amostras
emparelhadas. A normalidade da distribuicdo das variancias foi avaliada pelo teste de

Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene.

3.3 Resultados

Ensaios de toxidade

Nos ensaios de toxicidade verificou-se um aumento do niumero de térmitas mortas ao
longo dos 21 dias dos ensaios, tendo atingido, no caso dos ensaios com sacarose, 0s 41% e
no caso do carbonato de potassio os 14%. No entanto, quando comparada a taxa de
sobrevivéncia, através das curvas de sobrevivéncia estimadas pela andlise Kaplan-Meier
com a sobrevivéncia ocorrida nos ensaios controlo com agua destilada (84%), verificou-se
gue no caso da glicose e da xilose a sobrevivéncia ocorrida nos ensaios controlo foi superior
a ocorrida nestes ensaios (97 e 94% respetivamente), tendo esta diferenca sido significativa
(X?=37.911, g.l.=1, p <0.001 e X?=29.575, g.l.=1, p <0.001) (Figura 3.1). No caso da
sacarose ocorreu o0 inverso, tendo-se verificado que a mortalidade nestes ensaios foi
significativamente superior & ocorrida nos ensaios controlo (X?=53.097, g..=1, p <0.001).

Com o sal carbonato de potassio ndo ocorreram diferencas significativas (Figura 3.1).

Também foi comparada a toxicidade dos atrativos utilizados através do teste de Qui-
guadrado, tendo-se verificado que houve diferencas de toxicidade entre os quatro atrativos
utilizados (X*=66.815, g.l.=2, p <0.001), tendo sido a sacarose o elemento estudado com

menos sobreviventes.

Observacoes diarias dos ensaios de escolha

Nas observagbes feitas diariamente aos ensaios de escolha, entre papel com
solucdo aquosa e com controlo (Agua destilada), foi possivel verificar que as térmitas foram
mais observadas na zona dos ensaios que continham o papel com os produtos em estudo,
com valores entre os 38 e 0s 50% de térmitas observadas junto dos papéis impregnados

(Figura 3.2). Pelo teste de Friedman demonstrou-se que estas diferencas foram

49



significativas para os agUcares sacarose e xilose e para o sal carbonato de potassio, mas

néo foram significativas para o agucar glicose (Tabela 3.1).
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Figura 3. 1 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pela analise de Kaplan-Meier das térmitas expostas
as solugBes aquosas de: a) glicose a 2%; b) sacarose a 2%; c) xilose a 2% e; d) carbonato de
potassio a 0.05% em comparacdo com a curva de sobrevivéncia dos ensaios controlo (dgua
destilada). P calculado pelo teste de Log Rank. Eixo y representa a estimativa da sobrevivéncia ao
longo do tempo de exposicéo.

Nos ensaio que continham o mesmo alimento nas duas zonas dos ensaios, verificou-
se que para a glicose as térmitas se dividiram pelos dois lados dos ensaios (perto de 40%
das térmitas em cada lado), tendo sido observadas menos vezes nos corredores (20%)
(Figura 3.3). A comparacao através do teste de Friedman comprovou que estas diferencas
eram significativas (Tabela 3.1). No caso da sacarose, as térmitas foram observadas mais
frequentemente numa das zonas dos ensaios e no corredor entre cada zona (valores perto

de 40%), sendo estas diferengas significativas (Friedman) (Tabela 3.1). Nos ensaios com

50



xilose, as térmitas foram maioritariamente observadas nos corredores entre os atrativos dos
ensaios (44% das térmitas) (Figura 3.3 c)), tendo sido estas diferengas significativas
(Friedman) (Tabela 3.1). Com o atrativo carbonato de potassio em ambas as zonas dos
ensaios, as térmitas dividiram-se por todo o ensaio, tendo sido observadas em igual nimero
guer junto dos atrativos quer nos corredores entre eles (Figura 3.3 d)). Quando comparados

estes valores através do teste de Friedman ndo se verificaram diferencas significativas

(Tabela 3.1).
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Figura 3. 2 - Distribuicao espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre os diferentes possiveis

atrativos: a) glicose a 2% b) sacarose a 2% c) xilose a 2 % e d) carbonato de potassio a 0.05% e
respetivos controlos (agua).

Tabela 3. 1 - Comparacdo, através do teste estatistico de Friedman, do numero de térmitas
observado diariamente em cada uma das posi¢cdes dos ensaios de escolha e sem escolha.

Atrativo Qui-quadrado g.l. p
Glicose vs. Controlo 1 2 n.s.
Sacarose vs. Controlo 26.142 2 <0.001*
Xilose vs. Controlo 21.777 2 <0.001*
C. potassio vs. Controlo 13.857 2 <0.001*
Glicose vs. Glicose 16.444 2 <0.001*
Sacarose vs. Sacarose 21.142 2 <0.001*
Xilose vs. Xilose 9.320 2 0.009*
C. potassio vs. C. potéssio 6.142 2 n.s.

Nota: Valores de p marcados com * representam diferengas significativas (Teste de Friedman)
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Figura 3. 3 - Distribuicdo espacial das térmitas nos ensaios de escolha entre papéis com a mesma

solucdo aquosa: a) glicose a 2% b) sacarose a 2% c) xilose a 2 % e d) carbonato de potassio a
0.05%.

Perdas de massa

Com a comparacédo das perdas de massa dos papéis de filtro impregnados com os
atrativos, e respetivos controlos (agua destilada), utilizados nos ensaios de escolha,
verificou-se que o consumo das térmitas foi significativamente maior (valores entre 7 e os
12%) nos papéis com as solucdes de todos os acucares utilizados do que nos controlos
(valores entre 1 e 4%) (Figura 3.4 a)). A sacarose foi o atrativo com maior diferenca de
perda de massa comparativamente com o respetivo controlo (t=6.429, g.l.=9, p <0.001)
(Tabela 3.2). No caso dos papéis com o sal carbonato de potassio ocorreu o inverso, tendo
0 consumo dos papéis com agua destilada (controlo) sido significativamente maior (13%)
gue o dos papéis com o atrativo (2%) (Figura 3.4 a)).

Nos ensaios sem escolha com a comparacdo das perdas de massa dos papéis de
filtro utilizados de ambos os lados, néo se verificaram diferencas significativas no consumo

por parte das térmitas, que nunca atingiu valores superiores a 7% (Figura 3.4 b) e Tabela
3.2).

52



~
—

w

Perdas de massa %
(=]

Perdas de massa %
(=]

,2_‘55-\0

Y] =] aase ls} S8 ose 0SS
el S Acaro o c _powsﬁ ey saﬁ’a‘ Fo c _pdi

Atrativo Atrativo
W Atrativo Controlo B Atrativo 1 Atrativo 2

Figura 3. 4 — Valores médios de perda de massa (%) dos papéis impregnados nos ensaios de
escolha entre: a) o controlo com agua e o extrato (glicose, sacarose, xilose e c. potassio) e b) entre o
mesmo tipo de extrato.

Tabela 3. 2 - Resultados do teste estatistico T de student para comparagéo dos valores de perda de
massa dos papéis impregnados utilizados em ensaios de escolha entre papéis impregnados com os
diferentes extratos (glicose, sacarose, xilose e c. potassio) e os respetivos controlos e em ensaio sem
escolha, com papéis impregnados com o mesmo extrato em ambas as zonas dos ensaios.

Desvio
Atrativo Média t g.l. p
padrao
Glicose vs. Controlo 2.432 6.289 2.995 9 0.015*
Sacarose vs. Controlo 1.137 5.630 6.429 9 <0,001*
Xilose vs. Controlo 2.483 5.174 4.903 9 0,001*
C. potéssio vs. Controlo 0.103 7.065 -7.365 9 <0,001*
Glicose vs. Glicose 2.432 6.289 1.223 9 n.s.
Sacarose vs. Sacarose 1.137 5.630 0.639 9 n.s.
Xilose vs. Xilose 2.483 5.174 1.518 9 n.s.
C. potéssio vs. C. potassio 0.103 7.065 0.046 9 n.s.

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (T de student)

3.4 Discussao

Como foi referido na introdugdo deste capitulo, um conjunto de substancias,
incluindo as ensaiadas neste trabalho, ja foram testadas com outras espécies de térmitas
subterraneas (Waller et al., 1999; Saran e Rust, 2005 e Haifig et al., 2008), demonstrando
que as preferéncias alimentares das térmitas dependem e variam de acordo com a espécie
em estudo. Neste estudo demonstrou-se que a espécie estudada, R. grassei, é afetada e

parece ter capacidade de detetar os acucares presentes nos papeéis impregnados com as
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solucdes de agucar. Apesar de, nas observacdes diarias efetuadas aos ensaios de escolha,
as térmitas ndo terem demonstrado uma preferéncia evidente por nenhum dos agucares
testados, ao comparar as perdas de massa dos papéis utilizados verificou-se que estas
preferiram alimentar-se dos papéis com as diferentes solu¢des de acgucares. Num estudo
semelhante efetuado por Waller e Curtis (2003) observou-se um aumento do consumo de
papel de filtro, quando este continha solugdes de 0.01 e 0.03 g/ml de sacarose e de glicose
e de 0.03 g/ml de xilose, pelas térmitas Reticulitermes flavipes e R. virginicus. Neste estudo
0 agUcar mais atrativo foi a sacarose, ao contrario do demonstrado por Haifig et al. (2008)
onde este acgUcar ndo influenciou a taxa de consumo do papel de filtro pelas térmitas
Heterotermes tenuis (Hagen) (Isoptera: Rhinotermitidae), mostrando mais uma vez que a

preferéncia alimentar depende da espécie de térmita subterranea estudada.

As térmitas ndo foram atraidas pelos papéis com o catido potdssio, embora Botch e
Judd (2011) afirmem que as térmitas Reticulitermes flavipes foram atraidas por solucdes de
carbonato de potassio a 0.024%. Neste estudo foi usada uma concentracdo de carbonato de
potassio de 0.05%, concentracdo esta superior a utilizada no estudo efetuado por Botch e
Judd (2011), podendo ser esta a causa para a espécie estudada, R. grassei, ndo ter sido
atraida por este sal. No entanto, nos ensaios em gue se expds as térmitas ao mesmo tipo de
extrato alimentaram-se dos papéis que continham esta solucdo, demonstrando que esta ndo

as repele, sendo apenas menos atrativa que o papel de filtro com agua destilada.

Nos ensaios sem escolha (mesmo alimento nos dois lados) com as solucbes de
acUcar as térmitas nao tiveram preferéncia por nenhum dos lados, como seria de esperar,
demonstrando que quando tinham escolha foram atraidas pelo alimento e ndo por fatores
externos. Nos ensaios de toxicidade verificou-se que nas solucbes ensaiadas s6 a solucdo
de sacarose obteve menos sobreviventes nas térmitas estudadas. Apesar de ter sido a mais
atrativa, esta foi também a que causou maior mortalidade. No entanto, nos ensaios de
escolha com esta solucdo a mortalidade foi muito baixa, tendo ocorrido apenas uma morte
durante os 14 dias do ensaio e apenas trés mortes nos ensaios sem escolha. Ou seja, o
aumento do tempo de contacto com esta solucdo parece diminuir a taxa de sobrevivéncia

das térmitas.

Na natureza a concentracdo de alguns nutrientes de uma fonte de alimento pode
variar dependendo do seu nivel de degradacdo. Como resultado um recurso alimentar pode
por vezes ser atrativo para algumas espécies e outras vezes podera repelir as mesmas
espécies. Este estudo demonstrou que alguns produtos do processo de deterioracdo da
madeira causada pelos fungos de podriddo, e libertados pela madeira por lixiviagdo, sdo

passiveis de causar atragdo nas térmitas subterrdneas R. grassei. Estes produtos podem
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funcionar como sinal para as térmitas descobrirem novos recursos alimentares no solo, uma
vez que estas demonstraram preferéncia (estatisticamente confirmada) pelos papéis com
solucdes de acUcares que podem ser libertados pela madeira degradada. Os aguUcares
testados podem apresentar-se assim como potenciais candidatos a ser utilizados para atrair
as térmitas subterraneas nas esta¢fes de monitorizagdo, reduzindo o tempo que as térmitas

demoram para as encontrar, aumentando a eficicia no controlo das térmitas.
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Capitulo 4

Procura de alimento no solo, a diferentes distancia s, pelas

termitas subterraneas Reticulitermes grassei (Clément)



4.1 Introducgao

Apesar das térmitas subterraneas serem dos insetos mais importantes, tanto a nivel
ecolégico como econdmico, pouca énfase tem sido colocada na recolha de dados sobre o

seu comportamento durante a procura de alimento.

z

A localizacdo do alimento é dos fatores mais importantes no estudo do
comportamento forrageiro das térmitas. Como em todos os animais, a estratégia de busca
de alimento relata a eficiéncia na alocacéo da energia para a sua aquisicdo (Su e Bardunias,
2005). O comportamento forrageiro das térmitas subterrdneas tem como primeira fase a
procura de recursos alimentares, envolvendo para isso a exploracdo do substrato e a
formacdo de tuneis (Grace e Campora, 2005), sendo a geometria da rede destes feita da
forma mais eficiente para a circulagéo das térmitas e procura de alimentos (Lee e Su, 2010).
Cada obreira apenas remove individualmente uma parte do solo no extremo de cada tunel.
No entanto, o trabalho conjunto das varias obreiras forma um padrdo geométrico previsivel
gue pode ser caraterizado por um modelo fractal (Puche e Su, 2001?; Nobre et al., 2007). A
segunda fase de forrageamento apenas tem inicio quando o alimento é encontrado. Nesta
fase o resto da colbnia é informada e séo recrutadas mais obreiras para a exploragdo do
novo recurso alimentar. Este recrutamento € efetuado através da libertacdo de feromonas
através de glandulas externas das obreiras (Costa-Leonardo et al., 2009). A exploracéo e
procura dos recursos € nas térmitas subterraneas da espécie Reticulitermes santonensis,
Feytaud feita exclusivamente pelas obreiras, aparecendo os soldados apenas quando o

alimento é encontrado (Reinhard et al.,1997).

Puche e Su (2001b) demonstraram que as térmitas subterrdneas procuram alimento
de forma aleat6ria, ndo dirigindo os seus tuneis para um alimento especifico, neste caso
madeira sd. Robson et al. (1995) foram dos primeiros a indicar que a geometria dos taneis
nao é feita de forma aleatéria. Estes demonstraram que os ramos dos tlineis que emanam
de um ponto central foram distribuidos de forma a maximizar os angulos entre eles. No
entanto, ndo encontrou nenhuma preferéncia significativa na direcao inicial dos sistemas de
ramificacdo, ou seja, os tuneis ndo eram aleatdrios em relacdo uns aos outros dentro de
uma rede individual mas a dire¢do inicial do tinel foi aleatéria. Varios estudos indicam que
as térmitas subterraneas podem utilizar a informacéo quimica presente no solo e moverem-
se no sentido desta de forma a otimizar a procura de alimento (Waller et al., 1999; Reinhard
e Kaib, 2001). Ainda assim, esta informacéo pode néo ser suficiente, devendo-se considerar
outras variaveis bidticas e abibticas inerentes ao solo, como a temperatura e a humidade

(Reinhard e Kaib, 2001). Thorne et al. (2004) sugere que a exploracdo do solo feita pelas
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térmitas pode ser influenciada por varios fatores como o tipo de solo, a presenca de

predadores e de obstaculos (por exemplo pedras) ou até mesmo pela falta de alimentos

Campora e Grace (2001) e Puche e Su (2001b) indicaram que a presenca de
alimento no solo ndo tem impacto na distribuicdo dos tuneis das térmitas subterraneas
Coptotermes formosanus, Shiraki. Porém existe um aumento do numero de tineis com a
melhoria das condigbes de humidade (Su e Poche, 2003). Tal como a humidade podem
existir outros fatores que alteram a construcdo dos tuneis como por exemplo atrativos
libertados pela madeira degradada que, possivelmente, podem ajudar as térmitas a
direcionar os tuneis para o alimento (Su, 2005). Reinhard et al., (1997) verificou que as
térmitas subterraneas detetam madeira mesmo a uma certa distancia, provavelmente devido
a substancias volateis libertadas por esta. Certas substancias podem ser libertadas pela
madeira por lixiviagdo. A lixiviagdo € considerada como a remocdo descendente de

materiais solUveis pela agua para o solo (EPA, 2002).

O objetivo deste capitulo foi testar a possibilidade das térmitas subterraneas
Reticulitermes grassei (Clément) utilizarem substancias lixiviadas pela madeira degradada
por fungos de podriddo, Gloeophyllum trabeum (Persoon: Fries) e Pycnoporus sanguineus
(L.: Fr.) Murrill, e ainda por um produto da degradacédo da madeira, a sacarose, situadas a
diferentes distancias, como sinais para localizarem o alimento no solo, em ambiente de

laboratoério.

4.2 Matérias e métodos

Térmitas

As térmitas subterraneas, Reticulitermes grassei, foram recolhidas de troncos caidos
de uma éarea florestal mista na Herdade da Apostica, Sesimbra, Portugal, com as
coordenadas N 38°32.436" W 009°07.848’ a 18 m de elevacédo. E foram mantidas numa sala
condicionada (24 £ 1 ° C;> 80% HR), em caixas de Petri com papel de filtro humedecido,

tendo sido utilizadas nos ensaios, em média, uma semana apds a sua coleta.
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Ensaio de procura de alimento

Para a realizacdo destes ensaios foram necessarias 15 caixas quadradas com 180
mm de largura e 50 mm de altura. Colocou-se em cada caixa 250 g de areia de
Fontainebleau humedecida (4:1 v/v), com um provete de madeira de pinho bravo (Pinus
pinaster) com 25 x 10 x 10 mm de altura, no centro de cada caixa. Junto da madeira foram
colocadas 250 obreiras da espécie R. grassei, com soldados e ninfas na mesma proporcao
gue existia na colonia de onde foram retiradas as obreiras (baseado na norma NP - EN 117).
Ao fim de uma semana e apos as térmitas se terem instalado junto ao provete, foi montado

0 resto do ensaio.

Foram colocados quatro provetes, de madeira de pinho bravo (P. pinaster) com 25 x
10 x 10 mm de altura, a 40 mm de distancia do provete central; foram ainda colocados
quatro provetes a 80 mm de distancia do provete central. Por cima destes provetes foi
colocada uma rede de plastico com espacamento de 10 mm, com a mesma area da caixa
(180 x 180 mm). Em cima da rede, e do local onde se encontravam os provetes, foram
colocados papéis de filtro Macherey-Nagel com um didmetro de 42,5 mm, com as

substancias atrativas (Figura 4.1).

Em cada caixa foram colocados dois papéis de filtro com extrato de pinho (controlo)
a 40 mm de distancia e dois a 80 mm de distancia do provete central. O mesmo foi feito com
papéis de filtro com o atrativo a testar (Figura 4.2). Depois de colocados os papéis de filtro
nos respectivos locais estes foram borrifados com agua para que as substancias existentes
neles escorressem para o provete de madeira e areia envolvente. Todos 0s provetes e

papéis de filtro utilizados foram previamente pesados.

» | Papel com atrativo
O O O O O g
________________________________ »
” | Rede
pa— P — | Provete de pinho
" ...-' °..'..-.. .0.......0 ...'....-' '-.-.0.". 0."o'
L L L L U L L L L T | Areiade
et e ettt et Fontainebleau

Figura 4. 1 - Esquema de ensaio de procura de alimento pelas térmitas.
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Figura 4. 2 - Esquema da parte superior do ensaio de procura de alimento pelas térmitas.

Figura 4. 3 - Ensaio de procura de alimento.

As substancias atrativas testadas foram:
- Solucao de sacarose (C12H2,05) a 2%;
- Extrato de pinho degradado por Gloeophyllum trabeum (Persoon: Fries);
- Extrato de pinho degradado por Pycnoporus sanguineus (L.: Fr.) Murrill.

Foi adicionado 0,15 ml destas substancias aos papéis e deixados a secar durante
pelo menos 60 minutos. O mesmo foi feito com o extrato de pinho bravo (pinho) (Pinus
pinaster Ait) ndo degradado (controlo). Os extratos utilizados foram os descritos no capitulo
2 deste trabalho, tendo-se utilizado o extrato G. trabeum 1 (proveniente de provetes com
perda de massa de 9.31%) e o P. sanguineus 4 (proveniente de provetes com perda de
massa de 25.60%) por terem sido estes 0s que causaram maior atracdo nas térmitas, dentro

dos extratos utilizados de cada fungo.

Foram feitas cinco réplicas para cada substancia atrativa e o ensaio teve a duragcéo
de 8 semanas, durante as quais 0s ensaios foram mantidos numa sala condicionada (24 + 1

° C, > 80% HR). Ao fim das 8 semanas foram contadas as térmitas vivas em cada caixa e
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secaram-se 0s papéis de filtro e os provetes utilizados, a 103 + 2°C durante 24 horas, de

forma a poder calcular o seu teor em agua (NP 614, 1973) e as suas perdas de massa.

Apbs a concluséo destes ensaios e para confirmar os resultados obtidos foi feito um
ensaio semelhante aos anteriores mas com a diferenca de que a distancia de 40 mm do
centro apenas se colocaram papéis com extrato de pinho e a 80 mm do centro apenas
papéis com solugdo de sacarose. Foram feitas cinco réplicas deste ensaio, com a duragéo

de 8 semanas.

Analise de dados

Para a analise estatistica recorreu-se ao software IBM® SPSS® Statistics vs.21 (IBM
Corporation, New York, USA). Usou-se em todos os testes um alfa de 0.05 para a rejeicéo
da hipotese nula. Foi utilizada uma ANOVA de medidas repetidas para detetar diferencas no
consumo de papel pelas térmitas quando este se encontrava a diferentes distancias e com
diferentes atrativos. O mesmo foi feito para os provetes. Para ser possivel utilizar esta
andlise foi necessério retirar os outliers existentes, detetados pelos gréficos Boxplot do
SPSS para cada variavel. A normalidade das variaveis foi testada pelo teste de Shapiro-
Wilk.

Para os ensaios onde apenas foram utilizados papéis de filtro com extrato de pinho a
uma menor distancia do centro e papéis com solug¢édo de sacarose a uma maior distancia, foi
utilizado o teste estatistico T de student emparelhado para comparar a perda de massa dos
papéis impregnado com extrato de pinho da perda de massa dos papéis impregnados com
solugdo de sacarose. Para este caso também foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para
testar a normalidade da distribuicdo das variaveis, e a homogeneidade destas foi verificada
pela andlise de Levene. A mesma analise foi feita para comparar as perdas de massa dos

provetes utilizados.

4.3 Resultados

Ensaios de escolha a diferentes distancias

Através da andlise das perdas de massa dos papéis de filtro impregnados com as
diferentes substancias e colocados a diferentes distancias do local onde as térmitas se
instalaram inicialmente (provete central), denotaram-se diferencas ao nivel da distancia,

guanto ao consumo dos papéis impregnados por parte das térmitas, pois 0s papéis mais
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préximos (40 mm) foram mais consumidos do que 0S que se encontravam a uma maior
distancia (80 mm) do provete central (Figura 4.4).

Quanto as diferentes substancias atrativas, verificaram-se perdas de massa mais
elevadas nos papéis impregnados com a substancia atrativa do que nos papéis
impregnados com extrato de pinho (controlo) Esta diferenca foi mais evidente no caso dos
papéis impregnados com sacarose e com extrato de P. sanguineus quando estes se
encontravam a 40 mm de distancia do provete central (Figura 4.4).
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Figura 4. 4 - Perdas de massa (%) dos papéis de filtro utilizados em ensaios com diferentes atrativos
e respetivos controlos (extrato de pinho) colocados a distancias diferentes, 40 e 80 mm.
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Figura 4. 5 - Perdas de massa (%) dos provetes de pinho associados aos papéis de filtro utilizados

em ensaios com diferentes atrativos e respetivos controlos (extrato de pinho) colocados a distancias
diferentes, 40 e 80 mm.
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Pela andlise das perdas de massa dos provetes associados aos papéis de filtro com
as diferentes substancias atrativas, verificou-se que estas foram sempre muito semelhantes
entre atrativos e controlos (pinho). As perdas de massa atingidas foram relativamente baixas
(<4.5%), exceto no caso dos ensaios com P. sanguineus em que a perda de massa dos
provetes foi superior a 14% em todos os casos destes ensaios. Nos ensaios com P.
sanguineus os provetes associados aos papéis de filtro com extrato de pinho, localizados a
40 mm de distancia dos provetes centrais, tiveram inclusivamente uma perda de massa

(15%) superior a dos papéis de filtro a eles associados (7.44%) (Figura 4.5).

G. trabeum

No caso dos ensaios com o extrato da madeira degradada por G. trabeum néo
ocorreram diferencas significativas entre as perdas de massa dos papéis impregnados com
esta substancia e com controlo (pinho). No entanto, detetaram-se diferencas significativas
nas perdas de massa dos papéis que se encontravam a 40 mm de distancia das térmitas
(22%) dos que estavam a 80 mm (7%). Também ndo houve interacao significativa entre os

dois fatores analisados (distancia ao provete central e tipo de alimento) (Tabela 4.1).

Tabela 4. 1 - Resultados de uma ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa de
papéis de filtro com extrato de G. trabeum e com extrato de pinho colocados a distancias de 40 ou 80
mm das térmitas.

Variavel g.l MS F p
Alimento 1 2.691 0.006 n.s.
Erro 7 426.353
Distancia 1 1743.156 18.848 0.003*
Erro 7 92.485
Distancia x Alimento 1 1.001 0.002 n.s.
Erro 7 410.406

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (ANOVA)

Quando comparamos as perdas de massa dos provetes, associados aos papéis de
filtro com extrato de G. trabeum e controlo, verificamos que n&o ocorreram diferencas
significativas entre provetes com papéis com substancias diferentes nem entre provetes

colocados a distancias diferentes (Tabela 4.2).
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Tabela 4. 2 - Resultados da ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa dos
provetes associados aos papéis de filtro com extrato de G. trabeum e de extrato de pinho colocados a

distancias de 40 ou 80 mm das térmitas.

Variavel g.l MS F p
Alimento 1 0.359 0.093 n.s
Erro 4 3.862
Distancia 1 2.178 0.896 n.s
Erro 4 2.430
Distancia x Alimento 1 1.040 1.338 n.s
Erro 4 0.777
Sacarose

No caso dos ensaios com solucdo de sacarose verificaram-se diferencas

significativas entre as perdas de massa dos papéis impregnados com solucdo de sacarose

(valor médio de 15%) e as dos papéis controlo (extrato de pinho) (valor médio de 5%)

(F=7.813; g.1.=1; p=0.031). No entanto, as perdas de massa dos pap€éis que se encontravam

a distancias diferentes ndo apresentaram diferencas significativas. A interacdo entre o fator

tipo de alimento e distdncia a que se encontravam das térmitas, também nao foi significativa

(Tabela 4.3).

Tabela 4. 3 - Resultados de uma ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa de
papéis de filtro com sacarose a 2% e com extrato de pinho colocados a distancias de 40 ou 80 mm

das térmitas.

Variavel g.l MS F p
Alimento 1 1118.008 7.813 0.031*
Erro 6 143.089
Distancia 1 504.476 3.930 n.s
Erro 6 128.371
Distancia x Alimento 1 733.696 5.312 n.s
Erro 6 138.125

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (ANOVA)

Pela analise das perdas de massa dos provetes, associados aos papéis com solucao

de sacarose e respetivos controlos, verificou-se que ndo ocorreram diferencas significativas

guando estes estavam associados a papeéis com as diferentes substancias. No entanto,
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verificaram-se diferencas significativas quando os provetes se encontravam a distancias
diferentes (F=0.031; g.l.=1;p=0.031), tendo os provetes que distavam 40 mm do provete
central apresentado uma média de perda de massa de 2 % e 0s que se encontravam a 80
mm de 4%. N&o se verificaram diferengas significativas na interagéo entre a disténcia e o

tipo de alimento (Figura 4.5 e Tabela 4.4).

Tabela 4. 4 - Resultados de uma ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa dos
provetes associados aos papéis de filtro com sacarose a 2% e com extrato de pinho colocados a
distancias de 40 ou 80 mm das térmitas.

Variavel g.l. MS F Y
Alimento 1 0.015 0.005 n.s
Erro 7 3.053
Distancia 1 2.959 7.278 0.031*
Erro 7 0.407
Distancia x Alimento 1 12.513 1.710 n.s
Erro 7 7.317

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (ANOVA)

P. sanguineus

Nos ensaios com o0 extrato de madeira degradada pelo fungo P. sanguineus as
perdas de massa dos papéis impregnados com este extrato (26%) foram significativamente
diferentes (F=11.202; g.1.=1;p=0.044) das perdas dos papéis com extrato de pinho (14%).
No entanto, ndo ocorreram diferencas significativas nas perdas de massa dos papéis
colocados a distancias diferentes do local onde as térmitas se encontravam instaladas. N&o
se verificou interacdo significativa entre a distancia e o tipo de alimento, tendo sido a
diferenca das perdas de massa entre os dois alimentos independente da distancia a que

estes se encontravam (Tabela 4.5).

Quando comparadas as perdas de massa dos provetes associados aos papéis de
filtro com extrato de P. sanguineus e respetivos controlos, verificou-se que ndo ocorreram
diferencas significativas quando estes estavam associados a papéis com extratos diferentes,
e nem quando se encontravam a distancias diferentes. Também nao ocorreu interagdo

significativa entre o tipo de alimento e a distancia a que este se encontrava (Tabela 4.6).
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Tabela 4. 5 - Resultados de uma ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa de
papéis de filtro com extrato de P. sanguineus e com extrato de pinho colocados a distancias de 40 ou
80 mm das térmitas.

Variavel g.l. MS F P
Alimento 1 3303.950 11.202  0.044*
Erro 3 294.933
Distancia 1 291.385 2.194 n.s.
Erro 3 132.837
Distancia x Alimento 1 376.748 3.144 n.s.
Erro 3 119.848

Nota: Valores de p marcados com * representam diferencas significativas (ANOVA)

Tabela 4. 6 - Resultados de uma ANOVA de medidas repetidas comparando as perdas de massa dos
provetes associados aos papéis de filtro com extrato de P. sanguineus e com extrato de pinho
colocados a distancias de 40 ou 80 mm das térmitas.

Variavel g.l MS F p
Alimento 1 0.189 0.025 n.s.
Erro 8 7.448
Distancia 1 0.058 0.007 n.s.
Erro 8 8.589
Distancia x Alimento 1 20.445 5.105 n.s.
Erro 8 4.005

Ensaio de escolha entre sacarose e extrato de pinho

Nos ensaios em que apenas se colocaram papéis de filtro com extrato de pinho
(controlo) a 40 mm de distancia do centro e papéis com solugcdo de sacarose a 80 mm, as
perdas de massa dos papéis com sacarose (30%) foram muito superiores as dos papéis
com extrato de pinho (9%). A diferenca entre os dois valores foi muito significativa (teste
estatistico T de student, t= -5.806, g.l. =19, p <0.001) (Figura 4.6). Pela comparacdo das
perdas de massa dos provetes associados a estes papéis de filtro verificou-se que os
provetes associados aos papéis com extrato de pinho tiveram maior perda de massa. No

entanto esta diferenca néo foi estatisticamente significativa (Figura 4.6).
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Figura 4. 6 - Perdas de massa (%) dos papéis de filtro, e dos respetivos provetes, utilizados em
ensaios com a substancia atrativa, sacarose a 80 mm de distancia e o respetivo controlo (extrato de
pinho) a 40 mm. p calculado pela comparacdo, entre as perdas de massa dos papéis de filtro
impregnados com sacarose e com extrato de pinho, e das perdas de massa dos provetes associados
a estes papéis de filtro, através do teste estatistico T de student.

4.4 Discussao

Nestes ensaios foi possivel verificar que certas substancias podem influenciar a
procura e selecdo de alimento feita pelas térmitas subterrdneas R. grassei. O tipo de
alimento pareceu influenciar mais as térmitas que a distancia a que este se encontra, exceto
no caso dos ensaios onde foi utilizado o extrato do fungo G. trabeum onde as térmitas se
alimentaram mais do alimento que se encontrava a menor distancia, independentemente da
substancia que continha. Quer nos ensaios com solugdo de sacarose, quer nos ensaios com
extrato do fungo P. sanguineus as térmitas consumiram em maior quantidade os papeéis que
se encontravam mais proximos e impregnados com a substancia atrativa, possivelmente
devido aos sinais libertados por lixiviagdo dos papéis impregnados serem mais fortes
guando se encontram mais perto da sua origem, ou seja, serem mais concentrados. Quando
o alimento se encontrava a maiores distancias as térmitas seguiram os sinais existentes na
areia até ao alimento pelo qual demonstraram preferéncia, provando assim que n&o
procuraram alimento de forma aleatéria quando na presenca de substancias atrativas. Este
resultado esta de acordo com os resultados obtidos por Traniello e Leuthold (2000) e por
Robson et al. (1995), que indicaram que as térmitas subterrneas procuram alimento de
forma seletiva. Em todos 0s ensaios as térmitas consumiram uma maior quantidade de
papéis de filtro do que dos provetes a eles associados, tendo possivelmente utilizado os

provetes apenas como uma ponte para chegar aos papéis com as substancias atrativas.
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Puche e Su (2001b) demonstraram que as térmitas Reticulitermes flavipes foram
incapazes de localizar madeira no solo a uma distancia de 25 mm e que estas encontraram
o alimento por acaso, nesse trabalho a madeira utilizada foi madeira s& em contacto com a
areia. No entanto, num estudo semelhante efetuado por Su (2005), no qual foi colocada
madeira degradada no lugar de madeira sa, as térmitas foram atraidas pela madeira
degradada, concluindo que a madeira degradada tinha libertado alguma substancia atrativa
soltvel em agua (Su, 2005). Os resultados do nosso estudo sdo consistentes com os de Su
(2005), verificando-se que os extratos de madeira de pinho degradada pelo fungo P.
sanguineus foram consumidos em maior quantidade, logo foram mais atrativos, do que 0s
extratos de madeira de pinho ndo degradada. Este fato demonstrou que existem diferencas
gquimicas importantes entre a madeira sd e a madeira degradada por fungos de podridao

que podem tornar a madeira mais atrativa para as térmitas subterréneas.

Nos ensaios em que o0s papéis impregnados com solucdo de sacarose se
encontravam a uma maior distancia do local onde as térmitas inicialmente se instalaram
(provete central) verificou-se que as térmitas consumiram em maior quantidade o papel
impregnado com sacarose, mesmo quando localizado a uma maior distancia do que os
controlos, este fato poderd indicar que, possivelmente, as térmitas seguiram sinais
existentes na areia, neste caso a solucédo de sacarose lixiviada do papel para o provete e
para a areia, para encontrar o alimento pretendido. Os resultados sugerem assim que a
sacarose € um atrativo, podendo fazer parte do conjunto de substancias quimicas capazes
de indicar as térmitas onde se encontra o alimento. Waller et al. (1999) também verificou
gue as térmitas sdo capazes de detetar substancias quimicas no solo, tais como a sacarose

e a ureia a 1%, e moverem-se na direcdo delas.

No meio natural o alimento pode ser um fator determinante para muitas espécies,
podendo, neste caso, a madeira degradada ser um fator condicionante para as térmitas. A
utilizacdo de os mesmos recursos por coldnias diferentes tem sido observada em
Reticulitermes spp. conforme a humidade e a temperatura do solo (Houseman et al., 2001;
Nobre et al., 2008). Existem também outros insetos que se alimentam de madeira (Hamula,
1996), com os quais as térmitas tém que competir por alimento. Outro fator condicionante ao
acesso ao alimento por parte das térmitas é a colonizagdo dos recursos por potenciais
predadores de térmitas, como as formigas (Buczkowski e Bennet, 2007). Existem ent&o
véarios fatores bibticos e abibticos (temperatura e humidade) que as térmitas tém que
enfrentar durante a procura de alimento, sendo essencial que esta seja feita de forma rapida
e eficaz de maneira a otimizar a colonizacdo da madeira morta. Deste modo a utilizac&do de
sinais, como os produtos libertados pela madeira degradada por lixiviagdo, podem ajudar as

térmitas a detetar o alimento no solo de uma forma mais eficiente e rapida.
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No campo muitos outros fatores podem interferir nas escolhas alimentares das
térmitas subterraneas, tais como a presenca de predadores, a humidade existente no solo, a
existéncia de inumeras substancias quimicas e a presenca de muitas alternativas
alimentares (Waller et al., 1999), sendo aconselhavel efetuar estes ensaios em meio natural

para confirmar os resultados obtidos.
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Capitulo 5

Conclusdes



Um dos objetivos iniciais deste estudo foi apurar as preferéncias alimentares da
espécie de térmita subterranea Reticulitermes grassei (Clément), tendo-se verificado que as
térmitas séo seletivas na escolha de alimento, demonstrando maior preferéncia por algumas

das substéancias testadas e menos por outras.

Ao testar a preferéncia alimentar das térmitas por extratos de madeira degradada por
diferentes espécies de fungos de podriddo (podriddo branca (P. sanguineus) e podriddo
castanha (G. trabeum e P. placenta)), verificou-se que as térmitas demonstraram
preferéncia por estes em oposi¢cdo a madeira sa. No entanto esta preferéncia foi diferente de
acordo com o nivel de degradacdo em que a madeira se encontrava. Os diferentes niveis de
atracdo que o mesmo fungo pode causar nas térmitas poderdo dever-se a variagdo das
substancias libertadas pela madeira consoante o seu grau de degradacdo. Ao testar
diferentes substancias que podem ser libertadas pela madeira degradada, concluiu-se que
as térmitas foram atraidas por todas elas com exce¢do para 0 potassio. Neste caso a
concentracdo utilizada podera ndo ter sido a mais adequada. Estes resultados
demonstraram que as térmitas subterraneas da espécie R. grassei possivelmente utilizam
as substancias libertadas durante a degradacdo da madeira para selecionar o alimento que

Ihes é mais apetecivel.

O JdUltimo objetivo desta investigacdo foi testar a possibilidade das térmitas
subterraneas utilizarem as substancias lixiviadas pela madeira para encontrarem o alimento
no solo, tendo-se para isso utilizado trés das substéncias mais atrativas utilizadas nos
ensaios anteriores, extratos de madeira degradada por G. trabeum e por P. sanguineus, e
solucdo de sacarose. Nestes ensaios, verificou-se que as térmitas poderdo ser seletivas na
procura de alimento. Nos ensaios com o fungo P. sanguineus e com solucéo de sacarose,
as térmitas demonstraram que podem seguir as substancias libertadas dos papéis de filtro
para a areia para encontrarem o alimento mesmo nas situagdes em que este se encontrava

mais distante.

Como a preferéncia das térmitas varia de acordo com o nivel de degradacéo a que a
madeira se encontra, torna-se mais eficiente a colocacdo de madeira impregnada com
agucares como a sacarose para atrair as térmitas para as armadilhas do que a utilizacédo de
madeira degradada. Como as térmitas possivelmente alteram o seu comportamento na
procura de alimento quando encontram sinais existentes no solo (por ex. as substancias
lixiviadas da madeira degradada) a utilizacdo de atrativos nas armadilhas torna-se mais
eficiente do que a utilizacdo de madeira sd, mesmo quando existem outras fontes de
alimento, desde que a substancia utilizada seja mais atrativa. Sendo possivel localizar as

térmitas no solo, deixara de ser necessaria a utilizacdo de termicidas em grande escala,
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podendo estes ser aplicados apenas nos locais onde sdo necessarios e nas quantidades
estritamente necessérias, diminuindo desta forma a quantidade libertada para o meio
ambiente. No entanto, a utilizacdo da sacarose nas armadilhas para térmitas pode gerar
problemas que ndo foram testados neste estudo. As formigas podem afastar as térmitas e
também podem ser atraidas pela sacarose, a qual pode igualmente ser utilizada em

armadilhas para controlo de formigas (Lee, 2008).

Com estes ensaios foi possivel investigar e desvendar alguns dos elementos da
ecologia alimentar das térmitas subterrdneas (Reticulitermes grassei) e desta forma,
contribuir de uma forma mais sustentavel para a prevencdo e controlo desta espécie nos
locais onde € considerada como praga. No entanto torna-se necessario a realizagao de mais
repeticbes destes ensaios em laboratério assim como testar outras substancias
potencialmente atrativas para as térmitas. Também se torna necessario fazer a analise
quimica dos elementos presentes nos extratos de madeira degradada pelos fungos de
podriddo mais atrativos, como por exemplo o fungo P. sanguineus, nos diferentes estadios
de decomposicdo, e dentro destes testar quais 0s que possivelmente atraem mais as
térmitas. No caso dos ensaios de procura de alimento, estes devem ser otimizados e
realizadas mais réplicas de forma a ser possivel obter dados mais robustos e utilizar uma
analise estatistica também mais fidvel, sugerindo-se que sejam feitos em caixas maiores e
sejam feitos ensaios controlo, apenas com extrato de pinho quer a menor quer a maior
distancia. A realizacdo destes ensaios em meio natural torna-se também fundamental pois
podem haver outros fatores, diferentes dos testados nesta investigacdo, com capacidade

para influenciar a forma como as térmitas escolhem e procuram o alimento no solo.
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