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RESUMO

A determinagdo dos constituintes quimicos volateis da secrecdo de defesa
de Constrictotermes cyphergaster foi realizada através de Cromatografia Gasosa
acoplada a espectrometro de massas (CG-EM). A confirmag¢do da identidade foi
realizada através de espectrometria de Carbono 13. A variabilidade sazonal e inter-
populacional foi investigada através do uso de Analise de Componentes Principais e
Analise de Agrupamento, as quais permitiram a classificagdo das amostras em 3
grupos distintos, relacionados aos seus locais de coletas, caracterizados pelos
componentes o-pineno, y-cadineno e 3-hexanol. A Andlise de Discriminante
utilizando as substancias caracteristicas como varidveis de predi¢do foi capaz de
alocar corretamente as amostras a seus grupos originais, obtidos pela Analise de
Agrupamento.

A influéncia de fatores ambientais (edafico-climaticos) foi avaliada através
da Anélise de Correlagdo Candnica e mostrou uma influéncia significativa dos
fatores climaticos sobre a composi¢do quimica da secrecao de defesa. o-Pineno e -
cadineno estdo relacionados as amostras coletadas em periodos mais secos, enquanto

o 3-hexanol ¢ fortemente relacionado as amostras dos periodos mais umidos.
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ABSCTRACT

Seasonal variation of volatile constituents from soldier defensive secretions
of three population of the termite Constrictotermes cyphergaster collected from
Brazilian Cerrado were investigated by GC-MS. The results were submitted to
Principal Component and Cluster Analysis which allowed three groups of defensive
secretions to be distinguished with respect to sampling site and major constituents,
a-pinene, y-cadinene and 3-hexanol. The Discriminant Analysis showed that using
these constituents as predict variables, it was possible to distinguish the samples
according with their cluster, previous obtained by Cluster Analysis.

Canonical Correlation Analysis between the environmental data set and the
populations revealed a significant influence of climatic factors on chemical
composition of defensive secretions. o-Pinene and 7y-cadinene were related to
samples collected in dry season, and 3-hexanol was related to samples collected in

humid season.
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INTRODUGAO

Os térmitas, ou cupins como sdo conhecidos no Brasil, sdo insetos eusociais
que pertencem a ordem Isoptera, e apresentam quase trés mil espécies descritas, que
estdo  distribuidas em sete familias: Kalotermitidae, Mastotermitidae,
Hodotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae
(SHELLMAN-REEVE, 1997).

A defesa da colonia, na maioria das espécies, fica a cargo de uma casta
especializada, denominada soldados, os quais realizam a defesa da mesma através da
acdo de mecanismos fisicos e/ou quimicos. As familias Termitidae e
Rhinotermitidae apresentam géneros com espécies em que os soldados utilizam
defesa quimica, a qual pode se apresentar de maneira isolada ou em conjunto com a
defesa fisica (Figura 1) (PRESTWICH, 1984). Sao trés os tipos de defesa utilizados
pelos soldados desses géneros: a) lesdo do inimigo com adicdo de uma secreg¢ao
irritante oriunda de uma glandula frontal, combinando a a¢do das mandibulas com a
substancia quimica (género Armitermes € Macrotermes, familia Termitidae); b)
dispersdo, através de pélos labiais, de grande quantidade de substancia quimica de
defesa na cuticula do inimigo sem, entretanto, haver a ruptura dessa cuticula (género
Rhinotermes, familia Rhinotermitidae); c) eje¢do de uma secre¢ao viscosa irritante
sobre o inimigo, sem haver o contato fisico (género Constrictotermes, familia
Termitidae). E importante enfatizar que os tipos de defesa encontram-se associadas a
um determinado género, ou seja, cada género faz uso apenas de um ou outro

procedimento (PRESTWICH, 1982).

E. Cancelo
Figura 1- Soldado de Termitidae
(Procornitermes  araujoi), mostrando
aparelho de defesa fisica e quimica.
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A familia Termitidae é subdividida em cinco subfamilias: Macrotermitinae,
Apicotermitinae, Amitermitinae, Nasutitermitinac ¢ Termitinae. Essa familia ¢
excepcionalmente diversa, porque possui mais géneros e espécies do que todas as
outras familias de térmitas juntas (WILSON, 1971). De acordo com Myles (1999),
existem em torno de 236 géneros e 1958 espécies descritas nessa familia, o que
representa aproximadamente 84% dos géneros e 71% das espécies descritas na
ordem Isoptera.

A subfamilia Nasutitermitinae ¢ a maior ¢ mais especializada da familia
Termitidae (KRISHNA, 1970) e apresenta géneros que possuem apenas defesa
quimica, sendo que os soldados desses géneros possuem uma morfologia da cabega
bastante peculiar. Nao possuem mandibulas, mas sim um alongado “rostrum”,

denominado nasus, que € utilizado para ejetar a secrecdo de defesa (Figura 2).

Figura 2- Soldado de Termitidae
(Nasutitermes acajutlae),
mostrando cabe¢ca com Nasus,
utilizado para ejetar a secregdo de
defesa.

Essa secrecao se trata de uma solucao viscosa constituida principalmente de
diterpenos oxigenados, monoterpenos e sesquiterpenos, que possuem uma agao
toxica, repelente ou de imobilizacdo mecanica dos predadores (PRESTWICH et al.,
1981).

Os diterpenos oxigenados, em quase todas as espécies estudadas, possuem
um esqueleto triciclico trinervitano ou tetraciclico do tipo kempano (Figura 3)
(PRESTWICH et al., 1981). A habilidade dos térmitas de sintetizar essa classe de
diterpenos € unica entre os insetos e, at¢ o momento, foram encontrados em apenas
dez géneros da subfamilia Nasutitermitinae (TROWELL et al., 2004). Sua funcdo na

secre¢ao de defesa ¢ a de aumentar a viscosidade, funcionando como uma cola, ao
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mesmo tempo que reduz a perda de monoterpenos por evaporacao (PRESTWICH,

1979; ROISIN et al., 1988; EVERAERTS et al., 1988).

Esqueleto triciclico frinervitano Esqueleto fetraciclico kempano

Figura 3- Esqueletos comuns de diterpenos oxigenados
encontrados na subfamilia Nasutitermitinae.

Os monoterpenos comumente encontrados na secrecao de defesa sdo a e [3-
pineno, limoneno, terpinoleno, a-felandreno, canfeno, mirceno entre outros (Tabela
1) (PRESTWICH et al., 1985). Esses monoterpenos exercem vdarias fungdes nessa
secrecdo, pois funcionam como solvente para os diterpenos € como agentes tOxicos
para diversas espécies de outros insetos predadores e competidores dos térmitas
(EVERAERTS et al., 1988). Além disso, sdo utilizados por algumas espécies de
térmitas (Nasutitermes rippertii and N. costalis) como feromoénio de alarme

(VRKOC et al., 1978) e como agente de identificacdo (GOH et al., 1982).

Tabela 1- Composicdo porcentual média de monoterpenos encontrados em quatro espécies do

género Nasutitermes.

Espécies
Monoterpeno N. columbicus  N. corniger N. ephratae N. nigriceps
a-Pineno 5,34 54,27 60,43 69,40
Canfeno 0,02 0,73 0,84 0,45
B-Pineno 0,32 27,26 18,71 27,05
Mirceno 0,09 0,89 3,94 0,45
Limoneno 42.20 10,77 4,62 1,22
y-Terpineno 0,00 0,04 0,17 0,02
Terpinoleno 48,54 0,89 0,88 0,22
a-Felandreno 1,59 0,94 0,53 0,00

Adaptado de Prestwich et al., 1985.
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Dentre os monoterpenos, o a.-pineno ¢ o que se encontra presente na maior
parte das espécies, em geral em maior quantidade que outros monoterpenos, na
familia Termitidae. Em um estudo realizado com térmitas dessa familia, envolvendo
52 espécies, 27 tiveram o-pineno como componente principal, enquanto que no
género Nasutitermes, que pertence a familia Termitidae, de 31 espécies analisadas,
16 apresentam a-pineno como componente majoritario (ROISIN et al., 1988). Essa
preferéncia por a-pineno pode estar correlacionada com a sua elevada toxicidade
frente a predadores e outros insetos, tais como: formigas (Formica rufa rufa,
Monomorium pharaonis) e besouros (Dysdercus cingulatus). Além de sua atividade
fungistatica e anti-séptica dentro do ninho de algumas espécies de térmitas
(Nasutitermes costalis e N. nigriceps) (ROSENGAUS et al., 2000).

O género Constrictotermes, pertencente a subfamilia Nasutitermitinae, ¢
formado por cinco espécies descritas: C. latinotus, C. guantanamensis, C. cavifrons,
C. cyphergaster e C. rupestris. Essas espécies encontram-se assim localizadas: C.
latinotus e C. guantanamensis nao aparecem no Brasil, sendo originarias do
Equador e de Cuba; C. cavifrons ocorre nas florestas do norte da América do Sul.
C. cyphergaster Silvestri 1902 (Figura 4) manifesta-se em regides de cerrado no
Brasil Central (Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sao Paulo e Distrito Federal)
(ARAUJO, 1977), e em regides da Caatinga no Nordeste Brasileiro. Também é
encontrado no Paraguai e na Bolivia (GODINHO et al., 1989). C. rupestris ocorre
no Brasil Central, entretanto constréi seu ninho sobre rochas (CONSTANTINO &
COSTA-LEONARDO, 1997), ao contrario de C. cyphergaster que faz seus ninhos

em arvores.

.-. % J:u-
H.F. curha

Figura 4- Soldados de Constrictotermes
cyphergaster.
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A ecologia de C. cyphergaster foi estudada com relacdo a estratégia de
defesa (COLES, 1980; MILL, 1982), distribuicao espacial e relagdo com plantas
hospedeiras (GODINHO ef al., 1989; SILVA, 2000), habitos alimentares
(MATHEWS, 1977; FONTES, 1980; CONSTANTINO & COSTA-LEONARDO,
1997), estrutura da coldnia (CUNHA, 2000) e termitéfilos (CUNHA & BRANDAO,
2000).

Com relagdo a secrecdo de defesa de C. cyphergaster, um diterpeno do
grupo trinervitano foi identificado como 3a,9B,15a-triacetoxy-7,16-secotrinervita-
7,11-dieno (Figura 5) (BAKER & ORGAN, 1984).
OAc

Figura 5- Diterpeno isolado de C. cyphergaster

ApoOs o isolamento e a caracterizacdo desse diterpeno, nenhum outro
trabalho foi realizado para caracterizar os componentes volateis (monoterpenos,
sesquiterpenos e outras substancias quimicas de baixo peso molecular), presentes na
secrecdo de defesa de C. cyphergaster. A determinagdo dos componentes volateis
presentes na secre¢ao de defesa, pode ser de grande valia para auxiliar uma melhor
compreensdo da ecologia desse térmita, uma vez que C. cyphergaster ¢ uma espécie
importante nas areas onde ocorre, ja que suas populacdes sdo muito abundantes e
seus ninhos funcionam como refligio a diversas outras espécies de insetos, além de
servir como hospedeiro a uma espécie de térmita do género [Inquilinitermes
(CUNHA & BRANDAO, 2000).

Cabe ressaltar que o perfil quimico dos componentes volateis tem sido
utilizado como um critério bastante util na taxonomia de térmitas, tanto para
caracterizar espécies quanto para caracterizar populagdes da mesma espécie

(REINHARD et al., 2002).
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Assim como ocorre em plantas (AZEVEDO et al., 2001), a analise da
composi¢ao e variabilidade quimica da secrecdo de defesa dessa espécie,
correlacionada a fatores edafico-climaticos, permitird uma avaliagdo de como esses
fatores podem influenciar a sua composicao quimica em diferentes populagdes.

Adicionalmente, a andlise e determinagdo dos componentes quimicos
presentes na secrecao de defesa de C. cyphergaster, vird se somar a determinagdes
semelhantes realizadas em outras espécies, e desse modo contribuir para uma melhor
compreensdo do processo de evolucao do sistema de defesa quimica dos térmitas na

subfamilia Nasutitermitinae (PRESTWICH, 1982).
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo a identificagdo dos componentes volateis da
secrecdo de defesa de Constrictotermes cyphergaster, utilizando as técnicas de CG-
EM e RMN "C, com a finalidade de avaliar a variabilidade quimica inter-
populacional desses componentes volateis, utilizando suas concentracoes
percentuais relativas, obtidas em periodos secos (julho) e umidos (janeiro) em dois
anos sucessivos (2002 e 2003), através do uso de técnicas de estatistica multivariada.
Além disso se almeja determinar componentes volateis tipicos de C. cyphergaster,
que possam funcionar como caracteres de diferenciagdo sistematica em relacdo a

outros géneros de térmitas que habitem a mesma area que C. cyphergaster.
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MATERIAL E METODOS

LOCAIS DE COLETA

O estudo foi realizado com duas populacdes de C. cyphergaster localizadas
em areas de protecao ambiental: Parque Nacional de Brasilia (PNB, Distrito Federal,
Brasil), (Figura 6), e Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (PESCAN, Goias,
Brasil), (Figura 7); e com uma terceira populagdo localizada em éarea de intensa agdo
antropica, na divisa do Estado de Goias com o Distrito Federal (DGDF), as margens

da rodovia BR-060 (Figura 8).

| Local da coleta S: 15° 43" 42"/ W: 47° 56" 31" |

Escala 1:25.000 (IBGE)

Figura 6- Fotos de satélite (A: geografico; B:relevo), mostrando o local de coleta no Parque
Nacional de Brasilia— DF (EMBRAPA, 2005).
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| Local da coleta S: 17° 47’ 577/ W: 48° 40’ 53”. ||

Escala 1:25.000 (IBGE)

Figura 7- Fotos de satélite (A: geografico; B:relevo), mostrando o local de coleta no Parque
Estadual da Serra de Caldas Novas — GO (EMBRAPA, 2005).

| Local da coleta S: 15° 57 427/ W: 48° 10" 31" |

Escala 1:25.000 {IBGE)

Figura 8- Fotos de satélite (A: geografico; B:relevo), mostrando o local de coleta na regido da
divisa entre o Estado de Goiéas e Distrito Federal (EMBRAPA, 2005).
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TERMITAS

Em cada populacdo foram selecionados a esmo trés ninhos dentro de um
raio de 50 metros. As coletas de cupins (aproximadamente 50 individuos por ninho)
foram realizadas em duplicata, ou seja, de cada um dos trés ninhos realizou-se a
coleta de duas amostras de 50 individuos, nas esta¢des seca (Julho) e umida
(Janeiro) durante dois anos sucessivos (2002 e 2003). Os cupins foram coletados em
recipientes a baixa temperatura (-15 °C), e mantidos sob refrigeracdo (—18 °C) até a

analise quimica (Figura 9).

IDENTIFICAGAO

A identificagdo da espécie foi realizada através da comparacdo com o
material da colecdo termitoldgica do Laboratdrio de Isoptera do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Goias-ICB/UFG, Goias, Brasil. Apos a
analise quimica, amostras dos térmitas de todas as col6nias foram selados e

preservadas em alcool etilico.

DADOS EDAFICO-CLIMATICOS

Ao redor das arvores em que estavam os ninhos dos quais os térmitas foram
obtidos, foram coletadas amostras de solo para analise e obtencdo dos dados
edaficos. As amostras foram obtidas a uma profundidade de 20 cm em todas as
localidades. O pH do solo foi determinado em uma solugdo 1:1 solo/agua. Ca, Mg e
Al foram extraidos com KCIl 1M, ¢ P com solu¢do de Mehlich. Fe, Zn, matéria
organica, capacidade de troca catidnica (CTC), acidez potencial (H + Al) e textura
do solo foram determinadas aplicando a metodologia usual (SILVA, 1999). As
analises foram realizadas pelo Laboratorio de Analise de Solo e Foliar (LASF), da
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias. Os dados climaticos
médios (temperatura, umidade e precipitacdo), dos meses de coleta foram obtidos
junto ao Instituto Nacional de Meteorologia (10° Distrito de Meteorologia, Goiania,

Goias, Brasil).
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Parque Nacional de Brasilia (PNB)
Populagéo Divisa Goias-Distrito Federal (DGDF)

Parque Estadual da Serra Caldas Novas (PESCAN)

Ano de coleta —— | 2002 2003

Estacdo de coleta — [ ymida seca umida seca

‘ninho1 ] [ninhoZ ’ [ninhoB ’ [ninho1 ’ [ninhoZ ’ ‘ninho3 ’ ‘ninho1 ’ ‘ninhoZ ] ‘ninhoS] [ninho1 ] [ninhoz ’ [ninho3 }

amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1 amostra 1
amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2 amostra 2

Figura 9- Organograma dos procedimentos experimentais para coleta, amostragem e analise estatistica multivariada. A matriz de componentes volateis para a
realizacdo da Analise de Componentes Principais foi construida utilizando-se a média das duas amostras de cada ninho (em percentagem relativa). As demais
analises estatisticas multivariadas foram realizadas utilizando-se uma matriz construida com a média de todas as amostras por estagdo de coleta.



Materiais e Métodos 12

EXTRACAO E ANALISE DA SECREGAO DE DEFESA

As extragdes da secre¢do de defesa foram realizadas utilizando-se dez
soldados de C. cyphergaster imersos em 0,5 mL de n-hexano (grau ultra-residuo,
BAKER, EUA) e submetidos a ultra-som (BRANSONIC, EUA) durante 15
segundos a temperatura ambiente. A utilizagdo de n-hexano deveu-se ao fato de que
as substancias presentes na secrecdo defensiva apresentarem otima solubilidade no
mesmo. As andlises quimicas foram realizadas em um aparelho de cromatografia
gasosa acoplada a um espectrometro quadrupolar de massas (CG-EM), Shimadzu
QP5050A (Kyoto, Japao), nas seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de
silica fundida, modelo CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno
x 0,25 pm de espessura de um filme de 5% de fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu,
Japao), com vazdo de 1 mL.min"' de Hélio como gés de arraste; aquecimento com
temperatura programada (60°C com um gradiente de 3°C.min"' até 240°C e, em
seguida, com um gradiente de 10°C.min ' até 270°C, mantendo-se uma isoterma de 7
min, com um tempo total de corrida de 70 min). A energia de ioniza¢do do detector
foi de 70 eV, sendo o volume de injecdo da amostra de 0,5 pl e uma razao de injegado
de 1:20. As temperaturas do injetor e do detetor foram mantidas em 220°C e 240°C,
respectivamente. A analise foi conduzida no modo varredura, a uma velocidade de
1,0 varredura.s”, com um intervalo de massas de 40-400 m/z. A analise quantitativa
foi obtida pela integracdo do cromatograma total de ions (TIC) e expressa como
valores porcentuais médios de duas replicatas. A identificacdo dos constituintes foi
realizada por comparagao, automatica € manual, dos espectros de massas com os das
bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparacao dos espectros de massas e
indices de Retencdo (IR) com os da literatura (ADAMS, 1995; 2001) e co-inje¢do
com padrdes. Os Indices de Retengdo foram calculados através da co-injecdo com
uma mistura de hidrocarbonetos, Cs—C3, (Sigma, EUA), e com aplicagdo da equagdo
de Dool e Kratz (DOOL & KRATZ, 1963). Os constituintes majoritarios também
foram identificados por ressonincia magnética nuclear de carbono (RMN-"C),
registrado em um espectrometro Varian Gemini operando a 75 MHz e usando

benzeno deuterado como referéncia interna (128 ppm). A identificagdo foi feita pela
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comparagio dos sinais do espectro de RMN "°C do extrato da secregdo de defesa,

com os da literatura (KUBECZKA & FORMACEK, 2002).

ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Os dados da matriz dos componentes volateis foram submetidos a Analise
por Componentes Principais (PCA) para se verificar a inter-relacdo entre as
populagdes e seus constituintes quimicos, usando o pacote estatistico Systéme
Portable d’Analyse des Données Numériques do Centre International de Statistique
et d’Informatique Appliquées (LEBART ef al., 1994). A Anélise por Agrupamento
(Cluster) foi aplicada para o estudo da similaridade entre os individuos (populagdes)
com base na distribui¢do dos constituintes da secre¢do de defesa quimica. A técnica
do Vizinho Mais Préximo (Nearest Neighbour Complete Linkage), pelo algoritmo
de Benzécri (BENZECRI, 1980), foi utilizada como indice de similaridade,
enquanto o agrupamento hieradrquico foi efetuado de acordo com o método de
minimizagdo da variancia descrito por Ward (WARD, 1963). A Andlise de
Discriminante foi realizada utilizando-se o pacote estatistico Systat versao 10.0
(Systat Software Inc., 2000), com as amostras coletadas durante as estagdes umidas
e secas nos diferentes anos de coleta. A estimativa de predi¢cao do modelo foi obtida
pela técnica de classificagdo Jackknife, que se baseia na alocagdao de cada amostra ao
seu grupo mais proximo, sem entretanto utilizar essa amostra para determinagao do
centréide do grupo (TUKEY, 1958).

As correlagoes entre os constituintes volateis da secre¢do de defesa ¢ as
variaveis edafico-climaticas foram obtidas através da Analise de Correlacdo
Canonica, implementado no pacote estatistico SAS. As estimativas de predigao entre
os conjuntos de variaveis foram obtidas pela Andlise de Redundancia Candnica
utilizando os coeficientes normalizados. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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RESULTADOS

COMPOSIGAO QUIMICA E IDENTIFICAGAO

A composi¢do dos constituintes volateis da secrecdo de defesa de C.
cyphergaster de cada populagdo (PNB, DGDF e PESCAN), de acordo com o ano
(2002 e 2003) e estagdao climatica (seca e umida) esta exposta na Tabela 2, onde
cada célula da tabela ¢ a média das substancias nas 6 amostragens realizadas em
cada estacdo (ver Figura 9). 17 substancias foram identificadas, sendo que as
mesmas podem ser agrupadas em trés classes distintas: monoterpenos (a-pineno, [3-
pineno, etc), sesquiterpenos (y-cadineno, d-cadineno, etc), alcoois e cetonas de baixo
peso molecular.

Os componentes majoritarios das trés populagdes foram a-pineno (70,08 +
11,19%), y-cadineno (5,03 £ 1,53%), 3-hexanol (4,20 + 2,92%) e 6-metil-2-heptanol
(4,87 £ 3,6%).

O cromatograma tipico da secre¢ao de defesa esta apresentado na Figura 10.

TIC * 1.0 \\

N

5 10

TIC = 1.0 @

N

® AN

EH-Faky

20

Figura 10- Cromatograma mostrando os picos das substincias analisadas da secrecdo de defesa
de C. cyphergaster.

0 min
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Tabela 2- Composi¢des percentuais médias (= desvio-padrao), de substancias identificadas na secre¢do de defesa de C. cyphergaster de acordo com ano, estacdo e local de
coleta.

Local Parﬂue Nacional de Brasilia (PNB) Divisa Goias — Distrito Federal (DGDF) Parﬂue Estadual da Serra de Caldas Novas (PESCAN)
Ano 2002 2003 2002 2003 2002 2003
Estacdo Umida Seca Umida Seca Umida Seca Umida Seca Umida Seca Umida Seca
No. Substancia
1 Naéo identificado 1,98£1,18  1,59+0,69  0,89+0,34  0,39+0,08 0,91+0,48  1,04+0,92  0,73£0,12  0,60+0,26  1,29+0,70  1,49+0,41  2,62+0,38  0,30%0,17
2 3-Metil-2-heptanona®  1,79+0,70  1,03+0,43  0,96£0,53  0,40+0,07 0,81+0,28  1,08+1,06  0,84+0,24  043+0,14  1,63+0,74  1,45+0,54  23440,53  0,360,10
3 4-Metil-3-heptanona®  0,88+0,33  0,58+0,43  0,13£0,06  0,21+0,04  0,58+0,29  0,32+0,15  0,16+0,13  0,33+0,05  0,80+0,44  0,48+0,30  0,44+0,15  0,39+0,22
4 o-Pineno” 60,8+11,5 65,616,9 74,5+7.9 78,5+1,5 74,445,1 67,7£17,1 73,573 82,6+3.9 66,4£11,5 62,7+3,6 51,6£6,6 82,143.0
5 3-Hexanol® 7,3143,44  4,64£1,70  3,73£1,30  1,37£0,41  3,63t1,44  4,04+3,62 2,98+0,47  1,23£0,73  5,96+3,62  598+238  §8,41£1,93  1,07£0,38
6 Canfeno’ 1,78£1,80  1,98+1,96  2,7242,11  4,5840,42  2,50£1,48  3,15+£0,99  3,05+0,83  3,60£1,03  2,22+1,80  3,76%0,53  2,02+1,60  3,63%2,05
7  6-Metil-2-heptanol® 8,20+4,30  5,35+1,83  4,47+1,84  1,26+0,41  4,30+1,81 4,63+4,52  3,62+0,58  1,19+0,82  6,79+448  7,01+324  10,56*£1,8  1,06+0,49
8 6-M@§:til-5-hepten-2- 2,00+0,79  1,02+0,41 1,01+0,41  0,41+£0,10  0,98+0,39  0,99+0,89  0,69+0,12  0,42+0,23 1,70+0,88  1,98+0,78  2,48+0,60  0,38+0,20
ona®
9 B-Pineno” 1,81£0,73  1,55+0,97  1,87+1,14  2,58+0,19  1,10£0,50  1,71+0,71 1,95£0,50  1,26+0,29  1,35+0,72  2,08+0,78  1,2840,99  1,38%0,61
10 2,6-Dime@til-2- 1,00£0,41  0,83+0,20  0,73+0,51  0,61£0,13  0,58+0,30  0,74+0,73  0,49+0,23  0,68+0,12  0,91+0,27 1,25+0,46  1,72+0,31  0,72%0,15
heptanol
11 p-Cimeno" 0,29+0,03  0,24£0,26  0,15+0,09 0,03+0,03  0,17+£0,14  0,16+0,13  0,17+0,17  0,11£0,07  0,40+0,33  0,22+0,20  0,52+0,02  0,10+0,12
12 Limoneno" , 0,68£0,24  0,43£0,07 0,52+0,23  0,27+0,10  0,39+£0,25  0,35+0,20  0,44+0,20  0,24+0,08  0,75+0,16  0,24+0,19  1,02+0,38  0,38+0,21
13 Alcool fenil-etilico® 0,63+0,19  0,22+0,09 0,37+0,21  0,51£0,23  0,09+0,09  0,13+0,14  0,73+0,30  0,58+0,24  0,14+0,14  0,26+0,17  1,22+0,28  0,52+0,44
14 2-Fenol-élZ)- 0,26£0,09  0,18£0,07  0,12+0,10  0,12+0,07  0,11£0,12  0,36+0,32  0,33+0,16  0,09+0,04  0,24+0,20  0,36+0,38  0,22+0,33  0,07£0,06
propenil®
15 Verbenona® 0,50+0,52  0,13+0,11  0,05+0,02  0,25+0,22  0,13+0,08  0,52+0,27 0,20+0,18  0,07£0,03  0,61+0,52  0,51£0,52  0,36+0,39  0,07+0,06
16 Germacreno A" 0,80+0,52  1,50+0,62 0,81+0,17  0,80+0,20  0,68+0,11  0,98+0,35  0,78+0,20  0,61£0,26  0,66+0,13  0,92+0,51  0,84+0,09  0,71£0,08
17 y-Cadineno” 4,46+£0,45  8,44+2,70  4,7840,47  5,2540,46  4,27+0,04  5,80+0,73  4,27+£0,56  4,61£0,76  4,09+0,69 5224225  4,14+1,28  4,98%0,89
18 §-Cadineno” 1,24£1,00  1,27+0,42  0,94+0,43  0,87£0,16  0,65£0,14  0,98+0,43  0,86+£0,33  0,85+0,14  0,77+0,05 0,76£0,61 1,02+0,32  0,85+0,09
Hidrocarbonetos 65,0£13,2  69,6£5,24  79,616,66 85,9+1,9 78,4164 72,9+16,6 79,0+6,8 87,8+2,75  70,7+13,6 68,844,0 56,0+7,85  87,5+1,89
monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados  0,50+£0,52  0,13+£0,11  0,05+£0,02  0,25+0,22  0,13+0,08  0,5240,27  0,204£0,18  0,07£0,03  0,61+£0,52  0,51+0,52  0,36+0,39  0,0740,06
Hidrocarbonetos 6,5+1,92 11,243,3 6,5+1,00 6,910,76 5,6%0,29 7,8+1,43 5,9+0,78 6,0+0,87 5,5+0,5 6,932 6,0+1,2 6,5+1,0
sesquiterpenicos
Outros 22,319.49  14,1£5,11 11,644,51 4,9+0,45 11,244,6 12,4+10,6 10,0+2,0 5,0£2,2 18,5+£10,4 19,0+6,4 27,945,0 4,7£1,0
Total identificado (%) 96,38 96,60 98,75 98,4 96,3 94,7 95,86 99,57 96,7 96,65 92,9 99,1

I
* sesquiterpenos; © monoterpenos, © monoterpeno oxigenado; © outros.
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Na Figura 11 encontra-se a relagdo entre os nimeros dos picos, 0 nome ¢ a

estrutura das substancias e seu respectivo espectro de massas.

Figura 11- Relagdo das estruturas quimicas e espectro de massas das substancias caracterizadas na
secrecao de defesa de C. cyphergaster, identificadas pelo nome ¢ de acordo com a numeracdo na

ﬁgura 10.
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Os indices de Kovats, calculados (DOOL & KRATZ, 1963), e tabelados
(ADAMS, 1995; 2001), para as substancias estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3- Indice Kovats para as substancias volateis presentes na secrecao

de defesa de C. czehergaster.

“Namero TR*  IK® 1K Substancia
1 5,258 902,74 - Nao identificado
2 5,698 917,97 924 3-Metil-2-heptanona
3 5,897 924,86 939 4-Metil-3-heptanona
4 6,052 930,23 939 a-Pineno
5 6,267 937,67 - 3-Hexanol
6 6,462 944,43 954 Canfeno
7 6,535 946,95 965 6-Metil-2-heptanol
8 6,927 960,53 986 6-Metil-5-hepten-2-ona
9 7,291 973,13 979 -Pineno
10 7,691 986,98 992 2,6-Dimetil-2-heptanol
11 8,829  1020,13 1025 p-Cimeno
12 9,011 102493 1029 Limoneno
13 12,200 1108,02 1107 Alcool fenil-etilico
14 13,682 1142,25 1151 2-Fenol-(1Z2)-propenil
15 16,506 1207,24 1205 Verbenona
16 29424  1500,30 1509 Germacreno A
17 29,840 1510,68 1514 y-Cadineno
18 30,223 1520,23 1523 8-Cadineno

“Tempo de Retengao (min).
*Indice de Kovats, Dool & Kratz, 1963.
‘Indice de Kovats (ADAMS, 2001).

O espectro de RMN "*C obtido a partir da secre¢io de defesa confirmou a

identidade dos componentes majoritarios conforme pode ser visto na Figura 12.
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A Tabela 4 relaciona os deslocamentos quimicos das substancias
majoritarias presentes no espectro de RMN-"C e seus nomes respectivos
(KUBECZKA & FORMACEK, 2002).

Em todas as amostras analisadas, as substancias listadas na Tabela 2, sempre foram

encontradas, mesmo que em baixas concentragdes (<0,1%).

Tabela 4- Deslocamento quimico das substancias identificadas na secre¢do de defesa de C.

C)_zlehergaster.

Pico ppm Substancia Pico ppm Substancia
1 144,491 a-Pineno 14 31.824 a-Pineno
2 116,588 a-Pineno 15 31.032 Limoneno
3 106,724 -Pineno 16 29.389 6-Metil-5-hepten-2-
ona
4 99,812 Canfeno 17 27.080 d-Cadineno
5 52,318 B-Pineno 18 26.751 a-Pineno
6 48,662 Canfeno 19 26.386 B-Pineno
7 47,561 a-Pineno 20 25.674 6-Metil-5-hepten-2-
ona
8 47,451 Canfeno 21 24.517 Germacreno A
9 45,693 0-Cadineno 22 24.297 p-Cimeno
10 41,346 Limoneno 23 24.125 Canfeno
11 40,999 B-Pineno 24 23.375 Verbenona
12 38,362 o-Pineno 25 21.873 d-Cadineno

13 37,861 Germacreno A
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ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Analise de Componentes Principais

A andlise de Componentes Principais (ACP), utilizando-se a matriz de
correlagdo (Tabela 5), mostrou que os dois primeiros CP’s retiveram 74,6% da
variancia total dos dados originais (57,3% do primeiro CP e 17,3% do segundo CP).
Na andlise foram descartadas as varidveis 3, 9, 11, 13 e 14 (Tabela 2), devido as suas

baixas contribui¢des a variancia acumulada.

Tabela 5- Matriz de correlagdo das substincias volateis presentes na secrecdo de defesa de C.

czehergaster.
Substa 1 2 4 5 6 7 8 10 12 15 16 17 18
ncias

1 1,00

2 0,89 1,00

4 -0,93 -0,94 1,00

5 0,92 0,97 -0,95 1,00
6

7

8

-0,37 -0,40 0,33 -0,48 1,00
0,92 096 -0,95 0,99 -0,51 1,00
0,88 0,95 -0,90 0,95 -0,41 094 1,00
10 0,78 0,80 -0,83 0,78 -0,27 0,81 0,79 1,00
12 055 0,65 -0,59 0,58 -0,25 0,57 0,57 0,52 1,00
15 0,55 0,56 -0,60 0,56 -0,28 0,54 0,51 031 0,21 1,00
16 -0,15 0,06 -0,24 0,11 -0,20 0,12 0,05 0,20 -0,08 0,13 1,00
17 0,02 -0,20 -0,04 -0,14 0,09 -0,15 -0,20 0,00 -0,14 0,03 0,79 1,00
18 0,25 022 -0,30 0,23 -0,36 0,21 023 026 0,16 022 0,63 037 1,00

1: ndo identificado; 2: 3-Metil-2-heptanona; 4: a-Pineno; 5: 3-Hexanol; 6: Canfeno; 7:
6-Metil-2-heptanol; 8: 6-Metil-5-hepten-2-ona; 10: 2,6-Dimetil-2-heptanol; 12:
Limoneno; 15: Verbenona; 16: Germacreno A; 17: y-Cadineno; 18: 8-Cadineno

Os autovalores e os coeficientes dos autovetores dos dois primeiros

compontes principais, associados as variaveis estdo listados na Tabela 6.
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Tabela 6- Autovalores e autovetores associados aos dois primeiros componentes da ACP das
substancias volateis da secre¢do de defesa de C. cyphergaster.

Variaveis Coeficiente dos autovetores associados as variaveis.
CP Auto 1 2 4 5 6 7 8 10 12 15 16 17 18
valor

1 7441 -0,94 -0,97 0,97 -0,98 0,48 -0,98 -0,95 -0,84 -0,64 -0,60 -0,18 0,07 0,33
2 2,258 0,01 0,14 0,06 0,09 0,15 0,09 0,14 -0,03 0,19 -0,09 -0,94 -0,87 -0,71

CP = componente principal

No primeiro CP observa-se que os autovetores apresentam trés tendéncias
distintas. Os autovetores associados as variaveis 4 (a-Pineno) e 6 (Canfeno),
localizam-se na regido extrema positiva desse CP, enquanto que os autovetores
associados as variaveis 16, 17 e 18; (sesquiterpenos, respectivamente Germacreno
A, y-Cadineno e §-Cadineno), localizam-se proximos a regido central desse primeiro
CP. Ja os demais autovetores localizam-se a esquerda da regido central. Assim
verifica-se que no primeiro CP ocorre a separacdo do conjunto de varidveis em trés
grupos distintos, ou seja, os monoterpenos (varidveis 4 € 6), os sesquiterpenos e as
demais substancias da matriz de componentes volateis (Tabela 6). No segundo CP a
separacdo se da entre os sesquiterpenos no extremo negativo do mesmo e os demais
autovetores, que localizam-se na regido central desse CP, formando assim dois
grupos distintos. Os escores das amostras obtidas através da ACP estdo listadas na
Tabela 7. O grafico obtido através da ACP ¢ mostrado na Figura 13 (Estdo plotados

apenas os autovetores das substancias discriminantes).

Tabela 7- Escores das amostras utilizadas na analise de componentes principais.

Amostra CP1 CP2 Amostra CP1 CP2
DGDF UMIDA 1,40 1,23 PNB UMIDA 2003 0,93 -0,04
2002
DGDF SECA 2002 0,24 -0,88 PNB SECA 2003 3,73 0,01
DGDF UMIDA 1,66 0,54  PESCAN UMIDA 2002  -2.43 1,89
2003
DGDF SECA 2003 3,53 0,67 PESCAN SECA 2002 -1,47 0,40
PNB UMIDA 2002  -3,71 -0,18 PESCAN UMIDA 2003  -6,53 0,86
PNB SECA 2002 -0,90 4,79 PESCAN SECA 2003 3,56 0,31
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Figura 13- Grafico representando o plano fatorial da ACP de C. cyphergaster coletados em trés
populacdes: (®) Divisa GO — DF; (W) Parque Nacional de Brasilia; (4) Parque Estadual da
Serra de Caldas Novas. * Escores das amostras por estagdo (cinza: estagdo umida; preto: estagdo

seca) e ano (simbolo cheio: 2002; simbolo vazado: 2003); ° Escores das substincias

discriminantes, representadas como vetores a partir da origem. O eixo I* representa 57,3% da

variancia total, enquanto o eixo II* representa 17,3% da variancia total.
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Analise de Agrupamento

A Analise de Agrupamento foi realizada de modo a verificar os grupos que se
formam naturalmente, utilizando-se a distancia Euclidiana ¢ o método de
minimizagdo da variancia (WARD, 1963). A técnica classificou as amostras
(coletas) em trés grupos, organizados da seguinte maneira: O grupo I ¢ caracterizado
por elevados teores de 3-hexanol (7,23% + 1,00%) (P < 0,01). Esse grupo ¢
representado pelas seguintes amostras: PNB na estacdo umida de 2002 e PESCAN
na estagdao umida de 2002 e 2003. O grupo II € caracterizado pelos sesquiterpenos da
secrecao de defesa, com o y-cadineno como majoritario (6,49 = 1,4%) (P < 0,01).
Esse grupo compreende as seguintes populagdes: DGDF, PNB e PESCAN todos na
estacao seca de 2002. O grupo III foi caracterizado pela elevada quantidade de a-
pineno (77,65% + 3,72%) (P < 0,01) e canfeno (3,35% + 0,69%) (P < 0,01). Esse
grupo engloba as seguintes populacdes: PNB nas estagdes seca e umida de 2003;
DGDF nas estagdes seca e umida de 2003 e na estacao imida de 2002; PESCAN na
estacdo seca de 2003 (Figura 14).

DGDF-UMIDA-2002

DGDF-UMIDA-2003

PNB-UMIDA-2003
Grupo I

DGDF-SECA-2003

}

PESCAN-SECA-2003

PNB-SECA-2003

DGDF-SECA-2002

PESCAN-SECA-2002 Grupo Il

140 g < O

PNB-SECA-2002

PESCAN-UMIDA-2002

PNB-UMIDA-2002 Grupo |

PESCAN-UMIDA-2003

T I I T } T T
0
Distancia Euclidiana

Figura 14- Dendograma de classificacdo hierarquica dos individuos (coletas).
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A percentagem média das substancias discriminantes com relagao a seus grupos

caracteristicos e com relacdo ao conjunto global estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Percentagens médias ¢ desvios-padroes das substancias discriminantes em seus grupos

€ no coniunto global.

Substéancia discriminante carac tce}glgggo % ?(?Siim;;[/(: .
~ aPineno  7765%372 7008887

v-Cadineno 6,49+ 14 5,03+ 1,14

3-Hexanol 7,23 £1,00 4,20 £2,28

Analise de Discriminante

A Analise de Discriminante, utilizando a mesma matriz de dados da Analise
de Componentes Principais e da Analise de Agrupamento, foi realizada com o
objetivo de verificar se as variaveis caracteristicas dos grupos apontados pela ACP e
pela Andlise de Agrupamento conseguiam alocar corretamente os individuos nos
seus respectivos grupos. Como parametros de classificagdo foram utilizadas as
amostras que formam os grupos obtidos pela Andlise de Agrupamento (as estagdes
de coleta, por ano e por local). Os resultados, mostraram que as varidveis
caracteristicas de cada grupo conseguem classificar corretamente 92% das
populacdes, com somente uma amostra mal classificada. A primeira fungao
discriminante reteve 75,4% da variabilidade total e separa as amostras em func¢do do
contetido de a-Pineno. A Segunda fun¢do discriminante reteve 24,6% da variancia e
separou as amostras com base em seu conteudo de sesquiterpenos. A amostra
oriunda da populagdo do PESCAN na estacdo seca de 2002 foi mal classificada
como pertencente ao grupo I. Essa classificacdo equivocada foi dependente do
elevado conteudo de 3-hexanol (substancia caracteristica do grupo I), com relagao as
outras amostras do grupo II. Quando se utilizou o método Jackknife, para validagdo
da capacidade discriminante das funcdes, obteve-se 83% de alocagdo correta, com

apenas 2 amostras mal classificadas (Tabela 9).
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Tabela 9- Sumario da Andlise de Discriminante dos constituintes volateis de C. cyphergaster por
estacdo de coleta.

Funcgao Autovalor Variancia Correlagdo Lambda de F G.L. P
discriminante (%) canonica Wilks
canonica
F1 4,443 75,4 0,903 0,075 6,187 6;14 0,002
F2 1,450 24,6 0,769 0,409 5,785 2;8 0,028
Descritores
Coeficiente a-pineno 3-hexanol y-cadineno
normalizado
F1 0,219 -0,830 -0,408
F2 0,752 0,855 -0,815

Matriz de classificacao

Grupo I II I Classificacao
correta (%)
I 3 0 0 100
II 1 2 0 67
I 0 0 6 100
Total 4 2 6 92

Matriz de classificagdo (Jackknife)

Grupo I II 11 Classificacao
correta (%)
I 2 1 0 67
I 1 2 0 67
I 0 0 6 100
Total 3 3 6 83

Numero de amostras: 12; G.L. = Graus de liberdade.
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Os escores das amostras com os centrdides dos grupos estdo listados na

Tabela 10.

Tabela 10- Escores das amostras obtidas pela analise de discriminante.

Amostra
PNB-UMIDA-2002
PESCAN-UMIDA-2002
PESCAN-UMICA-2003
PNB-SECA-2002
DGDF-SECA-2002
PESCAN-SECA-2002
PNB-UMIDA-2003
PNB-SECA-2003
DGDF-UMIDA-2002
DGDF-UMIDA-2003
DGDF-SECA-2003
PESCAN-SECA-2003
Centréide do Grupo I
Centroide do Grupo II
Centréide do Grupo 111

F1
2,333
-0,954
-3,358
2,122
-0,368
-1,678
0,645
2,249
0,953
1,371
2,842
2,751
2215
-1,389
1,802

F2
1,314
1,58
0,973
3,597
1,211
-0,06
0,593
0,914
0,991
0,392
0,243
-0,304
1,289
1,623
0,167

O grafico das duas fungdes discriminantes dos locais de coleta, por estagdo e ano

estd apresentado na figura 15.
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Figura 15- Grafico das duas fun¢des discriminantes canodnicas dos locais de coleta, por estagdo e

ano: (@) Divisa GO — DF; (W) Parque Nacional de Brasilia; (#) Parque Estadual da Serra de

Caldas Novas (cinza: estacdo umida, preto: estagdo seca; simbolo cheio: 2002, simbolo vazado:

2003). Varidveis de predigdo: a-pineno, y-cadineno e 3-hexanol. O centro do grupo encontra-se

representado pelo simbolo X. A variavel mal classificada estd destacada pela seta.
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Analise de Correlagao Canbnica
A Analise de Correlagdo Candnica foi realizada utilizando-se a matriz de
dados ambientais (dados edafico-climaticos; Tabelas 11 e 12), e a matriz dos

constituintes volateis de C. cyphergaster.

Tabela 11- Fatores edaficos (matriz de solos) dos locais de coleta.

Components Local PNB DGDF PESCAN
Argila (%) 57,0 49,0 54,0
Silte (%) 21,0 21,0 21,0
Areia (%) 22,0 21,0 26,0
Cobre (mg/dm’) 0,3 0,4 0,3
Ferro (mg/dm3) 5,0 16,0 11,7
Manganés (mg/dm’) 53,9 1,2 6,3
Zinco (mg/dm’) 23,5 0,9 2,8
Potassio (mg/dm’) 38,0 61,0 43,0
Calcio (cmolc/dm?) 0,2 0,3 0,2
Magnésio (cmolc/dm?) 0,1 0,2 0,1

PNB: Parque Nacional de Brasilia; DGDF: Divisa de Goias — Distrito Federal e PESCAN:
Parque Estadual da Serra de Caldas.

Tabela 12- Fatores climaticos (umidade, precipitagdo e temperatura médias das estacdes de coleta) dos
locais de amostragem.

Local PNB DGDF PESCAN
Ano 2002 2003 2002 2003 2002 2003
Estacdo Umida seca imida seca umida seca Umida seca umida seca Umida seca
Umidade (%) 66 55 79 53 66 55 79 53 73 58 8l 54

Precipitagao 133,3 16,5 2294 0 1333 16,5 2294 0 2288 0 4245 0
(mm)

Temperatura 22,3 20,1 21,8 19,0 22,3 20,1 21,8 19,0 24,0 20,6 23,7 20,2

Ocj%

PNB: Parque Nacional de Brasilia; DGDF: Divisa de Goids — Distrito Federal ¢ PESCAN: Parque

Estadual da Serra de Caldas.
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Os resultados obtidos sugerem que a temperatura, umidade e precipitagao
exercem uma influéncia significativa sobre a composi¢ao da secrecdo de defesa de
C. cyphergaster. A variavel dependente discriminante do grupo I, 3-Hexanol, na
primeira varidvel candnica dependente, apresenta uma correlagdo diretamente
proporcional as variaveis climaticas independentes (umidade, temperatura e
precipitagcdo), na primeira variavel candnica independente, enquanto que as variaveis
dependentes, discriminantes dos grupos II e III, y-cadineno e a-pineno,
respectivamente, na primeira variavel candnica dependente, possuem uma
correlagdo inversamente proporcional as varidveis climaticas independentes. A

primeira correlagao explica 92,1% da variancia acumulada (Tabela 13).

Tabela 13- Sumario da Analise de Correlagdo Candnica dos constituintes volateis
discriminantes da secre¢do de defesa de C. cyphergaster € os fatores ambientais.

Componente volatil Variavel candnica  Fatores ambientais Variavel
discriminante (conjunto 01) (V1) (conjunto 02 canodnica (W1
‘a-pineno 05205  Umidade (%)  -0,8957

3-hexanol -0,5924 Temperatura (°C) -0,9663

v-Cadineno 0,4465 Precipitacdo (mm) -0,9669
Fe (mg/dm’) -0,1001
Zn (mg/dm’) 0,2041
Ca (mg/dm’) 0,1283

Autovalor 0,8486

Correlacao candnica 0,9212

Lambda de Wilks 0,0148

Chi-quadrado de Bartlett 107,3240

Graus de liberdade 72

P 0,004

Variancia acumulada (%):

dos constituintes volateis discriminantes 28,62

da relacdo entre os constituintes volateis discriminantes e as componentes 38,74

ambientais
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DISCUSSAO

EXTRAGAO E ANALISE DOS COMPONENTES VOLATEIS

Os procedimentos adotados na obtengdo dos extratos iniciaram-se com a
otimizagdo dos processos de extragdo e analise. A extracdo dos componentes
volateis presentes nos soldados de C. cyphergaster foi inicialmente realizada com a
imersdo do corpo do térmita em hexano durante 30 minutos. Esse tempo foi sendo
reduzido, e os cromatogramas obtidos, avaliados quanto a qualidade da extragdo. A
partir de 1 minuto passou-se a utilizar sonicacdo durante o processo de extragao. Por
fim, chegou-se a conclusdo de que bastavam 15 segundos de imersdo em n-hexano,
exposto a sonicagdo. Assim, o tempo de extragdo foi padronizado em 15 segundos,
com sonicacdo, a temperatura ambiente, seguido da injecdo no CG-EM. O uso do
corpo inteiro dos espécimes ou apenas da cabeca, onde concentra-se a secrecao de
defesa, foi avaliado através de um experimento prévio. O experimento baseou-se no
uso apenas da cabeca recém removida de 10 soldados ou de 10 individuos inteiros,
de acordo com a metodologia de extragdo discutida anteriormente. O resultado
obtido mostrou que ndo houve diferenca entre as metodologias, utilizando-se assim
o térmita inteiro.

Os componentes volateis foram encontrados em todos os extratos das
coletas realizadas, mesmo que em baixas concentragdes (< 0,1%). Esse resultado
sugere uma base genética para a sua biossintese, independente da dieta dos térmitas
e localizagdo das populacdes. O resultado observado esta de acordo com o verificado
anteriormente (PRESTWICH, 1982), a respeito do género Nasutitermes, no qual
ficou comprovado experimentalmente, através do uso de reagentes marcados com
carbono-14, que a biossintese das substancias presentes na secre¢do de defesa ¢
endogena.

Dos componentes identificados na secrecao de defesa de C. cyphergaster, -
pineno foi a substancia encontrada em maior quantidade. A observacao de que esse

monoterpeno ocorria em grande quantidade nessa espécie ja havia sido determinado
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(BAKER & ORGAN, 1984). A preferéncia por esse monoterpeno ¢ observada em
outros géneros da familia Termitidae (ROSENGAUS et al., 2000).

Os sesquiterpenos nao sao tao freqiientes nas secre¢des de defesa de térmitas
quanto os monoterpenos. Na subfamilia Nasutitermitinae, apenas quatro géneros tem
sesquiterpenos descritos em suas secregoes de defesa (Curvitermes strictinasus,
Syntermes brevimalatus, S. dirus, S. molestus, e S. peruanus, Nasutitermes
infuscatus, N. octopilis e as espécies do género Subulitermes) (PRESTWICH, 1984).
Outras familias e subfamilias possuem sesquiterpenos em suas secre¢des de defesa,
tais como as espécies do género Reticulitermes (Isoptera, Rhinotermitidae). As
espécies desse género possuem uma gama bastante variada de sesquiterpenos em
sua secrecdo de defesa, sendo os mais comuns Yy-cadineno, germacreno A,
germacreno B, y-himachaleno e -bisaboleno. Desses sesquiterpenos o mais comum
¢ o y-cadineno, que em algumas espécies do género Reticulitermes, representa mais
que 90% do total de terpenos da secre¢ao de defesa. Nesse gé€nero, os padrdes
fenotipicos da secre¢do de defesa vem sendo utilizado em conjunto com os padrdes
de hidrocarbonetos cuticulares, para auxiliar a taxonomia de espécies e populagdes
(NELSON et al., 2001).

Em C. cyphergaster, o sesquiterpeno y-cadineno ocorre em concentragdes
mais elevadas do que alguns monoterpenos da secre¢ao de defesa (Tabela 2).

A presenca de y-cadineno, em quantidade apreciavel (5,03 £ 1,14) na
secrecao de defesa de C. cyphergaster, pode ser utilizada como um bom auxiliar na

caracterizagdo quimica da espécie.

ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Os resultados obtidos a partir da ACP e da Analise de Agrupamento
mostraram que as amostras (coletas), podem ser classificadas em 3 grupos. Esses
grupos sdo caracterizados principalmente por 3 substincias. O grupo [ ¢
caracterizado por 3-hexanol e compreende, principalmente, amostras oriundas do
PESCAN. A amostra oriunda do PNB na estacdo imida de 2002, que foi alocada

nesse grupo pela Andlise de Agrupamento, ¢ a que possui 0 maior conteudo de 3-
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hexanol (7,31 + 3,44%) entre todas as amostras das populagdes do Distrito Federal,
sendo esse valor médio muito proximo a média do grupo (7,23+1,00). O grupo 1II ¢
composto por trés amostras, sendo duas das populagdes localizadas no Distrito
Federal (PNB e DGDF), caracterizado principalmente por y-cadineno. A amostra do
PESCAN que a Analise de Agrupamento associou a esse grupo € a que apresenta a
maior quantidade de y-cadineno (5,22 + 2,25%), e possui 3-hexanol (5,984+2,38%),
em quantidade apreciavelmente menor do que as amostras que formam o grupo 1. As
demais amostras formam o grupo III que ¢ constituido quase integralmente por
amostras das populagdes do Distrito Federal, e € caracterizado, principalmente, por
um elevado teor de a-pineno (77,65+3,72), um monoterpeno. Apenas uma amostra
pertencente a esse grupo ndo ¢ oriunda das populagdes do Distrito Federal. E a
obtida do PESCAN na estagdo seca de 2003. Essa amostra, ao contrario das outras
da populacdo do PESCAN, ¢ a que apresenta o menor conteiido de 3-hexanol entre
todas as avaliadas (1,07£0,38%) e a que possui o maior conteido de a-pineno (82,1
* 3,0%), entre as amostras da populacdo do PESCAN.

Esse resultado permite afirmar que as duas populagdes que se localizam no
Distrito Federal, bem proximas geograficamente, possuem um perfil quimico mais
homogéneo entre si do que com a populacao localizada a dois graus de latitude ao
sul (PESCAN), ja no Estado de Goiés, independente da estagdo e do ano.

Os motivos para esse comportamento podem estar relacionados a fatores
edafico-climaticos dos ambientes avaliados. De modo a avaliar a relagcdo entre esses
fatores foi realizada a Analise de Correlacdo Candnica. Através dessa analise
verificou-se que tanto a variavel discriminante do grupo III (a-pineno), quanto a
variavel discriminante do grupo II (y-cadineno), correlacionam-se negativamente
com as variaveis climaticas analisadas (temperatura, umidade e precipitacdo). Em
outras palavras, quanto maiores os indices climaticos avaliados, menores as
concentragdes das substancias discriminantes desses dois grupos. Ja4 o contrério
ocorre com a substancia discriminante do grupo I (3-hexanol), isto €, quanto maiores
os indices das varidveis climaticas avaliadas, maiores as concentracdes dessas
substancias. Esses resultados auxiliam a compreender melhor a formacao dos

grupos. Os locais em que se situam as populagdes do Distrito Federal (PNB e
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DGDF) apresentaram menores indices de umidade, precipitacdo e temperatura que o
local da populagao de Goias (PESCAN).

Os resultados da Analise de Correlagdo Candnica permitiram inclusive
explicar a presenga de amostras da populagdo do PESCAN nos grupos formados por
amostras das populacdes do Distrito Federal e vice-versa. A coleta realizada no
PESCAN, na seca de 2003, foi classificada como pertencente ao grupo III pela
Analise de Agrupamento. Esse periodo teve variaveis climaticas muito semelhantes
as das populacdes do Distrito Federal, aumentando dessa maneira a concentracao de
o-pineno, substancia discriminante desse grupo, o que auxilia a explicar esta
alocagao.

Essas andlises levam a conclusdo de que as populacdes que estdo
localizadas no Distrito Federal estdo produzindo uma quantidade proporcionalmente
mais elevada de monoterpenos, que a populagao localizada mais ao sul, em Goias.
Como os fatores edaficos avaliados ndo apresentaram correlagdo significativa com
as variaveis discriminantes dos grupos, pode-se inferir que a medida que o clima
torna-se mais seco, com menores indices de precipitagdo, umidade e temperatura,
dentro do espaco geografico desse estudo, ocorre uma alteragdo na concentragdo das
substancias presentes na secrecdo de defesa de C. cyphergaster, no sentido de
aumentar a quantidade de monoterpenos, os quais tem uma acdo ativa no processo
de defesa de espécies da subfamilia Nasutitermitinae, seja como feromonio de
alarme, solvente dos diterpenos utilizados na defesa ou como agente toxico contra os
predadores (VRKOC, et al., 1978).

Adicionalmente convém ressaltar que esses resultados contrastam com
aqueles descritos na literatura (PRESTWICH et al., 1985), cuja conclusdo foi de que
os fatores ambientais nao influenciam a composi¢do quimica da secrecao de defesa
de Nasutitermes corniger (Nasutitermitinae).

De posse dos resultados obtidos com relagdo ao perfil quimico das trés
populagdes de Constrictotermes cyphergaster, propomos que as populacoes
localizadas no Distrito Federal (PNB e DGDF) compdem um ecotipo desse térmita
enquanto que a populacdo localizada no Estado de Goids representa um outro
ecotipo. Cabe relembrar aqui a definigdo de ecotipo: Trata-se de uma populagdo

localmente adaptada de uma espécie amplamente distribuida; essas populagdes
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mostram pequenas mudangas de morfologia e/ou fisiologia, as quais sdo
relacionadas ao habitat e sdo geneticamente induzidas. Entretanto elas ainda sdo
reproduziveis entre si (ALLABY, 1998). Resultados semelhantes a esse sdo

conhecidos em plantas (BARAZANI et al., 1999; 2002).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da andlise estatistica multivariada mostram que
pressdes ambientais, em especial os fatores climaticos, influenciam na composi¢do
dos constituintes volateis da secrecao de defesa quimica de C. cyphergaster.

Levando em consideragao esses resultados, as populacdes de C. cyphergaster
do Distrito Federal (PNB e DGDF), podem ser consideradas um ecétipo distinto das
populagdes oriundas do PESCAN.

O uso dos perfis quimicos da secre¢ao de defesa, principalmente o conjunto
de componentes volateis, que aparentemente sdo espécies-especifico (ROISIN, et
al., 1988), apos o estabelecimento da variabilidade a que as espécies estdo sujeitas
devido a pressdes ambientais, pode ser util como auxiliar quimiotaxondmico
(EVERAERTS et al., 1988), na caracterizacdo e identificacdo de espécies ja
estabelecidas, ou novas espécies, desde que os dados sejam submetidos ao

tratamento estatistico adequado.
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PERSPECTIVAS

Criagdo da linha de pesquisa: “Composi¢ao e variabilidade quimica das
secrecOes defensivas de térmitas presentes no Cerrado Goiano”, dando continuidade
ao presente trabalho. Determinagdo da relacdo enantiomérica (quando houver), das
substancias presentes na secre¢dao defensiva dos térmitas.

Elaboracdo de projetos de pesquisa envolvendo as diversas espécies de
térmitas do cerrado e a orientagdo de alunos de iniciagdo cientifica e mestrado
vinculados a esses projetos.

Participacdo em congressos e publicacdo de artigos em revistas
especializadas, dos resultados obtidos.

Continuar com o tratamento estatistico dos dados, de modo a criar uma

matriz de dados confiavel para trabalhos de quimiotaxonomia de térmitas.
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