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RESUMO

Embora os cupins desempenhem um importante papel no funcionamento dos
ecossistemas e no aumento da biodiversidade local, algumas espécies sdo conhecidas
por provocarem impactos negativos nos ambientes urbanos, agricolas e florestais. O
controle de cupins praga muitas vezes é dificultado devido ao seu habito criptico,
complexa organizacdo social e comunicacdo entre os membros da coldnia. Assim o
manejo de suas populacdes poderia ser mais eficaz através do entendimento dos
mecanismos de comunicacdo que estdo envolvidos na busca por recursos. Nas ultimas
décadas, novas abordagens com a utilizacdo de feromdnios para o controle de insetos
tém surgido, no entanto, estudos direcionados a esse tipo de controle ainda é ausente
para insetos pragas de ambientes urbanos. Os feroménios sdo substancias ndo toxicas,
biodegradaveis e geralmente especificas, possibilitando um controle mais
ecologicamente vidvel. Assim, o presente trabalho teve por objetivo geral estudar os
sinais quimicos envolvidos na comunicacdo de forrageio, incluindo o papel de pistas
quimicas intercoloniais. Para isso, bioensaios de trilhas, comportamento e colonizacao
de iscas com diferentes sinais quimicos de forrageio foram realizados com diferentes

grupos de N. corniger. Nossos resultados revelam a complexidade de forrageio de N.



corniger, bem como mudanca comportamental frente aos sinais intercoloniais euma
maior atratividade de grupos por iscas contendo sinais quimicos intercoloniais em
comparacdo com iscas contendo o inseticida imidacloprido. Tais resultados ndo sé
contribuem para um melhor entendimento do forrageio de N. corniger, mas também
para indicar os sinais quimicos de forrageio como uma possivel alternativa ao uso

exclusivo de inseticida para o controle desta praga.
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FORAGING CHEMICAL SIGNALS IN Nasutitermes corniger (MOTSCHULSKY,
1855) (TERMITIDAE: NASUTITERMITINAE): FROM BEHAVIOR TO AN
ALTERNATIVE TO CONTROL
por
MARILIA RAFAELA PEREIRA DA CRUZ
(Sob Orientacdo do Professor Paulo Fellipe Cristaldo)

ABSTRACT

Although termites play an important role in the functioning of ecosystems and in
increasing local biodiversity, some species are known to cause negative impacts in
urban, agricultural, and forest environments. Controlling pest termites is often hampered
due to their cryptic habit, complex social organization, and communication among
colony members. Thus the management of their populations could be more effective by
understanding the communication mechanisms that are involved in the search for
resources. In recent decades, new approaches using pheromones to control insects have
emerged, however, studies on this type of control are still lacking for insect pests in
urban environments. Pheromones are non-toxic substances, biodegradable and generally
specific, allowing a more ecologically viable control. Thus, the overall objective of the
present work was study the chemical signals involved in foraging communication,
including the role of intercolonial chemical cues. To this, bioassays of trailing, behavior
and bait colonization with different chemical foraging signals were conducted with
different groups of N. corniger. Our results reveal the foraging complexity of N.
corniger, as well as behavioral change in the face of intercolonial signals and a higher
group attractiveness for baits containing intercolonial chemical signals compared to

baits containing the insecticide imidacloprid. Such results not only contribute to a better



understanding of the foraging of N. corniger, but also to indicate chemical foraging
signals as a possible alternative to the exclusive use of insecticide for the control this

pest.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

Os insetos sdo considerados os invertebrados terrestres mais importantes do ponto de vista
ecoldgico devido a sua elevada biomassa, diversidade e servigos ecoldgicos que contribuem para o
funcionamento dos ecossistemas (ex. ciclagem de nutrientes, polinizagcdo de plantas, controle
bioldgico, dispersdo de sementes, manutencdo da estrutura e fertilidade dos solos, etc.). Por outro
lado, a importancia de muitos insetos também se deve a uma série de impactos negativos que
causam a agricultura, silvicultura, sadde humana e ambiente urbano (Losey & Vaughan 2006, Rust
& Su 2012).

Atualmente, o principal método usado no controle de insetos tem sido a aplicacdo de
inseticidas que, apesar de serem letais aos organismos alvos, podem causar uma série de efeitos
prejudiciais, como por exemplo: danos a organismos benéficos (polinizadores, inimigos naturais e
artropodes do solo) e a selecéo de insetos resistentes aos inseticidas (Souza et al. 2012, Singh et al.
2016, Danget al. 2017, Botias & Sanchez-bayo 2018). Além disso, a utilizacdo inadequada e
indiscriminada de inseticidas é responsavel por causar sérios impactos ambientais como
contaminacdo do solo e dos sistemas aquaticos, além de e riscos diretos e indiretos a saude humana
(Ritter 1990, Van der werf 1996, Moreira et al. 2002, Delgado & Paumgartten 2004).Apesar de
amplamente utilizado, os inseticidas nem sempre garantem um controle efetivo de insetos,
principalmente aqueles presentes em ambientes urbanos. O controle quimico para insetos sociais
(cupins e formigas), por exemplo, € dificultado devido ao complexo sistema social de suas
colénias, os quais incluem: forrageio com transferéncia de informacgdes; comportamentos

elaborados e comunicagdo que reduzem os riscos de contaminagdo por patdgenos e contaminantes;
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além da construgdo de ninhos policélicos que dificultam a disseminagdo de substancias toxicas
entre os individuos (Esparza-Mora et al. 2020, Silva et al. 2021).

Os cupins ainda possuem o habito criptico, o que dificulta a localizacdo da colbnia,
impedindo muitas vezes a eficiéncia do controle quimico (Sands 1973, Boulogne et al. 2017).
Alternativas de controle mais sustentdvel e menos danoso ao meio ambiente, incluem, por
exemplo, controle bioldgico, a resisténcia de plantas aos insetos e o uso de feroménios (Witzgall
2001, Chouvencet al 2011, Taggar & Gill 2016).

Em insetos, 0s semioquimicos apresentam um papel crucial tanto na comunicacao
intraespecifica (quando ocorre entre individuos da mesma espécie, ferombnios) como na
comunicacéo interespecifica (quando ocorre entre individuos de diferentes espécies, aleloquimicos)
(Ezzatet al. 2020). A importancia dos semioquimicos na comunicagdo dos insetos esta relacionada
ao fato desses animais utilizarem principalmente pistas quimicas para percepcdo do meio
(Bourdereau & Pasteels 2010).

Os feroménios, de um modo geral, sdo substancias quimicas volateis produzidas por
glandulas exocrinas especificas e que, quando liberados por um individuo, geram uma resposta
comportamental em outro individuo da mesma espécie (Wyatt 2017). Tais substancias quimicas
sdo classificadas segundo os comportamentos que induzem, podendo estar relacionado a cépula
(feromdnio sexual), agregacdo (feromoénio de agregacdo), defesa (feromdnio de alarme e de
ataque), busca por recurso (feroménio de trilha), entre outros (Ezzat et al. 2020).

O estudo da ecologia quimica, particularmente envolvendo feromdnios, tem se mostrado uma
ferramenta util na proposta de métodos de controle de insetos praga como alternativa ao uso
exclusivo de substancias toxicas de amplo espectro (Pickettet al. 1997, Norin 2007, Sillam-Dusses
2010). Os feromdnios sdo substancias nao tdxicas, biodegradaveis e geralmente especificas, e por

isso, possibilitam um controle ecologicamente viavel (Norin 2007, Soroker et al. 2015).

2



Apesar de feromdnios (naturais ou sintéticos) serem utilizados, estudos direcionados a esse
tipo de controle ainda s&o escassos para insetos praga, incluindo os cupins e os demais encontrados
em ambientes urbanos (Wyatt 2017).

O uso de feroménios no controle de insetos pode ocorrer de trés maneiras principais: no
monitoramento da praga, no desenvolvimento de armadilhas e na interrupcdo de comportamentos
(reproducéo ou forrageamento). Quanto ao uso no monitoramento, ocorre para detectar a presenca
e a densidade da praga, possibilitando um controle mais adequado. No desenvolvimento de
armadilhas, os insetos praga sdo atraidos e, em seguida, sdo mortos. Por fim, no método de
interrupgdo de comportamento de acasalamento ou forrageamento, hd uma confuséo na localizagéo
do parceiro sexual e na formacdo da trilha, respectivamente (Kirsch 1988, Cork et al. 2003,
Witzgall et al 2010).

O controle de insetos praga por meio de feromdnios se aplica mais efetivamente para
espécies que sdo muito dependentes de pistas quimicas para localizar parceiros ou recursos
alimentares; e que sao residentes e com distribuicdo limitada (Pickett et al. 1997, Cork et al. 2003).
Com base nisso, as espécies de cupins possuem um grande potencial de serem controladas por
feromdnios, ja que as castas estéreis sdo cegas e necessitam exclusivamente de pistas quimicas para
localizar recursos alimentares (Gazai et al. 2014, Almeida et al. 2016, Cristaldo 2018).

Os cupins apresentarem um sofisticado sistema de comunicagdo que envolve sinais quimicos
responsaveis por atividades importantes da colnia, como por exemplo, a exploracdo, selecdo e a
busca por recursos (Cristaldo 2018). Tais sinais Sdo essenciais, uma vez que, as castas estéreis sdo
praticamente cegas e dependentes quase totalmente de sinais quimicos para desempenhar suas
atividades (Cristaldo 2018). O forrageamento é um comportamento coletivo regulado

especialmente por feromdnios de trilhas secretados pela glandula esternal e depositado quando o



cupim pressiona o seu abdomen contra o substrato (Traniello 1982, Bordereau & Pasteels 2010,
Almeida et al. 2016, Cristaldo 2018).

Outras vantagens da utilizacdo de feroménios para controle incluem: o pequeno niimero de
aplicacdes necessarias por estacdo, sua alta seletividade (evitando que o controle seja direcionado a
organismos ndo-alvo) e a limitacdo da supressdo da espécie-alvo (a ndo ser que os predadores ou
parasitoides usem o proprio feromdnio da praga para localiza-lo) (Pickett et al. 1997, Soroker et al.
2015). O uso de feromdnios no controle de insetos, no entanto, apresenta algumas limitagdes, tais
como: o0 custo-beneficio sé € viavel se a praga alvo é a principal praga a ser combatida e se a
necessidade de a area tratada ser isolada ou grande; a necessidade de conhecimento detalhado sobre
a biologia da praga no campo e a possibilidade de que o feroménio utilizado selecione uma
mudanca na preferéncia e na producéo de feromdnios naturais (Pickett et al. 1997).

Os feromdnios de trilha em cupins possuem um papel duplo, na orientacdo e no recrutamento
durante o forrageamento, principalmente nas espécies de cupins que possuem uma separacéo total
entre o local de nidificacdo e o recurso alimentar (chamados de ‘separate-piece’; Hodotermitidae,
Stolotermitidae, Stylotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae) (Sillam-Dusses
2010). No entanto, feromdnios de trilha também sdo produzidos por espécies nas quais ndo existe
separagao total entre o ninho e o recurso alimentar (‘one-piece’; Archotermopsidae, Kalotermitidae
e algumas espécies de Rhinotermitidae) (Sillam-Dussés 2010). Ainda de acordo com Sillam-
Dussés (2010), a presenca de feromdnios de trilha nas espécies de cupins do tipo ‘one-piece’ deve
servir para guiar os companheiros de ninhos em pontos de distirbios, para marcar o local de
nidificacdo ou ainda para localizar novas fontes alimentares.

A natureza dos feromdnios de trilhas em cupins ja foi identificada em 66 espécies (Sillam-
Dussés, 2010, Cristaldo 2018, Cristaldo & Lima, in press). Uma caracteristica da natureza dos

feromdnios de trilha em cupins é a sua parciménia, sendo identificados apenas nove compostos
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divididos em quatro classes quimicas (alcoois, aldeidos, hidrocarbonetos e cetona) (Cristaldo
2018). Em cupins do género Nasutitermes, a mistura de dodecatrienol e neocembreno é o
feromonio de trilha mais observado (Sillam-Dussés et al. 2010). Ainda segundo Sillam-Dussés et
al. (2010), o dodecatrienol (substancia mais volatil) promove o recrutamento dos individuos,
enquanto o neocembrene € responsavel pela orientacdo dos cupins do ninho até a fonte de
recurso.Em Nasutitermes corniger (Motschulsky), um terceiro composto (trinervitatrieno) também
foi identificado como feromdnio de trilha (Sillam-Dussés et al. 2010), porém, seu efeito na
sinalizacdo durante o forrageio ainda é desconhecido.

Na grande maioria das espécies de cupins estudadas, o forrageamento é executado
primeiramente pelos operarios. No entanto, alguns estudos ja& demonstraram que os soldados
podem ter um papel crucial nas fases iniciais da busca por recurso, bem como no recrutamento em
massa apos a descoberta do recurso (Traniello 1981, Traniello & Busher 1985, Casarin et al. 2008,
Almeida et al. 2016). Recentemente foi demonstrado, por meio de experimentos em laboratorio,
que a presenca de soldados em N. corniger aumenta a utilizacdo de fontes alimentares bem como a
percepcdo de mudancas na quantidade de alimento redirecionando os forrageadores para explorar
fontes de alimento mais vantajosas (Sacramento et al. 2020). De acordo com Almeida et al. (2016),
a participacao de soldados na fase inicial de busca por recurso parece ser comum entre as especies
da subfamilia Nasutitermitinae.

O papel preciso da emissao do feroménio de trilha e as respostas a esses sinais pelos soldados
de cupins ainda € pouco estudado. No entanto, em espécies do género Nasutitermes, 0s soldados
demonstraram depositar trilhas mais atraentes do que aquelas depositadas por operéarios (Arab et al.
2006; Almeida et al. 2016). Em N. corniger, trilhas com extratos de soldados séo responsaveis pelo
recrutamento apenas de soldados, enquanto trilhas com extratos de operarios recrutam tanto

operérios quanto soldados (Traniello 1981). As diferencas observadas nas respostas das castas ao
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feromdnio de trilha devem estar relacionadas com diferengas quantitativas no feroménio de trilha
produzido por operarios e soldados (Cristaldo 2018).

Em N. corniger, além dos feroménios de trilha depositados durante o forrageamento, 0s
operéarios também depositam fezes ao longo das trilhas (Traniello 1981). De acordo com Traniello
(1982), as fezes sdo o principal material estrutural das trilhas de forrageio em N. corniger. De fato,
alguns estudos indicam que as fezes depositadas nas trilhas de forrageio de N. corniger devem
servir de orientacdo apds a evaporacdo das substancias presentes na glandula esternal (Traniello
1982, Traniello & Busher 1985, Bordereau & Pasteels 2010). De acordo com Gazai et al. (2014),
trilhas de extrato do corpo inteiro de N. corniger induzem uma resposta mais rapida do
comportamento de trilha em comparagdo com extratos do fluido retal e da glandula esternal.
Apesar desses estudos, o real papel das fezes no forrageio de N. corniger ainda é uma questdo em
aberto na termitologia.

Nos ultimos anos, uma serie de estudos tem demonstrado que a percepcdo e respostas aos
sinais quimicos de trilha em cupins do género Nasutitermes pode ser modulada pela
disponibilidade de recursos local e pela presenca de sinais de colonias da mesma espécie. Em N.
aff. coxipoensis, Cristaldo et al. (2016) mostraram que a disponibilidade de recurso modula a
percepcao e resposta dos sinais quimicos de trilhas de col6nias vizinhas. Segundo esses autores,
operarios de col6nias sob baixa e intermediaria quantidade de recurso seguem a mesma distancia
em trilhas da sua propria coldénia ou em trilhas de coldnias vizinhas. No entanto, operarios de
coldnias sob alta disponibilidade de recursos evitam seguir trilhas com sinais quimicos de forrageio
de colbnias vizinhas. Tais resultados indicam que os sinais quimicos de forrageamento de coldnias
vizinhas podem ser detectados pelos cupins e deve influenciar na selecdo de recurso. De fato, um

estudo realizado por Silva et al. (2021) mostrou que grupos de N. corniger preferem colonizar iscas



de cana-de-aglcar com pistas quimicas intercoloniais do que iscas com sinais quimicos
intracoloniais.

Sendo assim, o0 objetivo dessa dissertacdo foi estudar os sinais quimicos envolvidos na
comunicacdo de forrageio em N. corniger, incluindo o papel de pistas quimicas intercoloniais. A
dissertacdo foi dividida em quatro capitulos. No capitulo 1 é apresentada uma introducéo geral. O
capitulo 2 trata-se do artigo-"Sinais envolvidos no de forrageio de Nasutitermes corniger
(Motschulsky, 1855) (Isoptera:Termitidae): Papel das castas e percep¢ao intercolonial”-
seguintes revistas: Jornal of Insect Behavior, Neotropical Entomology ou Sociobiology, no qual
mostramos que os sinais da glandula esternal induzem o recrutamento de operarios e soldados; e 0s
sinais do fluido retal induzem a orientacdo dos operarios. O capitulo 3 trata-se da nota cientifica-
“Sinais quimicos podem ser uma alternativa no controle Nasutitermes corniger (Motschulsky,
1855) (Termitidae; Nasutitermitinae)?”, no qual mostramos que iscas com pistas intercoloniais,
seguida de iscas com pistas intracolonais sdo atrativas e podem ser usadas no controle de cupins

praga. Por fim, o capitulo 4 traz as considerac6es finais do trabalho.
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RESUMO - Os insetos sociais possuem um complexo e elaborado sistema de comunicagédo
responsavel por mediar diferentes atividades nas col6nias. Em cupins, a comunicacdo quimica é
primordial. Apesar disso, 0 conhecimento sobre o papel destes sinais quimicos ainda € escasso. O
presente estudo teve como objetivo analisar o papel dos sinais quimicos de forrageio em
Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae), incluindo o efeito das diferentes origens
dos sinais, da resposta de grupos com diferentes composicdes de castas e da percepcéo
intercolonial. Especificamente, testamos as seguintes hipéteses: (i) sinais quimicos presentes na
glandula esternal (SGE) participam do recrutamento de operarios e soldados de N. corniger,
enquanto que, sinais quimicos presentes no fluido retal (RFE) participam da orientacdo de
operarios de N. corniger; (ii)frente a sinais quimicos de forrageio intercolonial o0s
comportamentos coletivos de N. corniger séo alterados; e (iii) os sinais quimicos de forrageio
intercolonial possuem atividade atrativa nos grupos de N. corniger. Para isso, bioensaios de trilha,
comportamento e atracdo/repeléncia foram realizados. O SGE desencadeou um maior
comportamento de trilha comparado com os demais sinais de forrageio em todos 0s grupos
testados. Além disso, 0 RFE parece exercer funcdo de orientacdo enquanto que o SGE parece
atuar como um sinal de recrutamento. Por fim, o comportamento e a atratividade dos sinais
quimicos de forrageio intercolonial foram alterados quando comparados com 0s sinais quimicos
de forrageio da prépria colbnia. Esses resultados aumentam a compreensdo da comunicagdo
quimica de forrageio em Isoptera, reforcando o papel de sinais intercoloniais na atratividade em

grupos de N. corniger.

PALAVRAS-CHAVE: Atratividade,fluido retal, glandula esternal, comportamento.
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CHEMICAL FORAGING SIGNALS IN Nasutitermes corniger (MOTSCHULSKY, 1855)

(ISOPTERA: TERMITIDAE): ROLE OF CASTES AND INTERCOLONIAL PERCEPTION

ABSTRACT - Social insects have a complex and elaborate communication system responsible
for mediating different activities in the colonies. In termites, chemical communication is
primordial. Despite this, knowledge about the role of these chemical signals is still scarce. The
present study aimed to analyze the role of chemical foraging signals in Nasutitermes corniger
(Termitidae: Nasutitermitinae), including the effect of different signal origins, the response of
groups with different caste compositions, and intercolonial perception. Specifically, we tested the
following hypotheses: (i) chemical signals present in the sternal gland (SGE) participate in the
recruitment of workers and soldiers of N. corniger, whereas, chemical signals present in the rectal
fluid (RFE) participate in the orientation of workers of N. corniger;(ii)in the face of intercolonial
foraging chemical signals the collective behaviors of N. corniger are altered; and (iii)
intercolonial foraging chemical signals have attractive activity in N. corniger groups. To this end,
trail, behavioral, and attraction/repellency bioassays were conducted. SGE elicited greater
tracking behavior compared to the other foraging signals in all groups tested. Furthermore, RFE
seems to exert orientation function while SGE seems to act as a recruitment signal. Finally, the
behavior and attractiveness of the intercolonial foraging chemical signals were altered when
compared to the colony's own foraging chemical signals. These results increase the understanding
of foraging chemical communication in Isoptera, reinforcing the role of intercolonial signals in

attractiveness in groups of N. corniger.

KEY WORDS: Attractiveness, rectal fluid, sternal gland, behavior.
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Introducéo

O comportamento verdadeiramente social envolve um sistema de troca de informagéo
eficiente capaz de permitira coesdo da colnia por meio do reconhecimento entre seus membros; e
de permitir a coordenacdo de atividades, como defesa do ninho e a busca por recursos alimentares
(Leonhardt et al. 2016). A comunicagdo nos grupos eussociais fornece informacgdes que reduzem as
incertezas sobre determinados aspectos da vida da colbnia garantindo seu sucesso evolutivo e
ecoldgico (Seyfarth et al. 2010). Os insetos, principalmente formigas e cupins, apresentam os mais
complexos e elaborados exemplos de grupos eussociais. Em abelhas e formigas, por exemplo,
diferentes sinais sdo utilizados para a coordenacdo do forrageamento; inclusive, diferentes
intensidades de um mesmo sinal é capaz de modificar o significado e desencadear mudancas
comportamentais (Holldobler & Wilson 1978, Nieh 2010).

Em formigas e abelhas a comunicacdo pode ocorrer por sinais acusticos/vibracionais, visuais,
tateis e/ou quimicos (Wilson 1971, Holldobler & Wilson 1990, 2009, Seeley 1998, Wray et al.
2011, Leonhardt et al. 2016), enquanto que,em cupins, apesar da comunicacdo também ocorrer por
sinais acusticos/vibracionais, visuais e tatéis, é baseada primordialmente por meio de sinais
quimicos (Costa-Leonardo & Haifig 2010, Richard & Hunt 2013, Leonhardt et al. 2016, Cristaldo
2018, Mitaka & Akino 2021). Esse papel dos sinais quimicos na comunicacdo em cupins parece
estar relacionado com o habito criptico e pela auséncia de visao nas castas estéreis.

Ao longo da diversifica¢do dos grupos de cupins, a separa¢do total entre nidificacéo e recurso
alimentar, observada nas espécies da familia Termitidae, foi acompanhada de uma série de
adaptacfes comportamentais entre os membros das coldnias. Nesse grupo de cupins é possivel
observar uma variedade de estratégias de busca por recurso alimentar que vdo desde forrageio por
meio de galerias abaixo do solo, construcdo de tdneis que conectam o ninho a fonte de recurso até

o forrageio ao ar-livre (Traniello & Leuthold, 2000). Existe ainda o forrageamento combinado, no
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qual os individuos inicialmente estabelecem trilhas e, apds a localizacdo do recurso,constroem
tlneis conectando o recurso ao ninho (Almeida et al. 2016). Esse Ultimo tipo de forrageamento
parece ser comum entre as espécies de Nasutitermes. Além disso, os soldados do género
Nasutitermes possuem um papel efetivo na busca por recurso, participando ativamente na escolha
do recurso alimentar (Almeida et al. 2016) e sendo responsaveis por tomadas de decisdes
importantes, como por exemplo, a exploracdo de diferentes fontes de recurso (Sacramento et al.
2020).

A estratégia de forrageio observada nas espécies de Nasutitermesé bastante eficiente do
ponto de vista energético, como demonstrado recentemente por Almeida et al. (2018). No entanto,
essa estratégia deve requerer uma elaborada e complexa comunicacdo envolvendo os sinais
quimicos de forrageio. De fato, Traniello (1982) e Traniello & Busher (1985) demonstraram uma
certa especificidade dos sinais presentes na glandula esternal das castas de operarios e soldados de
N.corniger (Motschulsky, 1855) (Termitidae: Nasutitermitinae); bem como uma alta persisténcia
de orientacdo nas trilhas contendo os sinais da glandula esternal. Além disso, a comunicacao de
forrageio ocorre também pela deposicdo de fezes ao longo a trilha (Traniello 1981, 1982). Sendo
assim, é bastante provavel que apos a evaporacdo dos feromonios de trilha presentes na glandula
esternal, sinais quimicos presentes no fluido retal também possam servir de comunicacao entre 0s
cupins durante o forrageio (Gazaiet al. 2014). Outro fato bastante intrigante na comunicacdo dos
sinais quimicos de forrageio em N. corniger € a presenta de multicomponentes (mistura de
dodecatrienol e neocembreno) no feromonio de trilha dessa espécie (Sillam-Dussés et al. 2010).

Apesar dessa série de indicativos sobre a complexidade da comunicagdo dos sinais quimicos
de forrageio em N. corniger, até o presente momento, poucos estudos avaliaram a complexidade da
comunicacdo dos sinais quimicos de forrageio em cupins, incluindo os sinais quimicos das

diferentes castas e as respostas destas a tais estimulos. Além disso, pouco se sabe sobre como 0s
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sinais quimicos de forrageio intercolonias (diferentes colénias da mesma espécie) podem modular
as respostas comportamentais em N. corniger. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo
analisar o papel dos sinais quimicos de forrageio em N. corniger, incluindo o efeito das diferentes
origens dos sinais quimicos, da resposta de grupos com diferentes composi¢cdes de castas e da
percepcdo intercolonial. Especificamente, testamos as seguintes hipdteses: (i) sinais quimicos
presentes na glandula esternal (SGE) participam do recrutamento de operéarios e soldados de N.
corniger, enquanto que, sinais quimicos presentes no fluido retal (RFE) participam da orientacao
de operéarios de N. corniger; (ii)frente a sinais quimicos de forrageio intercolonial os
comportamentos coletivos de N. corniger sdo alterados; e (iii) os sinais quimicos de forrageio
intercolonial possuem atividade atrativa nos grupos de N. corniger.Esperamos que os resultados
obtidos no presente trabalho possam aumentar a compreensdo sobre a comunicacdo quimica de
forrageio em Isoptera e reforcar o papel de sinais intercoloniais na atratividade em grupos de N.

corniger.

Material e Métodos

Cupins. Ninhos com colbnias ativas de N. corniger (N=17) foram coletadas no campus SEDE da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (8°04°03°’S, 34°55°00°” O), localizada no
municipio de Recife, Pernambuco, Brasil. O clima na regido ¢ caracterizado como ‘“‘subtropical
umido ou subumido” (Aw) com temperatura média anual de 25,7 °C e precipitacdo média anual de
988 mm (Climate 2021).

A autorizacdo para as coletas dos cupins foi emitida pelo ICMBIio-IBAMA (#47652).
Nenhuma licenca especifica foi necessaria para 0s experimentos descritos, 0s quais foram

realizados no laboratério com uma espécie ndo ameacada ou protegida.
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No Laboratério de Ecologia de Insetos da UFRPE os ninhos foram acondicionados
separadamente em caixas plasticas com tampa (50 cm didmetro x 20 cm altura), e mantidos no
escuro, sob condi¢des controladas (25-27°C, UR 60+5%), por no maximo 24h até a realizacéo dos
experimentos. Durante a manuten¢do das colonias, algoddo embebido em &gua e iscas de cana-de-
acucar foram ofertados como recurso alimentar.

Os espécimes foram identificados com base na literatura (Constantino et al. 2002) e por
meio de comparacdo com material depositados no Museu de Termitologia do Laboratério de
Ecologia de Insetos da UFRPE. Apos a identificacdo dos espécimes, os vouchers foram

depositados no Museu de Termitologia do Laboratorio de Ecologia de Insetos da UFRPE.

Extratos com sinais quimicos de forrageio de N. corniger. Os extratos de corpo inteiro
(WBE), fluido retal (RFE) e da glandula esternal (SGE) de operarios e soldados de N. corniger
(Fig. 1A) foram preparados seguindo a metodologia de extracdo descrita por Cristaldo et al.
(2014). As dissecacdes dos intestinos e das glandulas esternais foram realizadas com pinca
esterilizada sob lupa estereoscépica. A extracdo do fluido retal foi realizada a partir da dissecacéo
do intestino posterior. A extracdo da glandula esternal foi realizada a partir da dissecacdo dos 4° e
5° esternitos de individuos de cada casta. Em ambas as dissecacfes, 0s individuos foram
imobilizados a frio.Resumidamente, 50 unidades de origem de cada extrato (i.e. individuos,
intestinos ou glandulas esternais) foram imersos em solvente hexano (10 pl por unidade) durante
24 horas sob temperatura de 4 °C. Ap0s esse periodo, o volume do extrato concentrado foi
quantificado e uma nova aliquota de hexano (10 pl por unidade) foi adicionada. As amostras
finais foram acondicionadas a -18 °C e utilizadas para 0s ensaios comportamentais.

De cada uma das 17 colonias foram feitos extratos WBE, FE e SGE de soldados e

operérios (N = 6 tipos de extratos). Para isso, foram feitas 10 repeti¢fes para cada tipo de extrato/
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colbnia, totalizando 1020 extratos. Cada extrato foi feito separando grupos contento 50 operarios
ou 50 soldados. Nos experimentos de comportamento e atracdo/repeléncia, os extratos foram
testados em grupos de cupins da sua respectiva colnia (controle) e em grupos de cupins de
diferentes colénias da mesma espécie (pistas intercoloniais).

Os bioensaios com todos os extratos foram realizados com a concentracdo de 0.01 pL. Essa
concentragdo foi escolhida por induzir, em testes preliminares, uma melhor atividade de

seguimento de trilha tanto em operarios como soldados (dados ndo mostrados).

Avaliagdo dos sinais quimicos de forrageio por grupos de N. corniger. Experimentos de trilha
sem e com chance de escolha foram realizados a fim de testar o efeito dos extratos de sinais
quimicos de forrageio (WBE, RFE e SGE) e sua origem (operéarios e soldados) na percepcéo,
orientacdo e aceitacdo de grupos de N. corniger. Para cada um dos extratos de sinais quimicos de
forrageio extraidos de operarios e soldados de N. corniger, os bioensaios de trilha foram
realizados com trés diferentes grupos por colénia: i) dez operarios (WG), ii) dez soldados (SG) e

iii) grupo misto (cinco operarios e cinco soldados) (MixG) (Fig. 1B).

Os bioensaios consistiram em trilhas lineares de 10 cm desenhadas com lapis sobre papel
filtro (ver detalhes em Cristaldo et al. 2014) (Fig. 1C). Em cada trilha, 10 pL do extrato foram
colocados com auxilio de uma microseringa Hamilton®. Ap6s a evaporagdo do extrato, 0 grupo de
cupim a ser testado foi acondicionado na camera de liberacdo (placa de Petri de 3 cm de diametro
com uma abertura lateral de 2 mm de largura) posicionada na base da trilha linear. Em seguida, a
distancia percorrida pelo primeiro individuo do grupo que seguiu a trilha foi registrada. Nos
bioensaios com grupo misto, além da distancia percorrida foi registrado a casta. Para cada

tratamento (extratos sinais quimicos de operarios e soldados) nos grupos testados (operéarios,
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soldados e grupos misto), uma nova trilha foi preparada em um novo papel filtro. Para cada grupo
testado e combinagéo de extratos x origem do sinal foram realizadas trés repeticGes por col6nia

(N=10), totalizando 270 ensaios.

Bioensaios de trilha com chance de escolha (formato em Y) foram realizados em
laboratorio, com diferentes grupos de N. corniger, a fim de testar a aceitagcdo dos diferentes sinais
quimicos de forrageio extraidos de operarios e soldados. Para isso, trilhas em forma de Y foram
desenhadas com lapis em discos de papel filtro (ver detalhes em Cristaldo et al. 2014). A trilha em
Y (base 3 cm),possuia 10 cm com angulo de 120° entre cada braco (7 cm) (Fig. 1D). Os extratos
(10 pL de cada extrato testado) foram colocados na trilha com auxilio de uma microseringa
Hamilton®. Apds a evaporacio do extrato, o grupo de N. corniger foi acondicionado em camera
de liberacdo na base do Y. A escolha do primeiro individuo por um dos extratos presentes em

cada braco foi registrada.

Neste bioensaio, foi testado a escolha dos diferentes grupos apenas pelos sinais quimicos
provenientes do fluido retal (RFE) e da glandula esternal (SGE). Desta forma, todas as
combinagdes possiveis entre esses dois sinais quimicos (RFE e SGE) extraidos de operarios e
soldados foram testados (ver Fig. 1D). Para cada grupo testado e combinacdo de extratos x origem

do sinal foram realizadas trés repetices por colénia (N=10), totalizando 360 ensaios.

Efeitos dos sinais quimicos de forrageio intercoloniais em grupos de N. corniger. Nesses
experimentos foram testadas as respostas comportamentais e de atracdo/repeléncia dos grupos de
N. corniger expostos aos sinais quimicos de forrageio intercoloniais. Os extratos testados foram
0s mesmos dos experimentos anteriores, porém, provenientes da propria colénia (controle) e de

outra coldnia da mesma espécie (sinais intercoloniais).
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Nos ensaios sem chance de escolha, cada réplica consistiu em placas de Petri (60 x 15 mm)
forradas com papel filtro tratado com 10 pL dos tratamentos (WBE, RFE e SGE de operarios ou
soldados da propria coldnia ou intercolonial). Apds a evaporacdo dos extratos, um grupo com 10
individuos (oito operarios e dois soldados) foi colocado no centro da placa e os comportamentos
exibidos entre os individuos do grupo foram registrados durante 15 minutos, por dois
observadores. Os comportamentos avaliados foram: (1) antenacdo, (2) trofalaxia (proctodeal e
estomodeal), (3) grooming (auto- e allogrooming), (4) vibracdo, (5) mordida, (6) luta e (7)
evitacdo. Para cada combinacdo de extrato (WBE, RFE e SGE) x origem do extrato (operarios ou
soldados) x tipo de sinal (controle e intercolonial) foram realizadas trés repeticdes por colonia

(N=7), totalizando 420 ensaios.

Andlises Estatisticas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando Modelos Lineares
Generalizados (GLMs) no programa estatistico R (R Development Core Team 2019). Em todos 0s
casos, Analise de Residuo foi realizada a fim de verificar a adequabilidade dos modelos testados e
a distribuicao escolhida. A simplificacdo dos modelos foi realizada, quando necessario, através da
extracdo da variavel explanatéria ndo significativa (P > 0.05). As diferencas dentro dos
tratamentos foram testadas por meio de Analise de Contraste seguindo recomendacbes de
Crawley (2012). Em todas as andlises, a média de cada coldnia em cada um dos tratamentos foi

utilizada como uma repeticdo verdadeira.

A fim de verificar o efeito dos diferentes extratos de sinais quimicos de forrageio (WBE,
RFE e SGE) (x-vari) e da origem desses sinais (operarios e soldados) (x-varz) na distancia

percorrida nas trilhas lineares (y-var), os dados foram submetidos a Analise de Deviancia
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(ANODEV) com distribuicdo de erros Gaussiana. Uma anélise independente foi realizada para

cada tipo de grupo de cupins testado (WG, SG e MixG).

A fim de verificar o efeito dos diferentes extratos de sinais quimicos de forrageio (WBE,
RFE e SGE) (x-vari) e da origem desses sinais (operarios e soldados) (x-var2) na propor¢do de
escolha (y-var) durante os bioensaios de trilha em Y, os dados foram submetidos a ANODEV
com distribuicdo de erros Binomial; corrigido, quando necessério, para sobredispersdo. Uma

analise independente foi realizada para cada grupo testado (WG, SG e MixG).

A fim de verificar o efeito dos diferentes extratos de sinais quimicos (WBE, RFE e SGE;
operarios e soldados) (x-vari) e da origem desses sinais (proprio e intercolonial) (x-varz) nos
comportamentos coletivos da colonia (y-var), os dados foram submetidos a ANODEV com
distribuicdo de erros Gaussiana. Uma andlise independente foi realizada para cada comportamento

observado bem como para cada tipo e origem do extrato testado.

Resultados

Percepcao, orientacdo e aceitacdo dos sinais quimicos de forrageio de N. cornigerpor grupos
com diferentes composi¢bes de casta. Todos os grupos (WG, SG e MixG) seguiram as trilhas
lineares feitas com o0s extratos dos sinais quimicos de forrageio (i.e. WBE, RFE e SGE),
independente da sua origem (operarios ou soldados) (Tabela, 1). O extrato dos sinais quimicos teve
efeito significativo na distancia percorrida pelos individuos nas trilhas lineares, em todos 0s grupos
testados (Tabela 1; Fig. 2). O SGE foi mais eficiente em induzir o caminhamento na trilha

comparado com o RFE e o WBE (Fig. 2). No entanto, em nenhum dos grupos, houve diferenca
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significativa da origem do sinal quimico (operarios ou soldados) na distancia percorrida pelos
individuos nas trilhas lineares (Tabela, 1).

SGE sempre desencadeou mais caminhamento nas trilhas seguidas por operérios, soldados ou
grupo misto. Para grupos de operérios e misto ndo houve diferenca significativa na distancia
seguida por RFE e WBE (P= 0.30).

Nos experimentos com chance de escolha, os bioensaios de trilha em formato de Y mostraram
que os diferentes grupos de N. corniger (WG, SG e MixG) seguiram 0 mesmo padrdo independente
de qual casta foi preparado os extratos (operarios ou soldados) (Fig. 3). Com excec¢do para 0 grupo
de operérios expostos ao RFE de operérios vs. SGE de soldados, os quais ndo apresentam escolha
significativa entre esses sinais (P= 0.12; Tabela 2; Fig. 3C). Os resultados estatisticos desses

bieoensaios estdo sumarizados na Tabela 2.

Efeitos Comportamentais E Atrativos/Repelentes Dos Sinais Quimicos De Forrageio
Intercoloniais De N. corniger. O nimero de antenagcdes em grupos de N. corniger nao foi afetado
significativamente pelos sinais quimicos de forrageio intercoloniais em nenhum dos extratos
testados (WBE, RFE e SGE), independentemente de sua origem (Fig. 4A). No entanto, grupos de
cupins submetidos aos sinais quimicos intercoloniais (WBE, RFE e SGE) extraidos de operarios
aumentaram significativamente o nimero de trofalaxia comparado com esses mesmos sinais
quimicos da sua propria colénia (Fig. 4B). No entanto, o numero de trofalaxia foi
significativamente menor em grupos de N. corniger expostos a SGE intercoloniais de soldados
comparados com grupos expostos a esse mesmo sinal da sua prépria colénia (Fig. 4B). Os demais
sinais quimicos de operarios intercoloniais ndo afetaram significativamente o nimero de trofalaxia.

Os grupos de N. corniger submetidos ao WBE e SGE intercoloniais de operarios

diminuiram o nimero de grooming comparado com mesmos sinais da propria colénia (Fig. 4C).
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Por outro lado, o nimero de grooming foi significativamente maior nos grupos expostos ao RFE
intercoloniais de operéarios e SGE intercoloniais de soldados comparado com o0s sinais da propria
colonia (Fig. 4C).

O numero de vibragdes observado nos grupos foi afetado significativamente apenas pelos
WBE e SGE intercoloniais de operarios e pelo WBE intercoloniais de soldados (Fig. 4D). Os
grupos expostos ao WBE e SGE intercoloniais de operarios exibiram um aumento no nimero de
vibra¢cBes comparado com 0s grupos expostos aos mesmos sinais da prépria colonia. Além disso,
houve uma reducdo no nimero de vibragcbes nos grupos expostos ao WBE intercoloniais de
soldados em relacdo aos individuos expostos ao WBE de soldados provenientes da mesma colonia
(Fig. 4D).

Durante os experimentos comportamentais, ndo foram observados os comportamentos de
mordida, luta e evitacdo entre os individuos dos grupos testados com sinais quimicos da prépria
colbnia e sinais intercoloniais.

Discusséo

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a contribuicdo de operarios e soldados na
emissdo de sinais e respostas no comportamento de forrageio em grupos de N. corniger com
diferentes composicdes de castas. Além disso, reforca o papel dos sinais intercoloniais na
atratividade da coldnia, como ja relatado em outros estudos.

De uma maneira geral, o SGE foi capaz de induzir um maior comportamento de trilha
comparado com os demais sinais quimicos de forrageio testados (i.e. WBE e RFE). Esse padrdo foi
observado para todos os grupos de N. corniger (i.e. WG, SG e MixG) (Fig. 2). Além disso, a
origem dos sinais quimicos de forrageio (i.e.operarios ou soldados) ndo afetou a percepcdo e
orientacdo dos individuos nas trilhas em nenhum dos sinais quimicos de forrageio (Fig. 2). O

mesmo padréo ocorreu para a aceitagdo desses sinais durante os bioensaios de trilha com chance de
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escolha (Fig. 3). A Unica excecdo ocorreu com 0 RFE de operarios x SGE de soldados, nos quais 0s
grupos com operarios (WG) ndo mostraram uma escolha entre os sinais (Fig. 3C). Como esperado,
a maior distancia percorrida nas trilhas com SGE comparado com os demais sinais quimicos de
forrageio testado esta relacionado com a presenca da mistura de feromonios de trilha presentes
nesse extrato, a saber, os compostos dodecatrienol e neocembreno; ja identificados como
feromo6nios de trilha em N. corniger (Sillam-Dusséset al. 2010).A auséncia de diferenca
significativa na distancia percorrida nas trilhas por WG e MixG contendo WBE e RFE pode indicar
a presenca de compostos especificos no RFE que também devem atuar no comportamento de
seguir trilha, principalmente nos operarios.Nos experimentos de trilha com chance de escolha, o
WG foi o Unico grupo que ndo apresentou uma escolha significativa entre RFE de operarios e SGE
de soldados (Fig. 3C). De fato, Traniello (1982) levantou a hipotese que o feroménio de trilha em
N. corniger poderia ser composto por uma substancia mais volatil responsavel pelo recrutamento e
uma substancia mais persistente responsavel pela orientacdo. Tal hipdtese baseou-se na alta
persisténcia de orientacdo das trilhas em N. corniger, as quais se mantinham ativas apds meses e
anos. Embora Sillam-Dussés et al. (2010) identificaram duas substancias (dodecatrienol e
neocembrene) como feromdnio de trilha em N. corniger; esses autores descartam a possibilidade
de uma atividade separada desses compostos, uma vez que 0 neocembrene (composto menos
volatil e teoricamente responsavel pela orientacdo) ndo se mantém ativo por muito tempo (meses
ou anos) como observado nas trilhas de N. corniger (Traniello 1982). Por outro lado, Gazai et al.
(2014), estudando o papel do pavé fecal (composto por fluido retal e compostos do feromdnio de
trilha) em N. corniger, levantaram a hipotese de que o pavé fecal poderia contribuir para a
persisténcia da trilha em N. corniger; o que ajudaria na orientacdo dos cupins para o ninho ou para

a fonte de recurso alimentar.
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Sendo assim, é possivel que o sinal presente no RFE de soldados possa ter um efeito de
orientacdo apenas para 0s operarios e 0s compostos presentes no SGE possua um efeito de
recrutamento para operarios e soldados. Como ja demonstrado por Traniello & Leuthold (2000),
onde N. corniger tem seu forrageio iniciado pelos soldados que saem do ninho em busca do
recurso. O SGE depositado inicialmente por soldados atrai tanto mais soldados como também
operéarios (Fig.2). Apds a localizagdo do recurso pelos soldados, 0os mesmos retornam para a
colénia e, a partir desse momento, inicia o recrutamento de operarios. A construcdo de tuneis
ocorre apenas apés a localizacdo do recurso alimentar. Além disso, em testes preliminares no
laboratdrio, foi possivel observar que apenas grupos com operarios foram capazes de depositar
pavé fecal na trilha (da Cruz, obs. pessoal).

A origem de onde foram extraidos os sinais quimicos de forrageio (operarios e soldados) nao
desencadeou maior atratividade ou preferéncia entre os grupos de cupins testados. Esse resultado
difere do observado em estudos anteriores. Para N. aff coxipoensis, Almeida et al. (2016)
demonstraram que grupos com operarios preferem seguir SGE extraidos de operarios e grupos com
soldados e misto preferem seguir SGE extraidos de soldados. Arab et al. (2006) demonstraram que
tanto operarios como soldados preferiram seguir trilhas com SGE de soldados em N. corniger. Por
outro lado, Traniello (1982), encontraram para N. corniger resultados semelhantes com os de N.
aff. coxipoensis; ou seja, cada casta prefere seguir o SGE da sua respectiva casta. A divergéncia
nos resultados pode estar relacionada com a concentracédo utilizada em cada estudo ou ainda com o
modo de extracdo dos sinais quimicos de forrageio.

Os sinais intercoloniais e intracoloniais afetaram diferencialmente alguns comportamentos
coletivos da coldnia (Fig. 4). De uma maneira geral, os sinais extraidos de operarios aumentaram

ou diminuiram significativamente os comportamentos de trofalaxia, grooming e vibracdo. Por
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outro lado, apenas os sinais provenientes do WBE e SGE de soldados afetaram significativamente
esses comportamentos.

A diminuicdo ou aumento nos comportamentos de trofalaxia e grooming pode estar relacionado
a percepcao de sinais de individuos de outras colénias no local com consequente aumento da
identificacdo dos membros da colonia testada. De acordo com Costa-Leonardo & Haifig (2010), o
comportamento de grooming estimula o comportamento de trofalaxia em cupins, o que
desencadeia a troca de substancias quimicas juntamente com fluidos liquidos contendo alimento.
Segundo Richard & Hunt (2013), é por meio do grooming e trofalaxia que os cupins trocam
substancias quimicas especificas da colénia a fim de manter o “blend” de hidrocarbonetos
cuticulares entre eles. Desta forma, € plausivel que ap0s a percepg¢do sinais intercoloniais, 0s
individuos passam a modular os comportamentos que reforcam a identidade dos membros de sua
colénia a fim de evitar qualquer comportamento altruista com individuos de col6nias diferentes ou
simplesmente percebem um odor que indica recursos semelhantes aos seus. Ferreira et al. (2018) ja
demonstrou que isso aumenta a vibracgdo e Silva et al.(2021) que o sinal de outra col6nia aumenta a
atratividade por recursos, entdo, apesar de indicar um possivel competidor, também indica um sinal
de fonte de recurso potencial a ser explorado.

O numero de vibracdo nos grupos de cupins aumentou significativamente quando expostos ao
WBE e SGE intercoloniais de operarios comparado com controle (sinal da propria colénia) (Fig.
4D). Esse aumento da vibracao frente aos sinais intercoloniais indica que os cupins desencadeiam o
comportamento de alerta ap6s a percepcado da presenca de possiveis competidores. Esse mesmo
comportamento ja foi observado em N. aff. coxipoensis (Ferreira et al. 2018). O efeito contrario no
namero de vibracdo quando os grupos foram expostos ao WBE intercoloniais de soldados pode
indicar que esse sinal desencadeia o sinal de alarme, o que faria aumentar a velocidade dos

individuos e, consequentemente, diminuir o comportamento de vibracdo (Fig. 4B). De acordo com
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Cristaldo et al. (2015), as espécies da subfamilia Nasutitermitinae possuem a capacidade de
modular seus comportamentos de alarme de acordo com a mensagem transmitida por diferentes
sinais quimicos. Em estudo com Constrictotermes cyphergaster, esses autores demonstram que
sinais provenientes da cabeca de operarios desencadeiam um maior nimero de vibragao; por outro
lado, o sinal da cabeca de soldados desencadeia maior deslocamento dos individuos uma vez que
este sinal contém os feroménios de alarme.

Concluindo, os resultados do presente estudo demonstram a complexidade dos sinais de
forrageio em N. corniger. Essa complexidade na comunicagdo durante a busca por recurso deve
estar relacionada com o tipo de forrageio da espécie que inclui a participacéo ativa de soldados e
também o comportamento de forrageio combinado (trilhas ao ar livre com posterior construcdo de
tuneis). Um cenario hipotético seria de que os sinais da glandula esternal estariam responsaveis
pelo recrutamento de operarios e soldados, independente da origem (operario ou soldado), que ao
encontrar o recurso alimentar, continuaria a depositar esse sinal para o recrutamento dos operarios.
Em seguida, os operarios passariam a depositar o pavé fecal com a combinacdo dos sinais
presentes na glandula esternal e no fluido retal, o que atuaria no recrutamento de mais operarios e
também na orientacdo dessa casta até o recurso alimentar. Com a presenca do pavé fecal, futuras
exploracdes ao recurso alimentar exigiriam um menor gasto de energia uma vez que 0S sinais
persistem por um tempo; ndo havendo necessidade de gastos com a exploracdo do ambiente antes
da coleta do recurso. Ao mesmo tempo em que contam com a propria exploracdo do ambiente, as
colénias parecem perceber e utilizar pistas intercoloniais para localizacdo de fontes alimentares.
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Tabela 1.Efeito dos sinais quimicos (WBE, RFE e SGE) e da origem desses sinais (operarios ou
soldados) na distancia percorrida por grupos de Nasutitermes corniger com diferentes
composicdes de castas (operarios, soldados e grupo misto [operarios + soldados]) nos

experimentos de trilna sem chance de escolha (linear).

Deviance R

Source d.f. Resid e Dev F P
id.

OPERARIOS
Null 59 498.90
Sinal quimico 2 218.85 57 280.05 21.97  0.0001 folakel
Origem sinal 1 1.15 56 278.89 0.23 0.23 n.s.
SOLDADOS
Null 59 499.71
Sinal quimico 2 291.60 57 208.12 39.71  0.0001 folaie
Origem sinal 1 2.53 56 205.59 0.68 0.41 n.s.
MISTO (OPERARIOS + SOLDADOS)
Null 59 433.07
Sinal quimico 2 180.91 57 252.15 20.21  0.0001 folaie
Origem sinal 1 1.54 56 250.60 0.34 0.34 n.s.

Modelagem Linear Generalizada com distribuicdo de erros Normal.

n.s.= nao significativo

32



Tabela 2.Efeito dos sinais quimicos (RFE e SGE) extraidos de operarios (W) e soldados (S) na
escolha por grupos de Nasutitermes corniger com diferentes composicGes de castas (operérios,
soldados e grupo misto [operarios + soldados]) nos experimentos de trilha com chance de escolha

(formato emY).

Deviance d.f.

Source d.f. Resid. Resid. Dev F P
RFE W vs. SGE W

OPERARIOS

Null 19 29.71

Tratamento 1 17.985 18 11.726 0.0001 ***
SOLDADOS

Null 19 60.263

Tratamento 1 44.168 18 16.095 0.0001  ***
MISTO (OPERARIOS + SOLDADOS)

Null 19 44.987

Tratamento 1 29.11 18 15.876 0.0001  ***
RFE Svs. SGE S

OPERARIOS

Null 19 60.263

Tratamento 1 23.129 18 37.134 0.001  **
SOLDADOS

Null 19 83.178

Tratamento 1 83.178 18 0.000 0.0001 ***
MISTO (OPERARIOS + SOLDADOS)

Null 19 67.901

Tratamento 1 53.786 18 14.115 0.0001 ***
RFE W vs. SGE S

OPERARIOS

Null 19 29.710

Tratamento 1 2.4163 18 27.294 2.0602 n.s
SOLDADOS

Null 19 52.625

Tratamento 1 36.057 18 16.568 0.0001 ***
MISTO (OPERARIOS + SOLDADOS)

Null 19 37.349

Tratamento 1 13.588 18 23.761 0.001  **
RFE S vs. SGE W

OPERARIOS

Null 19 75.539

Tratamento 1 65.64 18 9.899 0.0001 ***
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Deviance d.f.

Source d.f. Resid. Resid. Dev F P
SOLDADOS

Null 19 60.263

Tratamento 1 23.129 18 37.134 0.001 **
MISTO (OPERARIOS + SOLDADOS)

Null 19 75.539

Tratamento 1 65.64 18 9.899 0.0001 Fhx

Modelagem Linear Generalizada com distribui¢&o de erros Binomial.

n.s.= ndo significativo.
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sem chance de escolha (trilhas lineares). D) combinac6es de sinais testadas nos bioensaios com chance de escolha (trilhas em forma de

Y).
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composto apenas por soldados; C) grupos mistos de N. corniger composto por operarios e
soldados. WBE=extrato do corpo inteiro; RFE= extrato dofluido retal;SGE= extrato da glandula

esternal. Barras seguidas de mesma letra ndodiferem significativamente pela Analise de Contraste.
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extrato oriundo de operario; S=extrato oriundo de soldado; WG= grupo de operéarios; SG= grupo

de soldados; MixG=grupo misto (operarios + soldados). Barras n.s com ndo diferem
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significativamente pelaAnalise de Contraste; barras com ** e *** apresentam P<0.001 e

P<0.0001,respectivamente.
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diferentes castas: W= operario ou S= soldado e sinais intracoloniais (da mesma coldnia) e sinais
intercoloniais (de outra coldnia da mesma espécie)) no comportamento de grupo de Nasutitermes
corniger. A) efeito de diferentes sinais quimicos no comportamento de antenagédo de grupo de N.
corniger. B)efeito de diferentes sinais quimicos no comportamento de trofalaxia de grupo de N.

corniger. C)efeito de diferentes sinais quimicos no comportamento de grooming de grupo de N.
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corniger. D) efeito de diferentes sinais quimicos no comportamento de vibragdo de grupo de N.
corniger.Barras semnivel de significancia ndo diferem significativamente pelaAnalise de

Contraste; barras com * apresentam P<0.01.
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CAPITULO 3
CAN CHEMICAL SIGNALS BE AN ALTERNATIVE TO THE CONTROL OF

Nasutitermes corniger (MOTSCHULSKY, 1855) (TERMITIDAE; NASUTITERMITINAE)?!
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ABSTRACT-Although termite species play a key role in the functioning of ecosystems, some
species are considered as pests by their destructive potential in the urban environments. The
control of termite pest species is mainly conducted by application of synthetic insecticides on the
nest and in the foraging areas. However, this method of control is inefficient due to complex
behaviors which prevent the toxic substance from reaching the queen. Here, we tested the
attractiveness of chemical signals compared to the insecticide imidacloprid in the recruitment of
Nasutitermes corniger groups. To do so, binary and multiple choice bioassays were conducted
with baits containing chemical signals extracted from workers from their own colony (colony
signals), workers from different colonies (intercolonial cues) and the insecticide imidacloprid to
check the recruitment of individuals over the time. In general, N. corniger groups preferred baits
with intercolonial chemical cues followed by baits with chemical signals from their own colony
than baits with the insecticide. These results suggest that intraspecific chemical cues can be used
for attracting termite to baits and that, together with another substance that presents slow toxicity,

it may be possible to carry out an effective control.

KEY-WORDS:Recruitment, behavior, urban pest, termite
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OS SINAIS QUIMICOS PODEM SER UMA ALTERNATIVA NO CONTROLE DE

Nasutitermes corniger (MOTSCHULSKY, 1855) (TERMITIDAE; NASUTITERMITINAE)?

RESUMO - Embora as espécies de cupins desempenhem um papel fundamental no
funcionamento dos ecossistemas, algumas espécies sdo consideradas como pragas pelo seu
potencial destrutivo nos ambientes urbanos. O controle das espécies de cupins é conduzido
principalmente através da aplicagdo de inseticidas sintéticos no ninho e nas areas de forragem.
Contudo, este método de controle é ineficiente devido a comportamentos complexos que
impedem a substéncia toxica de chegar a rainha. Aqui, testamos a atratividade dos sinais quimicos
em comparacdo com o inseticida imidacloprido no recrutamento de grupos de Nasutitermes
corniger. Para tal, foram realizados bioensaios binarios e de escolha mualtipla com iscas contendo
sinais quimicos extraidos de operarios da sua prépria colénia (sinais de coldnia), operarios de
diferentes colbnias (sinais intercoloniais) e o inseticida imidacloprido para verificar o
recrutamento de individuos ao longo do tempo. Em geral, os grupos de N. corniger preferiram
iscas com sinais quimicos intercoloniais seguidos de iscas com sinais quimicos da sua prépria
colénia do que iscas com o inseticida. Estes resultados sugerem que tracos quimicos intra-
especificos podem ser utilizados para atrair cupins para iscas e que, juntamente com outra

substancia que apresenta toxicidade lenta, pode ser possivel efetuar um controle eficaz.

PALAVRAS-CHAVE: Recrutamento, comportamento, pragas urbanas, cupins
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Eusocial insects (especially termites, ants, and wasps) are serious pests in the urban
environment (Rust & Su 2011). Although in recent years there has been an attempt to reduce the
use of synthetic insecticides, this method is still the most used to control insect pests (Agarwal
2020).The control of pest termites is usually doe by installing baits containing food resource in
association with insecticides (Almeida et al. 1998, Junqueira et al. 2006, Silva et al. 2021).Such
baits attract the termites to a given location, and subsequently, effect their control. However,
differently from observed with solitary insect pests, the use of synthetic insecticides to control
eusocial insect pests is ineffective (Rust & Su 2011, Masciocchi et al. 2017). Their cryptic lifestyle
combined with a complex behavioral repertoire and the presence of an elaborate communication
system allow individuals to perceive the toxic substance which often prevent the insecticide from
being passed, via trophallaxis, to the control target caste (i.e. queen) (Chouvenc et al. 2011, Rust&

Su 2011).

The study of chemical ecology, particularly such involving chemical signals that influence
the behavior of insects, has been shown to be a useful tool in proposing insect pest control
methods as an alternative to the exclusive use of toxic substances (Pickett et al. 1997, Sillam-
Dussés 2010, Rust & Su 2011). Pheromones are non-toxic, biodegradable and generally specific
substances, enabling a more ecologically viable control. However, studies aimed at this type of
control are still lacking for eusocial insect pests in urban environments, including termites. The
study of chemical communication in termites, especially those involved in foraging and defense,
can provide valuable information that will contribute to the development of attractive and/or
repellent products (Rust & Su 2011, Boulogne et al. 2017, Masciocchi et al. 2017). In fact, recent
studies have shown that chemical signals can increase the recruitment of termite groups (Silva et

al. 2021; Cruz et al. in preparation).
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The genus Nasutitermes presents greater diversity within the termite group (Blattodea:
Isoptera) (Boulogne et al. 2017); insects that are known for their destructive potential due to their
ability to use cellulosic resources. Nasutitermes corniger (Motschulsky, 1855) (Termitidae:
Nasutitermitinae) is one of the most abundant and widely distributed species in the Neotropics
(Scheffrahn et al. 2005, Boulogne et al. 2017). Although information on pest status for many
termite species in South America is still limited, N. corniger is recognized as a pest of high
importance and high capacity to adapt to urban environments (Constantino 2002). This species
causes damage mainly in buildings due to the consumption of wood (Constantino 2002, Boulogne
et al. 2017), being considered one of the most important structural pests in South America

(Constantino 2002, Fontes & Milano 2002).

In the present study, we evaluated the attractiveness of chemical signals in the selection of
resource baits by N. corniger groups comparing with the insecticide. Specifically, we tested the
hypothesis that N. corniger groups show high attractiveness to resource baits containing

intercolonial chemical cues compared to the insecticide imidacloprid.

The study was carried out using seven colonies collected at the Federal Rural University of
Pernambuco (UFRPE) - campus SEDE (8°04°03” S, 34°55°00’> W), in Recife, Pernambuco,
Brazil. Extracts of chemical signals were prepared from whole body following the methodology
described by Cristaldo et al. (2014). The concentrations used in each of the bioassays were 0.01
ML/Eg. that was defined after preliminary bioassays. For each nest (N= 7), 10 extracts were
prepared, totaling 70 extracts. The commercial insecticide used was the neonicotinoid
imidacloprid (Bayer CropScience®, Sdo Paulo, Brazil). During the experiments, the lethal dose

necessary to Kill 50% of the population (LDso) was used (Watanabe et al. submitted).
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Binary and multiple choice bioassays of bait selection were performed in order to check the
recruitment of termites over the time. Binary bioassays were conducted in an arena consisted of a
central plastic pot (250 ml) connected in a straight line with a transparent hose (@ 7 mm; 5 cm
long) to two other plastic pots (250 ml), in which one of them contained sugarcane baits (26 g)
treated with own colony signal, intercolonial cues or insecticide, and in the other the control (269
of sugarcane only with the solvent) (Fig. 1A). Additionally, a control test was performed
containing only bait without chemical signals (control) x bait with hexane (solvent control) (Fig.

1A).

Multiple choice bioassays were conducted in arenas consisted of a central plastic pot (250
ml) connected with a transparent hose (@ 7 mm; 5 cm long) to four other plastic pots at its end
containing the treatments (26 g of sugarcane with solvent control, colony signal, intercolonial
cues, and insecticide) (Fig. 2A). In both bioassays, filter paper was used as a substrate in each pot.
In the central arena, a group of 10 individuals (eight workers and two soldiers) was conditioned
and the group’s choice of one of the treatments was recorded after one, two, four, six, 12 and 24
hours after the beginning of the experiment. For each bioassay, three replications were performed

for combination of treatment x colony, totaling 105 bioassays.

Data were subjected to Generalized Linear Models in the R software (R Development Core
Team 2019). In all analysis, the average value of each tested colony in each treatment was used as
true repetition. An independent analysis was conducted for each time. Residual analysis was
conducted to check suitability of models. Model simplification, when necessary, was conducted
by removing non-significant explanatory variables from the initial model and evaluating

subsequent changes in the deviance.
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In the binary choice bioassays, the average proportion of termite recruitment was not
significantly affected in the untreated (control) and solvent-treated baits at any of the sampled
times (Table 1; Fig. 1B). For the insecticide imidacloprid, there is a significant effect on the
average proportion of termite recruitment after one, two and four hours of exposition (Table. 1).
In these times, termite groups preferred to colonize baits with solvent control instead of baits with

insecticide (Fig. 1C).

However, there was no significant effect on the average proportion of termite recruitment
after six, 12 and 24 hours (Table. 1; Fig. 1C). In baits treated with solvent and with own colony
signal, a higher proportion of termite recruitment was observed in baits treated with colony signal
compared to baits containing only solvent (Fig. 1D). The significant difference in recruitment
occurred after one, four, six and 12h of exposition (Table 1; Fig. 1D). There was no significant

difference in termite recruitment after two and 24 h of extract application (Table 1).

In baits treated with solvent and those with intercolonial cues, a higher average proportion
of termite recruitment was observed in baits with intercolonial cues after one, four, 12 and 24h of
exposure (Table 1; Fig. 1E). There was no significant difference in termite recruitment after two

and six hours of exposure to treatments (Tablel; Fig. 1E).

In the multiple choice bioassays, the N. corniger groups preferred sugarcane baits with
intercolonial chemical cues, followed by baits with solvent control and those with chemical signal

from their own colony and, finally, baits containing insecticide imidacloprid (P < 0.001).

In general, our results indicate that chemical signals present attractiveness effect on termite
groups while imidacloprid insecticide shows repelent effect (Fig. 1). In addition, termite groups
were more likely to choose resource baits containing intercolonial cues followed by baits with

their own cues or without chemical cues than resource baits with the insecticide imidacloprid (Fig.
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2). The results found here reinforce the key role of social information (i.e. use of chemical cues

from others) in resource selection by N. corniger, as already showed by Silva et al. (2021).

Eusocial insects have as main characteristics the overlap of generations, the care of the
offspring and division of tasks between reproductive and sterile castes (Wilson 1971). Thus, they
have sophisticated behaviors that end up making it difficult to control them. Many studies have
been shown the ability of animals to use social information to obtain benefits, such as access to
food resources or information about local risk (reviewed by Valone 2007). Considering that
insecticides are usually repellents and that eusocial insects have the ability to communicate and
avoid toxic substances, the use of chemical cues to attract these insects can be effective for their

control.

The repelent effect of the imidacloprid insecticide in groups of N. corniger has already been
observed in previous studies. Silva & Cristaldo (2020), for instance, demonstrated that the
insecticide imidacloprid presents repelent effect in workers and soldiers of N. corniger. Similarly,
Silva & Cristaldo (2021), demonstrated that sugarcane baits containing imidacloprid are less
colonized and it have a longer time to be colonized compared to baits containing only solvent
(control) and the terpene B-caryophyllene. Furthermore, the authors demonstrated, for the first
time, that sugarcane baits with imidacloprid trigger a lower number of trophallaxis among the N.
corniger groups; indicating that the imidacloprid is not passed on to the other individuals in the
colony. Therefore, the use of the imidacloprid to control N. corniger becomes ineffective, once
for the control of termites, it is necessary that toxic substance to propagate in the colony until it
reaches the royal couple (or only the queen). On the other hand, the use of chemical cues showed
here could be used together with toxic substances with a toxic effect, such as the terpene -

caryophyllene (Silva & Cristaldo 2020).
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Concluding, chemical signals can be considered as a possible alternative to attract N.
corniger to baits. Future studies should be carried out in order to evaluate the effect of chemical
signals combine with low toxicity substances (i.e. p-caryophyllene) on decrease N. corniger
population. In addition, it is necessary to evaluate the most viable option for the development of
N. corniger control baits. As it is a natural substance, these chemical signals would be an
environmentally safer option, mitigating the environmental problems caused by the use of

insecticides, especially in urban environments.
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Table 1.Effect of treatments in the recruitment of Nasutitermes corniger groups over time during

binary choice bioassays.

Resid. Resid.

Source df Dev. d.f. Deviance P
Control x Solvent control (C x SC)
t=1 hour
NULL 13 100.15
Treat 12 86.88 1 13.26 0.14 n.s.
t=2 hour
NULL 13 120.99
Treat 12 116.14 1 4.85 0.43 n.s.
t=4 hour
NULL 13 96.29
Treat 12 77.71 1 3.44 0.08 n.s.
t=6 hour
NULL 13 115.66
Treat 12 111.88 1 3.78 0.50 n.s.
t=12 hour
NULL 13 89.50
Treat 12 89.36 1 0.14 0.87 n.s.
t= 24 hour
NULL 13 112.82
Treat 12 112.11 1 0.70 0.76 n.s.
Solvent control x Insecticide (SC x I)
t=1 hour
NULL 13 52.89
Treat 12 37.99 1 14.89 0.03 *
t=2 hour
NULL 13 35.50
Treat 12 13.42 1 22.07 0.0006 Fxk
t=4 hour

NULL 13 46.30

Treat 12 31.89 1 14.41 0.03 *

t= 6 hour

NULL 13 30.21

Treat 12 24.57 1 5.63 0.11 n.s.
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Source Resid. Resid. d.f. Deviance p
d.f. Dev.
t= 12 hour
NULL 13 18.47
Treat 12 18.45 1 0.02 0.91 n.s.
t= 24 hour
NULL 13 35.92
Treat 12 33.59 1 2.32 0.37 n.s.
Solvent control x Own chemical signal (SC x OC)
t=1 hour
NULL 13 77.94
Treat 12 37.41 1 40.53 0.003 **
t= 2 hour
NULL 13 56.60
Treat 12 49.42 1 7.18 0.16 n.s.
t= 4 hour
NULL 13 95.23
Treat 12 51.89 1 43.34 0.004 *x
t= 6 hour
NULL 13 130.19
Treat 12 68.23 1 61.96 0.004 il
t=12 hour
NULL 13 100.05
Treat 12 60.48 1 39.56 0.009 fale
t= 24 hour
NULL 13 58.20
Treat 12 57.02 1 1.18 0.59 n.s.
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Source Resid. Resid. Deviance p
Dev.
Solvent control x Intercolonial chemical signals (SC x DC)
t=1 hour
NULL 13 133.04
Treat 12 106.54 26.50 0.03 *
t= 2 hour
NULL 13 114.45
Treat 12 95.79 18.66 0.13 n.s.
t=4 hour
NULL 13 146.25
Treat 12 72.33 73.91 0.003 xx
t= 6 hour
NULL 13 159.38
Treat 12 128.14 31.24 0.08 n.s.
t= 12 hour
NULL 13 113.94
Treat 12 59.98 23.95 0.03 *
t= 24 hour
NULL 13 97.50
Treat 12 69.87 27.63 0.03 *

56



*
Blank Control (BC) [ ]
Insecticide (I) .
Own colony (0C) [ ]

Different colony (DC) .

Release point of
termite groups

L

X X % %

*

D Solvent Control (SC)
D Solvent Control (SC)

D Solvent Control (SC)

D Solvent Control (SC)

24h

6h

4h

2h

1h

n.s.f Pz o B
n.s. 1Zh ol
n.s. f Bh tH
n.s T T
n.s. i 2h i
n.s. g Tn B
1 u_ls 0 nl_s

n.s.

n.s.

n.s.

0.5

05 0

0.5 0

Termite recruitment (%)

Figure 1. Effect of chemical foraging signals and imidacloprid insecticide on the proportion of
recruited termites to sugarcane baits. (A) Experimental design of binary chance bioassays; (B)
Proportion of termites colonizing baits from untreated sugarcane and treated with the hexane
solvent after one, two, four, six, 12 and 24h of exposure of the groups of N. corniger; (C)
Proportion of termites colonizing sugarcane baits treated with insecticide and treated with the
solvent hexane after one, two, four, six, 12 and 24h of exposure of the N. corniger groups; (D)
Proportion of termites colonizing sugarcane baits treated with colony signal and treated with the
solvent hexane after one, two, four, six, 12 and 24h of exposure of the groups of N. corniger; (E)

Proportion of termites colonizing sugarcane baits treated with different colony signal and treated
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with hexane solvent after one, two, four, six, 12 and 24h of exposure of the groups of N.

corniger.n.s. indicates no significant difference between the baits (P > 0.05).
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Figure 2. Effect of chemical foraging signals and imidacloprid insecticide on the proportion of
termites in multiple choice. (A) Experimental design of multiple chance bioassays; (B) Proportion
of termites colonizing sugarcane baits treated, respectively, with different colony cues, solvent

control, own colony signal and insecticide after one, two, four, six, 12 and 24h of exposure of N.
corniger groups.
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos neste estudo mostraramque o SGE desencadeou maior caminhamento

nas trilhas de N. corniger, tanto por operérios, quanto por soldados. Outro resultado obtido foi o
fato do RFE oriundo de operarios ser mais atrativo para os operérios, indicando queas fezes
parecem possuir um importante papel na orientacdo dos operarios apds a evaporagdo dos
compostos quimicos, porém, como ndo foram realizados bioensaios contendo o pavé fecal, novos
estudos precisam ser feitos para analisar de fato o papel das fezes em N. corniger. Esses
resultados aumentam o arcabouco tedrico sobre ecologia quimica de forrageio de cupins,
especialmente para cupins de familias mais derivadas, como é o caso da espécie aqui estudada, a
saber, Nasutitermes corniger, da familia Termitidae, contribuindo para uma nova alternativa de
controle de cupins pragas com base nos feroménios de trilha. Quanto aos resultados das iscas
contendo sinais intracoloniais, intercoloniais e inseticida, grupos de N. corniger foram mais
atraidos por iscas contendo sinais intercoloniais em comparagdo com sinais intracoloniais e
inseticida. Este resultado é de suma importancia para que iscas contendo sinais de maior
atratividade (que neste caso foi as pistas quimicas intercoloniais) sejam usadas para efetuar um

controle de cupins mais efetivo.
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