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RESUMO

COSTA, Diogo Andrade, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2015.
Custos do encontro entre cupins inquilinos e hospedeiros (Blattodea:
Isoptera). Orientador: Og Francisco Fonseca de Souza. Co-orientadora: Ales-
sandra Marins.

A definicao do carater positivo ou negativo de uma interacao interespecifica depende
da relacao custo-beneficio para ambas espécies envolvidas. Entretanto, a quantifica-
cao destes custos nao é sempre realizada, dificultando a determinacao do carater das
interagoes. Um tipo de interacao que representa bem este cendrio é o inquilinismo.
Dependendo do grupo estudado pode ser considerado mutualismo, comensalismo ou
parasitismo. Em cupins, o inquilinismo ¢é relativamente comum, mas seu carater
positivo ou negativo ainda permanece incerto. Aqui, mensuramos potenciais custos
relativos ao encontro de inquilinos e hospedeiros através da quantificagao da sobre-
vivéncia, na tentativa de quantificar algum custo relacionado ao inquilinismo. Além
disso, verificamos se tais custos dependem de alguns fatores bidticos e abiéticos. O
encontro entre hospedeiros e inquilinos implica custos para sobrevivéncia de ambas
as espécies, principalmente devido a comportamentos agonisticos. Entretanto, estes
custos sao distintos para cada espécie, sendo mais severos para os inquilinos. Além
disso, o efeito do encontro sobre os inquilinos depende do grau de especializagao dos
mesmos, enquanto os hospedeiros sao mais influenciados pelo contexto ecolégico em
que estao inseridos. Nossos resultados dao suporte a idéia de que o conhecido com-
portamento evasivo dos inquilinos trazem vantagens para este e para seu hospedeiro,
por reduzir os riscos de um eventual encontro. Além disso, demonstramos o papel
de fatores ecoldgicos e evolutivos na atenuacao dos efeitos negativos de tais encon-
tros. Esta é a primeira quantificacao do custo do encontro entre cupins inquilinos e
hospedeiros. A existéncia destes custos sugere que as estratégias para evitar o en-
contro ja descritas para os inquilinos possuem um papel importante para o sucesso

do inquilinismo.
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ABSTRACT

COSTA, Diogo Andrade, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, december, 2015.
Costs of the encounter between termites inquilines and hosts (Blattodea:
Isoptera). Adviser: Og Francisco Fonseca de Souza. Co-adviser: Alessandra
Marins.

The right definition of the positive or negative character of an interspecific interac-
tion depends on the cost-benefit ratio experienced by the involved species. However,
the quantification of these costs is rarely done, impairing the determination of the
character of the interactions. The inquilinism is a type of interaction that represents
well this scenario, as it can tend towards to mutualism, commensalism or parasitism
depending on the group under study. In termites, the inquilinism is relatively com-
mon, but still there are many doubts about its positive or negative character. Here,
we measure some potential costs relative to encounters between inquilines and hosts
through the quantification of the survival, trying to quantify some costs related to
the inquilinism. Additionally, we relate such costs with some biotic and abiotic fac-
tors. The encounter between inquilines and hosts implied on costs to survival for
both species, mainly because of agonistic behaviours. These costs were, however,
distinct to each species, more severe to the inquilines than to the hosts. Besides that,
the effects of the encounter on the inquilines depend on their specialization degree,
while hosts were more influenced by the ecological context. Our results support the
idea that the evasive behavior known for inquilines brings advantages to them and to
its host, reducing the risks of eventual encounters. Additionally, we demonstrate the
role of evolutionary and ecological factors in attenuation of the negative effects of
such encounters. This is the first quantification of the cost of the encounter between
termites inquilines and hosts. The existence of these costs suggests the strategies
of encounter avoiding already described for inquilines have an important role to the

success of inquilinism.
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1.1 Problematica

A definicdo do carater positivo ou negativo de uma interacao interespecifica de-
pende da relacao custo-beneficio para ambas espécies envolvidas (Bronstein, 1994,
2001a,b; Nielsen et al., 2006; Sapp, 1994). Estes custos e beneficios devem estar
relacionados ao fitness e sua quantificacao, quando realizada, ¢é feita através de me-
didas de crescimento, reprodugao ou sobrevivéncia (Bronstein, 2001a; Galetti, 2002;
Grutter, 1999; Heil & McKey, 2003; Stadler & Dixon, 2005). Além de nem sempre
esta quantificacao ser realizada, vérias interacoes podem nao ter seus saldos finais
estdveis, e transitar dentro de um continuum de parasitismo até mutualismo, de-
pendendo do contexto (Bronstein, 1994; Holland & DeAngelis, 2009; Johnstone &
Bshary, 2002; Parmentier & Michel, 2013; Price, 1984; Travis et al., 2006; Yu, 2001).
Isto pode tornar a definigdo do carater de uma interacao uma tarefa nao tao simples.

Um tipo de interacao que representa bem este cendario é o inquilinismo. Em ter-
mos gerais, € uma interagao em que a vantagem para a espécie inquilina é o abrigo
proporcionado por construcoes feitas pela espécie hospedeira, ou mesmo pelas es-
truturas oriundas do desenvolvimento corporal desta ultima (Parmentier & Michel,
2013). Existem diversas interpretagoes quanto a seu carater. Para a maioria dos gru-
pos de animais, é considerado um tipo de comensalismo, cuja presenca do inquilino
nao acarreta em nenhum prejuizo ao hospedeiro (Gilbert et al., 2012; Parmentier &
Michel, 2013; Parmentier & Vandewalle, 2005; Schiaparelli et al., 2011; Yang et al.,
2001). Em outros casos, como para maioria dos insetos sociais, o inquilinismo é con-
siderado um tipo de parasitismo social (Bogusch et al., 2006; Dronnet et al., 2005;
Errard et al., 2006; Hines & Cameron, 2010; Miller III, 2004; Nash & Boomsma,
2008; Wilson, 1971; Zamora-Munoz et al., 2003). Entretanto, mesmo nestes gru-
pos, existem relatos de inquilinos potencialmente parasitas auxiliando na defesa das
colonias de seus hospedeiros (Adams et al., 2013; Bruner et al., 2014; Menzel et al.,

2014).
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Em cupins, o inquilinismo é relativamente comum, mas seu carater positivo ou
negativo ainda permanece incerto (Eggleton & Bignell, 1997). Existem tanto indi-
cios de mutualismo, com inquilinos podendo auxiliar na defesa do ninho (Darlington,
2012; Redford, 1984), de comensalismo, com inquilinos evitando sobrepor dieta com
seus hospedeiros (Florencio et al., 2013), como de parasitismo, com inquilinos po-
dendo se alimentar das paredes do ninho do hospedeiro (Bouillon, 1970; Mathews,
1977; Wilson, 1971), ou mesmo usurparem os ninhos invadidos (Bandeira, 1989; Be-
quaert, 1913). Em nenhum dos casos, porém, existe uma quantificagao real de custos
ou beneficios para nenhuma das espécies.

O presente trabalho objetiva contribuir para a futura elucidacao da incerteza
acima descrita, mensurando os potenciais custos de um eventual encontro entre hos-
pedeiro e inquilino dentro do termiteiro. Ao término deste trabalho ainda estaremos
distantes de de elucidar os custos do inquilinismo em cupins como um todo, mas
ja teremos a primeira quantificacdo objetiva de um dos componentes de tal custo.
Partimos da premissa que, caso os encontros entre as espécies sejam prejudiciais
para uma ou ambas as espécies, a presenca de estratégias que permitem evitar tais
encontros (constatada por outros autores) sejam, entao, estratégias que reduzem po-
tenciais custos do inquilinismo e poderiam realmente favorecer a coexisténcia entre

elas.

1.2 Organizacgao dos Capitulos

Inicialmente (Capitulo 2), realizamos uma revisao das estratégias associadas ao
inquilinismo registradas na literatura, na tentativa de tracar possiveis trajetorias
coevolutivas, e identificar em quais contextos o encontro poderia ser importante. No
capitulo 3, descrevemos e testamos o método utilizado para realizar os experimentos
de sobrevivéncia, a fim de validd-lo como adequado para nosso objetivo. O capitulo
4 trata da quantificacao dos custos do encontro entre inquilinos e hospedeiros através
da mensuracao dos efeitos de tais encontros sobre a sobrevivéncia de cada espécie.
No capitulo 5, buscamos delimitar fatores evolutivos e ecoldgicos que podem estar

associados aos efeitos do encontro entre inquilinos e hospedeiros. Finalmente, no



Capitulo 6 utilizamos uma ocorréncia incomum de inquilinos facultativos em ninhos
de Constrictotermes cyphergaster - um hospedeiro amplamente conhecido por abri-
gar apenas um inquilino obrigatério - para sugerir fatores que podem determinar a

invasao dos ninhos pelos inquilinos.



Capitulo 2

Inquilinismo em cupins: uma analise

dos mecanismos co-evolutivos

Diogo A. Costa, Vinicius B. Rodrigues, Alessandra Marins, Paulo F. Cristaldo
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2.1 Introducao

Os insetos sociais, de forma geral, sdo agressivos contra invasores. A construcao
e manutencao de seus ninhos requer elevados custos, e o comportamento agressivo
contra potenciais invasores destes ninhos é bastante comum (Queller & Strassmann,
2002). Os cupins nao fogem deste padrao. Grande parte das espécies constroem
ninhos com paredes rigidas e possuem uma casta especializada na defesa da colonia.
Entretanto, toda esta defesa parece nao impedir o inquilinismo em seus ninhos.
Marins (2012) listou mais de 150 espécies de inquilinos e 50 espécies de hospedeiros
em todo mundo, e alguns inquilinos chegam a ocorrer em mais de 70% dos ninhos
em algumas localidades (Costa et al., 2009; Cristaldo et al., 2012).

Os cupins inquilinos podem ser separados em pelo menos duas categorias: os
obrigatérios, que nao capazes de construir o préoprio ninho e sé habitam ninhos
construidos por uma espécie ou um género determinado (Noirot, 1970; Shellman-
Reeve, 1997), e os facultativos, que podem ocasionalmente ser encontrados em ninhos
de vérias espécies (Redford, 1984), mas ainda sdo capazes de construir o préprio

ninho.

2.2 Mecanismos co-evolutivos do Inquilinismo

Inquilinos e hospedeiros sofrem pressoes seletivas distintas e opostas, de modo
que as estratégias para invasao do primeiro devem ser contra-adaptadas por defesas
do segundo (Haraguchi & Sasaki, 1996; Kilner & Langmore, 2011). Esta disputa
armamentista pode resultar desde o sucesso até fracasso da invasao - caso em que o
inquilinismo nao seria observado. No caso de uma invasao bem sucedida, o hospe-
deiro poderia ainda tentar expulsar os inquilinos, e estes teriam que sobrepujar as
estratégias defensivas do hospedeiro dentro do ninho. Em alguns casos, é possivel
que os ajustes dos inquilinos possam levar a estratégias de tolerancia do hospedeiro,

principalmente no caso de inquilinos obrigatérios (Fig. 2.1).
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Figura 2.1: Possiveis etapas do inquilinismo em cupins (hospedeiros em preto e inquilinos com
listras).

2.2.1 Deteccao do ninho

O primeiro passo para ocorréncia do inquilinismo é a detecgao do ninho hospe-
deiro pelos inquilinos. Apesar da estratégia utilizada pelos inquilinos para encontrar
o ninho hospedeiro nao ser devidamente conhecida, algumas hipéteses podem ser
levantadas. Os cupins se dispersam realizando revoadas e se utilizam de diferentes
pistas para encontrar um local adequado para a fundacdo de uma nova colonia. Esta
pistas podem ser visuais ou quimicas (Nutting, 1969). Pelo menos para um caso de
inquilinismo, o par Ahmitermes-Coptotermes acinaciformis, hi a sugestdo que os
inquilinos utilizam estimulos visuais para encontrar os ninhos de seus hospedeiros
(Calaby, 1956). Cristaldo et al. (2014) mostraram que os operarios de inquilinos
reconhecem o feromoénios de trilha de seus hospedeiros, entao, é possivel inferir que
os inquilinos reprodutores também sejam capazes de reconhecer os sinais quimicos,

e utilize-os para encontrar o ninho hospedeiro.

2.2.2 Invasao do Ninho

Uma vez encontrado o ninho hospedeiro, os inquilinos devem ultrapassar as de-
fesas impostas pelo hospedeiro. O sistema defensivo dos cupins é formado por duas
linhas: a barreira fisica dos ninhos e a presenca de uma casta especializada.

A primeira é formada pela estrutura fisica do ninho, construida com particulas

do solo, madeira, saliva ou material fecal. Esta estrutura permite proteger a colénia
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de ataques e manter um microclima estavel (Emerson, 1938; Noirot, 1970; Noirot
& Darlington, 2000). O numero de espécies de inquilinos habitando o ninho néo
é o mesmo para todas as espécies de hospedeiro, e algumas parecem ser mais sus-
ceptiveis ao inquilinismo do que outras. Uma evidéncia disto é que a maioria das
espécies hospedeiras apresenta um ou dois inquilinos, enquanto uma minoria pode
abrigar vérias espécies diferentes (Marins, 2012, Fig. 2.2a). Além disso, outras ca-
racteristicas dos ninhos, tais como o volume ou idade, podem afetar a ocorréncia
de inquilinos em uma mesma espécie hospedeira (Cristaldo et al., 2012, Fig. 2.2b e
2.4a). Estes padroes sugerem que a invasao dos ninhos pelos inquilinos nao ocorre
de forma aleatéria, parecendo haver alguma preferéncia por certos hospedeiros, ou

por certas caracteristicas dos ninhos.
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Figura 2.2: (a) Frequéncia de espécies de cupins hospedeiras em relagdo ao niimero de espécies
invasoras (retirada de Marins, 2012); (b) Relac3o entre nimero de inquilinos e volume dos ninhos
de Cornitermes cumulans (retirada de Marins et al. prep).

A segunda linha de defesa é formada pelo comportamento defensivo dos indivi-
duos da colonia, realizada principalmente pela casta soldado. Os soldados de cupins
possuem aparatos cefdlicos especializados, que podem ser desde mandibulas bem de-
senvolvidas até estruturas capazes de lancar compostos téxicos, irritantes ou oleosos,
ou mesmo uma combinagao de ambas (Prestwich, 1984). Além disso, a casta dos
operarios também pode atuar na defesa, através de mordidas, defecagao ou autdlise
(Prestwich, 1984; Sobotnik et al., 2010). Para o inquilinismo, o comportamento de
patrulhamento dos soldados parece ser relevante. O aumento do volume dos ninhos

reduz este patrulhamento (Fig. 2.3), ao mesmo tempo que aumenta a probabilidade
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de encontrar inquilinos (Cristaldo et al., 2012, Fig. 2.4a). Este padrao pode sugerir
que os inquilinos provavelmente invadem os ninhos hospedeiros durante o periodo

de revoadas (Rodrigues, 2013 e Fig. 2.4b).
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Figura 2.3: Nimero de soldados que chegam, por segundo, a um disttrbio na parede dos ninhos
de Constrictotermes cyphergaster em relacdo ao volume (retirada de DeSouza et al., prep).

J& nesta primeira fase comeca a ser possivel uma disputa armamentista envol-
vendo hospedeiros e inquilinos. Afinal, provavelmente as mesmas pressoes que le-
vam ao surgimento de defesas contra os inquilinos favoreceriam, nos inquilinos, o
surgimento de estratégias para suplantar tais defesas. O resultado desta disputa

determinard o sucesso da invasao pelos inquilinos.

2.2.2.1 Falha na Invasao

Nao existem relatos de casos de tentativas de invasées mal-sucedidas. Entretanto,
nota-se que as espécies construtoras de ninho possuem quantidades de inquilinos di-
ferentes, algumas abrigam muitas, outras abrigam poucos ou s6 uma espécie (ver
Fig. 2.2a) e a maioria nao abriga nenhum inquilino. No trabalho realizado por

Mathews (1977), por exemplo, dezoito espécies construtoras de ninhos foram regis-
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Figura 2.4: (a) Probabilidade de ocorréncia de Inquilinitermes microcerus em relacdo ao volume
dos ninhos de Constrictotermes cyphergaster (retirada de Cristaldo et al., 2012); (b) Probabili-
dade de ocorréncia de Inquilinitermes microcerus em relacdo a presenca de alados nos ninhos de

Constrictotermes cyphergaster (retirada de Rodrigues, 2013).

tradas, das quais apenas sete abrigavam algum inquilino. Uma andlise comparativa
entre espécies que abrigam inquilinos e espécies que nunca abrigam nenhum inqui-
lino sequer permite nos sugerir hipoteses a respeito do que determina a ocorréncia
de inquilinismo: i) atratividade do ninho, e ii) resisténcia da espécie hospedeira.

E possivel que algumas espécies construtoras nao abriguem inquilinos simples-
mente porque seus ninhos nao sao atrativos. Os cupins sao capazes de manter um
microclima estavel, com temperatura e umidade adequadas a suas necessidades, mas
cada espécie possui exigéncias distintas (Field & Duncan, 2013; Korb & Linsenmair,
2000; Mitchell et al., 1993; Smith & Rust, 1994). Assim, é possivel que os inquilinos
busquem ninhos cujo microclima mais se adéquem as suas proprias necessidades.

Alguns autores especulam que alguns inquilinos podem se alimentar das paredes
dos ninhos hospedeiros (Bouillon, 1970; Wilson, 1971). Apesar desta informagao nao
ser confirmada, existem algumas evidéncias a seu favor. A maioria dos inquilinos sao
humivoros e os hospedeiros que possuem maior quantidade de inquilinos pertencem

a guilda dos ceifadores. Os ceifadores - também chamados de consumidores de
graminea ou serapilheira - acumulam grande quantidade de matéria organica nas

paredes de seus ninhos, e isto poderia favorecer a ocorréncia de inquilinos humivoros

em busca desta fonte alimentar (Bouillon, 1970).
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Além disso, a relacdo do volume do ninho com a ocorréncia de inquilinos (ver
Fig. 2.2b e 2.4a) também pode ser um indicio de atratividade. Ninhos maiores, ou
mais velhos, teriam alguma caracteristica favordavel ao inquilinismo, independente
da associagao com a invasao.

Uma outra linha de raciocinio é que a auséncia de registros de inquilinos em uma
dada espécie pode ser devido a um forte sistema de defesa. A subfamilia Nasutiter-
mitinae (Termitidae), por exemplo, possui um grande nimero de espécies (Krishna
et al., 2013), das quais muitas constroem ninhos. Entretanto, os registros de in-
quilinismo nesta subfamilia sao restritos a poucas espécies. Em alguns casos seus
Unicos inquilinos sao altamente ajustados aos hospedeiros a ponto de possuirem uma
associacao obrigatéria, em que o inquilino é incapaz de construir o préprio ninho e
depende do ninho de um hospedeiro especifico, como ¢é o caso de Serritermes serrifer
(Araujo, 1977), todos as espécies do género Inquilinitermes (Araujo, 1970; Constan-
tino & Costa-Leonardo, 1997; Mathews, 1977), algumas espécies de Termes (Miura
& Matsumoto, 1997), e algumas espécies de Microcerotermes (Paulian, 1970), todos
inquilinos obrigatérios. Uma das caracteristicas mais marcantes desta subfamilia é
a presenca de soldados com defesa quimica bastante desenvolvida, cujas substancias
sao téxicas e repelentes para outros insetos (Prestwich, 1979, 1984). Entao, esta
defesa elaborada pode repelir, ou pelo menos restringir, a invasao de inquilinos em

seus ninhos.

2.2.3 Permanéncia no Ninho

Apesar da possibilidade de falha na invasao, o inquilinismo apenas é registrado
quando a invasao é bem-sucedida. Entretanto, os hospedeiros ainda podem reagir a
presenga dos inquilinos, e estes podem se utilizar de estratégias que garantam sua

permaneéncia.

2.2.3.1 Estratégias de Reconhecimento dos Hospedeiros

A comunicacao entre os cupins é predominantemente quimica (Bagneres & Ha-
nus, 2015; Stuart, 1969). Os cupins produzem uma gama de substancias quimicas
com diversas fungoes (Bagneres & Hanus, 2015; Billen & Morgan, 1998; Bordereau

& Pasteels, 2011), entre elas o reconhecimento dos individuos da colonia (Costa-
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Leonardo et al., 2009; Kaib et al., 2002; van Zweden & D’Etorre, 2010). Estas
substéancias utilizadas no reconhecimento, normalmente hidrocarbonetos cuticulares
(CHC), sao especificas para cada espécie e, como podem ser modificadas pela alimen-
tacdo, muitas vezes sao especificas para cada colonia (Kaib et al., 2002; van Zweden
& D’Etorre, 2010). Este aparato quimico complexo pode favorecer o reconhecimento
de invasores dentro da colonia, permitindo que os individuos reajam agonisticamente
ao encontro. Assim, para permanecer dentro do ninho hospedeiro, os inquilinos pre-
cisariam adotar contra-adaptactes as estratégias do hospedeiro. Aqui, propomos
estratégias repulsivas ou evasivas como dois grupos de estratégias que podem ser

adotadas pelos inquilinos.

2.2.3.2 Estratégias Repulsivas dos Inquilinos

Uma primeira possibilidade de estratégia do inquilinos para permanecer no ninho
poderia ser a utilizacao de estratégias repulsivas ao hospedeiro. Definimos estratégias
repulsivas como comportamentos ativos dos inquilinos que repelem os hospedeiros,
quando ocorre o encontro entre individuos de ambas as espécies. Neste contexto, as
estratégias de reconhecimentos adotadas pelo o hospedeiro teriam pouca relevancia
para os inquilinos, uma vez que estes adotam uma postura de se defender do hos-
pedeiro ao invés de tentar esconder-se dele. Novamente, nao existem informagoes
de estratégias repulsivas diretamente conectadas a inquilinos. Entretanto, diversos
comportamentos de defesa descritos para cupins em geral poderiam servir a este
proposito.

Primeiramente, soldados de varias espécies produzem substancias quimicas que
sao repelentes (Prestwich, 1979, 1984). A utilizagdo de tais substancias poderiam
permitir que os inquilinos escapassem de eventuais ataques do hospedeiro. Além
disso, o comportamento de defecagdo é comum a operdrios de diversas espécies
quando perturbados (Coaton, 1971; Prestwich, 1984). O contetido das fezes destes
operarios também podem possuir compostos repelentes ou mesmo toxicos. Em pelo
menos um caso observou-se que o hospedeiro Constrictotermes cyphergaster evita
as fezes de seu inquilino, Inquilinitermes microcerus (H. Santos, com. pess). Poucos
indicios de estratégias repulsivas sd@o encontrados em inquilinos, mas é possivel que

sejam principalmente utilizados por inquilinos classificados como facultativos. Tais
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estratégias estariam mais vinculadas a comportamentos de defesa comuns aos cupins,

e nao precisariam, necessariamente, de maiores ajustes evolutivos aos hospedeiros.

2.2.3.3 Estratégias Evasivas dos Inquilinos

A maioria dos indicios nos levam a supor que os inquilinos preferem utilizar es-
tratégias mais evasivas do que repulsivas. Definimos estratégias evasivas como quais-
quer comportamento ou alteracoes fisiolégicas que permitem aos inquilinos burlar
o reconhecimento pelo hospedeiro ou evitar potenciais encontros. A insignificancia
quimica dos inquilinos ja foi levantada como possibilidade (Cristaldo, 2014), mas
ainda necessita confirmacao. Entretanto, outras estratégias parecem existir.

Os inquilinos parecem ter colonias menores do que dos hospedeiros e utilizam de
galerias distintas (Bouillon, 1970; Cunha et al., 2003; Mathews, 1977), estratégias
estas que podem reduzir a probabilidade de encontro com os hospedeiros. Além
disso, pelo menos uma espécie de inquilino (Inquilinitermes microcerus) parece re-
conhecer os feromoénios de trilha produzidos pelo hospedeiro, e este reconhecimento
pode permitir que evitem as regides do ninho em que os hospedeiros se encontrem
(Cristaldo et al., 2014 e Fig. 2.5a). De forma similar, estes mesmos inquilinos reco-
nhecem o feromonio de alarme do hospedeiro, e o utilizam para, novamente, evitar
as galerias ocupadas pelo hospedeiro (Cristaldo, 2014 e Fig. 2.5b). Tal constatacao
suporta a idéia que as estratégias evasivas sao a estratégias preferiveis pelos inquili-
nos, principalmente para aqueles classificados como obrigatérios, que possuem maior

dependéncia da colonia hospedeira.

2.2.3.4 Resultados da Interacao Inquilino-Hospedeiro

Uma vez que o inquilinismo consiste na co-habitacao de ambas as espécies inqui-
linas e hospedeiras, o resultado esperado é que, independente da estratégia utilizada,
os inquilinos consigam permanecer no ninho hospedeiro. Ainda assim, este resultado
pode nao ser sempre o observado em todos espécies de cupins. Alguns inquilinos po-
dem ter uma permanéncia relativamente nao prejudicial ao hospedeiro, enquanto
outros podem gerar custos diretos ou indiretos aos hospedeiros, e eventualmente,

comportamentos de usurpagao poderiam ser observados (Eggleton & Bignell, 1997).
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Figura 2.5: (a) Propor¢do de operdrios de Inquilinitermes microcerus que evitam a trilha de
Constrictotermes cyphergaster, retornando (U-turn) ou abandonando a trilha, em bioensaios
utilizando extratos do corpo inteiro (WBE) ou da glandula esternal (SGE) do hospedeiro (retirada
de Cristaldo et al., 2014); (b) Resposta de Inquilinitermes microcerus as prdprias substancias de
alarme (CS) e as de seu hospedeiro (HS), em bioensaios utilizando dois controles (UP: nenhuma
substincia, Hex: hexano), extratos da cabeca do operdrio (SWH), da cabeca do soldado (SSH)
e da glandula frontal (FGE) (retirada de Cristaldo, 2014).
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Algumas estratégias adotadas pelos inquilinos podem favorecer a tolerancia pelos
hospedeiros. Alguns autores sugerem que os inquilinos poderiam auxiliar na defesa
dos ninhos, gerando um sistema integrado com diversas estratégias de defesa, que
poderia trazer vantagens tanto para hospedeiros e inquilinos (Coles, 1980; Mathews,
1977; Redford, 1984). Além disso, existe uma relagdo ainda nao esclarecida da
presenca de inquilinos com a reprodugao dos hospedeiros (Rodrigues, 2013 e Fig.
2.4b). Caso os inquilinos favoregam a reprodugao dos hospedeiros, poderia haver um
acréscimo no fitness do hospedeiros. Em quaisquer dos casos, os inquilinos trariam
vantagens aos hospedeiros, o que sugeriria, nestes casos, uma interagao mutualistica.

Por outro lado, os inquilinos podem, simplesmente, reduzir os eventuais custos
infligidos ao hospedeiro. Por exemplo, os inquilinos, sejam obrigatérios ou facul-
tativos, parecem nao utilizar os mesmos recursos alimentares que seus hospedeiros,
utilizando-se aparentemente dos subprodutos gerados por estes (Florencio et al.,
2013 e Fig. 2.6). Esta estratégia reduziria uma possivel competi¢do por recursos
e poderia favorecer a tolerancia pelo hospedeiro. Além disso, o fato de possuirem,
de maneira geral, colonias pequenas (Bouillon, 1970; Cunha et al., 2003; Mathews,

1977), j& minimizaria uma competigao por espago e poderia também reduzir os cus-
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tos para o hospedeiro. Nestes casos, o inquilinismo se aproximaria de uma interacao
comensal, sem prejuizos ou beneficios para o hospedeiro.
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Figura 2.6: Diferencas na concentracido de isétopos de nitrogénio em inquilinos e hospedeiros,
evidenciando a segregacdo de dieta (retirada de Florencio et al., 2013).

Existem, ainda, alguns casos raros de usurpagao observada para alguns pares de
espécies (Bandeira, 1989; Bequaert, 1913; Eggleton & Bignell, 1997), o que poderia

indicar um caso de parasitismo.

2.3 Consideragoes Finais

Em resumo, poderfamos sugerir que o principal agente da disputa coevolutiva
do inquilinismo é o inquilino. O que se justifica uma vez que ele é o componente
da interagao mais beneficiado pelo sucesso da mesma. Neste sentido, os inquilinos
devem detectar e invadir os ninhos, ultrapassar as estratégias de reconhecimento e
defesa dos hospedeiros, e finalmente desenvolver estratégias que favorecam sua per-
maneéncia no ninho por reduzir potenciais custos aos hospedeiros. Varias questoes
permanecem abertas, como o carater positivo ou negativo da interagao. Provavel-
mente, os inquilinos possuem vantagens por economizar energia na construcao de
um ninho, mas para os hospedeiros o efeito dos inquilinos em seus ninhos pode gerar

qualquer resultado dependendo do par de espécies interagindo. Nao existe qualquer
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quantificacao real de custos ou beneficios para nenhuma das espécies envolvidas, mas
o sucesso da interagao sugere um estratégia evolutivamente estavel, principalmente

no que se refere as associagoes obrigatorias.



Capitulo 3

Incubadora portatil: uma alternativa
para realizacao de bioensaios com

insetos em condicoes de campo

5 Diogo A. Costa, Alessandra Marins & Og DeSouza
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3.1 Introducao

Seja em campo ou em laboratdrio, a experimentacao exige que as condicoes
sejam controladas, para isolar os efeitos da varidvel de interesse. Entretanto, a
manutencao destas condicoes ideais pode nao ser tao simples em locais mais remotos,
onde ¢ logisticamente dificil o acesso aos equipamentos necesséarios para tal controle.
Entao, faz-se necessario o desenvolvimento de alternativas portéteis, mas que ao
mesmo tempo produzam resultados satisfatérios.

A temperatura é uma das condigbes que devem ser controladas durante a reali-
zagao de experimentos, uma vez que pode afetar a sobrevivéncia e o comportamento
dos individuos (Abdullah, 1961; Prasad et al., 2012; Régniere et al., 2012). Em ex-
perimentos com insetos é comum a utilizacao de camaras incubadoras refrigeradas
(BOD), que sao altamente eficientes, mas exigem infraestrutura elétrica adequada.
Tal estrutura, entretanto, nem sempre é disponivel em locais remotos, o que implica
na necessidade de transportar os insetos por longas distancias até onde haja equipa-
mento em pleno funcionamento. Isto compromete a realizagdo de experimentos que
pressupoem que os organismos-teste tenham sofrido o minimo possivel de distirbio,
como € o caso de ensaios comportamentais. Uma alternativa as cdmaras incubadoras
para controle da temperatura pode ser caixas de Poliestireno Expandido (EPS) que
sao frequentemente usadas para armazenamento de alimentos, devido seu isolamento
térmico. Se eficaz, pode ser uma opgao portatil e barata que pode facilitar o controle
térmico de experimentos realizados em locais mais remotos.

Naturalmente, espera-se que a variagdo de temperatura dentro de uma caixa
térmica seja maior do que em uma incubadora convencional que possui controle
automaético da temperatura. Entretanto, é possivel que exista uma variagao aceitavel
desta temperatura, de forma a nao alterar significativamente os resultados de um
experimento. A utilizagdo de organismos sensiveis a variagdes na temperatura podem
servir como indicadores do efeito da variagao interna da caixa térmica, permitindo

avaliar sua eficacia.
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Neste sentido, os cupins podem ser uma boa opg¢ao. Sao insetos sociais abundan-
tes nos tropicos, que mantém um microclima estavel dentro de seus ninhos regulando
a temperatura e umidade, tanto de forma ativa (pela producao de calor metabdlico
ou acimulo de umidade em determinadas galerias) como passiva (paredes externas
dos ninhos atuando como isolantes) (Bristow & Holt, 1987; Field & Duncan, 2013;
Korb & Linsenmair, 2000). Eles possuem restri¢oes quanto a variagdes na tempe-
ratura, exibindo maior tolerancia entre 25 e 32°C, dependendo da espécie (Field &
Duncan, 2013; Garcia & Becker, 1975; Korb & Linsenmair, 2000; Mitchell et al.,
1993; Smith & Rust, 1994; Steward, 1981). Esta susceptibilidade a variagoes da
temperatura os tornam bons organismos modelos para se testar nossa metodologia.

Assim, este trabalho objetivou avaliar a funcionalidade de uma técnica portatil,
caseira e barata para conducao de experimentos de comportamento de insetos em
locais remotos. Testamos a hipdtese de que uma caixa térmica devidamente moni-
torada com auxilio de um termémetro, e com adi¢ao de dgua quente ou fria (quando
necessario) pode ser uma alternativa a utilizagdo de uma incubadora convencional,
sem grandes impactos sobre a sobrevivéncia de um agrupamento de cupins, organis-

mos susceptiveis a variagoes na temperatura.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Idéia Geral do Experimento

O experimento objetivou estimar o efeito da variacdo de temperatura interna
em uma caixa térmica portatil sobre a sobrevivéncia de um agrupamento de cupins.
Para tanto, quantificamos a sobrevivéncia de individuos em uma camara incubadora
convencional em contraste com sua sobrevivéncia em uma caixa térmica. Adicional-
mente, verificou-se o efeito da variacao interna da temperatura da caixa térmica de
diferentes localidades sobre o padrao de sobrevivéncia dos individuos. Considera-se
que a auséncia de efeito da mesma sobre o padrao de sobrevivéncia dos cupins, indica

a caixa térmica como uma alternativa vidvel.
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3.2.2 Espécies Estudadas

Foram utilizados operarios de cupins do género Cornitermes, muito comum em
areas abertas e pastagens. Constroem ninhos epigeos (acima do solo) argilosos gran-
des e conspicuos (Emerson, 1952; Cancello, 1991; Grassé, 1968; Mathews, 1977). A
arquitetura de seus ninhos permite manter um microclima estavel, com nao mais de
2°C de amplitude de variacdo da temperatura interna durante o dia (Parra et al.,
1974). Normalmente, forrageiam no subsolo (Mathews, 1977; Redford, 1984), o que
pode ser uma forma de minimizar os efeitos de temperatura e umidade, além de

reduzir o risco de predagao.

3.2.3 Amostragem dos Ninhos

Foram coletados vinte ninhos distribuidos em quatro localidades distintas com
diferentes graus de temperatura média anual. Dois ninhos no municipio de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil (20°45’14”S, 42°52’55"W, 19.3°C), oito ninhos no municipio de
Gameleira de Goids, Goias, Brasil (16°27’50”S, 48°40’12”"W, 23.2°C), cinco ninhos no
municipio de Diamantino, Mato Grosso, Brasil (14°24’32”S, 56°26’45"W, 25.2°C) e
cinco ninhos no municipio de Vila Bela da Santissima Trindade, Mato Grosso, Brasil
(15°00°28”S, 59°57°03"W, 25.2°C). Os ninhos foram abertos no campo e partes deles

foram transportados para posterior triagem dos individuos.

3.2.4 Montagem do Experimento

A eficdcia da caixa térmica foi avaliada de duas maneiras. Primeiramente,
contrastou-se a sobrevivéncia de grupos de individuos retirados de um mesmo ninho
dispostos simultaneamente em uma camara incubadora e na caixa térmica. Para
este experimento, apenas os ninhos coletados em Vigosa foram utilizados, devido a
disponibilidade da camara incubadora para realizar a comparacao. Posteriormente,
verificou-se se o efeito da amplitude de variacdo da temperatura na caixa térmica
sobre a sobrevivéncia de individuos em diferentes localidades. Neste caso, os ninhos
amostrados em Vigosa nao foram utilizados. Para tanto, foi utilizada uma caixa
térmica de poliestireno de 37L (dimensdes internas: 400 x 305 x 330mm, 28mm de

espessura da parede). Uma placa de poliestireno foi colocada como suporte para o
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experimento dentro da caixa, mantendo-se uma altura que permitisse tanto o ma-
nuseio do experimento como a introducao de uma bandeja plastica contendo agua
(aquecida ou congelada). Um termometro digital foi posicionado sobre a caixa com
um sensor interno para verificar simultaneamente a temperatura interna e externa

(Fig. 3.1).

Figura 3.1: Disposicdo do experimento dentro da caixa térmica e sensor interno do termdmetro.

Os individuos coletados foram dispostos em arenas construidas com uma anel de
PVC de 38mm de diametro interno sobre uma base de vidro jateado, a fim de facilitar
o deslocamento dos individuos. Cada arena foi montada com oito operarios retirados
de um mesmo ninho. A quantidade de operérios foi determinada respeitando-se uma
densidade de 0.146, que se encontra dentro de um intervalo de densidade étima na
qual ocorre maxima sobrevivéncia em individuos confinados, segundo estabelecido
em outros estudos realizados com cupins (DeSouza & Miramontes, 2004; Miramontes
& DeSouza, 1996). A densidade foi calculada dividindo-se a drea total ocupada por
todos os individuos pela drea total da arena. As arenas foram, entdo, posicionadas
no interior de uma camara incubadora ou da caixa térmica, dependendo do objetivo
do experimento. As arenas foram mantidas a 25°C na camara incubadora, e entre 24
e 27°C na caixa térmica. Estes tltimos limites estao circunscritos dentro do intervalo
de temperatura (22-28°C) tolerado por espécies de cupins tropicais em condigoes de
laboratério (Becker, 1969). Caso a temperatura interna da caixa se aproximasse
muito desses limites a temperatura era controlada com a introducao de £160 mL de
cubos de gelo (0°C) ou dgua aquecida (+60°C). Este volume foi determinado em uma
avaliacao prévia, como sendo o suficiente para alterar 1°C da temperatura interna

da caixa em menos de 30 min.



10

15

20

25

22

Para estimar a sobrevivéncia dos individuos na camara incubadora e na caixa
de isopor foram realizadas observacoes periddicas dos mesmos. Durante a primeira
hora do experimento, o nimero de individuos vivos de cada arena foi registrado em
intervalos de 15 minutos. Apds este periodo, a contagem foi realizada em intervalos

de 30 minutos, até se completarem 10 horas desde o inicio do experimento.

3.2.5 Analises dos Dados

Os dados foram submetidos a andlise de sobrevivéncia sob distribuicao de Weibull
para se estimar o tempo médio para morte (i.e., 0 momento em que restavam vivos
apenas 50% dos individuos) dos operérios confinados na incubadora ou na caixa
térmica.

Adicionalmente, utilizou-se Modelagem Linear Generalizada (GLM) com erros
normais para verificar o efeito da variancia da temperatura interna (x-var) sobre o
tempo médio para morte dos individuos (y-var). O intuito foi verificar se a variagao
da temperatura interna poderia afetar a sobrevivéncia dos individuos. Todas as
andlises foram realizadas utilizando-se o Sistema Estatistico R (R Development Core

Team, 2015).

3.3 Resultados

A amplitude de variagao de temperatura da caixa térmica foi maior que a camara
incubadora, porém o padrao de sobrevivéncia dos operarios de cupins sob ambas con-
di¢des ndo apresentou diferencas significativas (x? = 0.592, gl = 2, p = 0.74) (Fig.
3.2). Isto suporta nossa hipdtese de que a caixa térmica possa ser uma alternativa
viavel a incubadora para experimentos em locais remotos.

Os tempos médios para morte dos operdrios em cada arena foram distintos,
porém essa diferenga foi independente da variancia da temperatura interna da caixa

medida durante o experimento (F5 17 = 2.104, p = 0.13, Fig. 3.3).
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Figura 3.2: Sobrevivéncia de operdrios de Cornitermes spp. na caixa térmica e na incubadora dos
ninhos amostrados em Vicosa-MG. Os pontos representam o momento de registro da morte de
um ou mais individuos em cada tratamento. As duas curvas nao sao significativamente diferentes
(x? = 0.592, gl = 2, p = 0.74).

3.4 Discussao

A caixa térmica apresentou resultados satisfatérios em relagao a sobrevivéncia
dos cupins. Nao se observou diferengas na sobrevivéncia entre os individuos man-
tidos na camara incubadora e aqueles mantidos na caixa térmica (Fig. 3.2). Além
disso, mesmo permitindo-se uma variagao na temperatura interna, esta nao afetou
significativamente o tempo para morte dos individuos (Fig. 3.3). Assim, a caixa
térmica é indicada como uma alternativa para realizacao de experimentos em locais
remotos.

Apesar das vantagens apresentadas, existem limitagOes importantes que devem
ser levadas em conta. Primeiramente, o controle da temperatura é manual, o que
exige que o experimento seja acompanhado com maior frequéncia, a fim de evitar
alteracoes significativas da temperatura. Além disso, para producao dos cubos de
gelo é necessdrio que ao menos uma geladeira esteja disponivel, o que exige que
exista no minimo energia elétrica préoximo aos locais de estudo.

Para que a caixa térmica possa ser adequadamente utilizada em substituicao a

uma camara incubadora sugere-se o seguinte protocolo:
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Figura 3.3: Tempo médio para morte dos cupins de cada ninho em relagdo a varidncia da
temperatura interna da caixa térmica durante o experimento. Cada ponto representa um ninho.
Os ninhos de Vicosa-MG n3o foram utilizados nesta anilise.

e Primeiramente, deve-se estabelecer o intervalo de variagao térmica aceitavel

de acordo com as restrigoes do grupo a ser estudado.

e Em seguida, uma breve avaliacdo para determinar a quantidade de dgua (con-
gelada ou aquecida) capaz de modificar ndo mais que 1°C na temperatura in-
5 terna, para que seja utilizada quando a temperatura aproximar-se dos limites

determinados.

e Por fim, escolher o tamanho ideal da caixa térmica para realizagdo do expe-
rimento. Uma caixa de 37L, como a utilizada em nosso trabalho, permite a

utilizacao de até vinte arenas de 40mm de didmetro.

10 Concluindo-se, a caixa térmica é uma alternativa portatil e de baixo custo (entre
R$ 50 e 70) para realizacao de experimentos de comportamento de insetos. Pode
ser facilmente transportada para campo, e utilizada em locais mais remotos, desde
que ao menos a produgao de cubos de gelos seja disponivel. Os cupins, utilizados
como um modelo de estudo sensivel a temperatura, responderam bem as variagoes

15 na temperatura interna da caixa, o que sugere que o mesmo procedimento possa ser
utilizado para outros grupos. Naturalmente, testes prévios devem ser realizados para

melhor ajuste de cada situacao. Além disso, a utilizagdo de dgua para controle da
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temperatura pode simultaneamente permitir controle da umidade dentro da caixa

térmica, e outros trabalhos podem ser realizados a fim de se verificar esse potencial.



Capitulo I

Quem ira sofrer se eu nao pagar o
aluguel? Custos do encontro entre

cupins inquilinos e hospedeiros

5 Diogo A. Costa & Og DeSouza
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4.1 Introdugao

Interagoes interespecificas normalmente envolvem custos e beneficios (Bronstein,
1994; Nielsen et al., 2006). A definicdo do cardter positivo ou negativo de uma
interacao depende da mensuragao destes custos e beneficios para ambas as espécies
envolvidas. Em cupins, uma interacao relativamente comum é o inquilinismo, em
que uma espécie de cupim se abriga no ninho de outra espécie. Até onde sabemos,
nao existe nenhuma mensuragao de custos ou beneficios do inquilinismo em cupins.
Um dos possiveis custos associados ao inquilinismo pode ser o custo do encontro
entre inquilinos e hospedeiros, que pode resultar em comportamentos agonisticos
(Noirot, 1970). E este custo que quantificaremos aqui.

Os ninhos de insetos sociais sao comumente sujeitos a invasao por outras espé-
cies que ai obtém diversas vantagens, tais como um microclima estavel (Jones &
Oldroyd, 2006; Noirot, 1970), ou alta disponibilidade de recursos (Jaffe et al., 1995).
Como a construcao e manutencao de um ninho para abrigar a coloénia acarreta em
custos (Queller & Strassmann, 2002), a expulsao dos invasores pode ser vantajosa
para o hospedeiro. Diversas estratégias podem ser utilizadas pelos os invasores para
burlar os sistemas de reconhecimento e consequente defesa do ninho pelos hospe-
deiros (Kilner & Langmore, 2011). Em cupins, por exemplo, os inquilinos parecem
utilizar galerias distintas de seus hospedeiros (Cunha et al., 2003; Mathews, 1977).
Isto pode ser apenas um exemplo de comportamento criptico, comum aos cupins,
mas pode indicar que o encontro com hospedeiro cause algum custo para o inqui-
lino e, por isso, deva ser evitado. Outros comportamentos exibidos pelos inquilinos
parecem reforcar a idéia de que eles sejam caracterizados por um comportamento
criptico ou mesmo evasivo. Florencio et al. (2013), por exemplo, demonstrou que
inquilinos de varias espécies tendem a utilizar uma dieta diferente daquela usada
por seus préprios hospedeiros. Da mesma forma, certos inquilinos sao capazes de
detectar sinais quimicos de seus hospedeiros, evitando-os (Cristaldo et al., 2014). Se

tais comportamentos forem interpretados como estratégias para evitar o encontro
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e eventuais antagonismos com hospedeiro, as vantagens para o inquilino passam a
ser justificaveis. Por outro lado, estes mesmos comportamentos podem trazer vanta-
gens indiretas ao hospedeiro, por evitar os custos de um eventual conflito. Assim, ao
beneficiar ambas as espécies, a reducao na frequéncia dos encontros interespecificos
dentro dos ninhos poderia facilitar a co-habitacao.

O potencial custo inerente ao encontro entre inquilinos e hospedeiros é apenas
uma parte do custo do inquilinismo que, sozinho, nao determina o carater positivo ou
negativo do inquilinismo. Entretanto, sua quantificacao pode sugerir a importancia
das estratégias para evitar o encontro como mecanismos de reducao do custo da
interagao para pelo menos uma das espécies.

Diante disto, testamos a hipdtese que o contato direto resultante do encontro en-
tre inquilinos e hospedeiros acarreta em custos para pelo menos a espécie inquilina,
uma vez que esta apresenta estratégias para evitar o encontro. Para tanto, estima-
mos os custos do encontro de diferentes pares de espécies inquilinas e hospedeiras,
quantificando a sobrevivéncia de individuos de ambas as espécies quando experimen-
talmente expostos ao contato direto entre si em contraste com a sobrevivéncia de
grupos de individuos de apenas uma das espécies. Caso o encontro interespecifico
acarrete em custos, esperamos detectar uma reducao na sobrevivéncia dos individuos

quando comparada a sua sobrevivéncia em grupos monoespecificos.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Idéia Geral do Experimento

O experimento objetivou estimar o efeito do encontro entre inquilinos e hospe-
deiros sobre a sobrevivéncia dos individuos envolvidos. Para tanto, quantificamos a
sobrevivéncia de individuos quando experimentalmente expostos ao contato interes-
pecifico direto, em contraste com sua sobrevivéncia em grupos contendo individuos
de apenas uma das espécies. Caso este encontro resultasse em custos diretos (p.ex.
oriundos de comportamentos agonisticos), a sobrevivéncia dos individuos nos gru-
pos monoespecificos (apenas uma das espécies) seria maior que aquela em grupos

heteroespecificos (ambas espécies). O oposto ocorreria caso os encontros trouxessem
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vantagem as espécies envolvidas. Valores iguais de sobrevivéncia entre os grupos
denunciariam a auséncia de custos ou beneficios do encontro direto.

Para tanto, operarios de cupins hospedeiros e de seus inquilinos foram coleta-
dos no campo e trazidos para o laboratério onde foram confinados em grupos mo-
noespecificos (apenas hospedeiros ou apenas inquilinos) e grupos heteroespecificos

(hospedeiros e inquilinos juntos; um par de espécies por vez).

4.2.2 Espécies Estudadas

Informagées relacionadas a nidificacao e inquilinismo de cada uma das espécies

utilizadas neste trabalho encontram-se na Tabela A.1 (Apéndice).

4.2.3 Amostragem dos Ninhos

Trinta e nove ninhos contendo cupins hospedeiros e inquilinos foram coletados
em quatro localidades distintas, ao longo de um transecto Noroeste-Sudeste de apro-
ximadamente 1700km em linha reta, englobando 5 graus de latitude e 15 graus de
longitude, dentro do Bioma Cerrado, no Brasil. A drea de Vila Bela da Santissima
Trindade-MT (15°00°28”S, 59°57°03"W) é caracterizada como um campo de murun-
dus (Eiten, 1994). As areas de Diamantino-MT (14°24°32”S, 56°26’45"W), Gameleira
de Goids-GO (16°27’50”S, 48°40'12”W) e Divinépolis-MG (20°08°20”S, 44°53’02"W)
podem ser classificadas como cerrado stricto sensu (Eiten, 1994).

Todos os ninhos foram georreferenciados e foram realizadas medidas para pos-
terior cdlculo do volume. Para o ninhos epigeos mediu-se a altura da parte epigea
(h), o diametro maior da base (D) e o diametro menor da base (d), calculando-se o
volume como proposto por Domingos (1983), a partir da férmula do hemi-elipséide:
v=1/6-7-h-D-d. Nos ninhos arboricolas foram demarcadas se¢oes cilindricas
e o volume total foi o somatério do volume de cada secao, somado ao volume das
calotas inferior e superior, descontando-se do volume do tronco em que o ninho se
encontrava, conforme proposto por Cristaldo et al. (2012).

Ninhos menores (até 40 L) foram coletados inteiros enquanto dos ninhos maio-
res somente partes (40 L em média) foram coletadas. Este material foi levado ao

laboratorio para retirada dos individuos que comporiam os ensaios.
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4.2.4 Montagem do Experimento

Em laboratério, operarios da espécie hospedeira e das espécies inquilinas foram
extraidos dos ninhos e mantidos vivos em placas de Petri distintas até serem trans-
feridos para os respectivos grupos experimentais. Amostras de cada espécie foram
armazenadas em &dlcool 80% para identificacao.

Os grupos experimentais foram montados em arenas construidas com um anel
de PVC com 38 mm de diametro interno disposto sobre uma base plana de vidro
jateado e coberto com uma placa de vidro plano, liso e transparente. O jateamento
da base facilita a locomog¢ao dos cupins, que sao desprovidos de ardlios nos tarsos
(Crosland et al., 2005). As arenas foram montadas de modo a conter um dos trés
agrupamentos a seguir: i) monoespecifico, contendo apenas operarios da espécie
hospedeira; ii) monoespecifico, contendo apenas operarios da espécie inquilina; e iii)
heteroespecifico, contendo operarios de ambas as espécies (hospedeira e inquilina).

Para garantir que os agrupamentos fossem compardveis, a densidade espacial
dos grupos foi padronizada, ji que esta pode afetar a sobrevivéncia de individuos
confinados (DeSouza & Miramontes, 2004; Miramontes & DeSouza, 1996). Para
tanto, os grupos foram formados de modo que razdo entre a drea total ocupada
pelos individuos e a area total da arena (i.e., a “densidade espacial”) fosse mantida
na faixa de 0.10 a 0.18. Tais valores oscilam em torno da densidade 6tima na qual
ocorre maxima sobrevivéncia em cupins confinados (DeSouza et al., 2001; Miramon-
tes & DeSouza, 2008). Nao foi possivel montar arenas estritamente com o mesmo
nuamero de individuos porque estes diferiam em tamanho, especialmente no caso de
arenas heteroespecificas. Por isso, o nimero de individuos variou entre arenas e en-
tre espécies. Cuidou-se, entretanto, por evitar que houvessem grandes desbalancos
numéricos dentro de cada arena, mantendo o nimero de individuos por espécie o
mais igualitario possivel, sempre obedecendo a restri¢ao de densidade 6tima (Tabela
A.3, Apéndice).

As arenas foram mantidas em uma caixa de isopor (dimensdes internas: 400 X
305 x 330mm, 28mm de espessura da parede). A temperatura foi monitorada com
um termoémetro digital e controlada (inserindo-se sempre que necessario um recipi-

ente contendo cubos de gelo ou dgua aquecida a +60°C) de modo que a variagao
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interna permanecesse dentro de um intervalo de 24 a 27°C. A eficiéncia e adequabi-

lidade deste sistema foram testadas no capitulo 3.

4.2.5 Condugao do Experimento

Durante a montagem dos agrupamentos heteroespecificos (grupo iii), os indivi-
duos eram colocados nas arenas mantendo-se as espécies isoladas por um anteparo
de PVC até que o experimento fosse iniciado, desta forma impedindo possiveis agres-
soes antes do inicio da contagem do tempo. Uma vez que a arena estivesse total-
mente montada, o anteparo era retirado e a arena era observada por um periodo de
um minuto. As eventuais mortes dos individuos dentro deste periodo eram, entao,
registradas. A partir dai, durante a primeira hora do experimento, o nimero de
individuos vivos de cada arena foi registrado em intervalos de 15 minutos. Apds este
periodo, a contagem foi realizada em intervalos de 30 minutos, até se completarem
10 horas desde o inicio do experimento. Caso houvesse individuos vivos ap0s este pe-
riodo, a contagem passava a ser realizada em intervalos de uma hora, exclusivamente

no periodo diurno até que pelo menos 80% dos individuos estivessem mortos.

4.2.6 Anadlises dos Dados

Os dados de cada espécie em cada arena foram submetidos a analises de sobrevi-
véncia sob distribui¢ao de Weibull para se estimar o tempo médio para morte (i.e.,
o momento em que restavam vivos 50% dos operarios) de individuos confinados em
arenas experimentais em grupos monoespecificos (somente o inquilino ou somente o
hospedeiro) e em grupos heteroespecificos (inquilinos e hospedeiro juntos).

O efeito do encontro entre hospedeiro e inquilino foi estimado dividindo o tempo
médio para morte dos individuos em grupos heteroespecificos pelo tempo para morte
dos individuos dos grupos monoespecificos, criando assim uma estimativa de sobre-
vivéncia relativa. Esta estimativa representa a proporcao na qual a sobrevivéncia
de um individuo é alterada quando este é exposto a individuos de outra espécie, to-
mando como padrao a sobrevivéncia do individuo-foco quando confinado em grupos

monoespecificos. Em suma, estima-se o efeito do encontro na sobrevivéncia o que,



10

15

20

25

32

em ultima andlise, refere-se a uma parte relevante do custo de um eventual encontro

entre ambos co-habitantes. Para tanto aplica-se a equagao:

Sij = Hij /M, (4.1)

onde S;; ¢é a sobrevivéncia devida ao encontro entre espécies i e j; H;; ¢ a
sobrevivéncia da espécie ¢ quando confinada em grupos heteroespecificos juntamente
com a espécie j e M; é a sobrevivéncia da espécie i quando confinada em grupos
monoespecificos.

Esta equacao produz valores iguais a 1.0 quando a sobrevivéncia apds o encontro
é equivalente aquela de grupos monoespecificos (ou seja, nao hé efeito do encontro
sobre a sobrevivéncia). Valores menores que 1.0 indicam uma redugao na sobrevivén-
cia em funcao do encontro interespecifico, informando que ha custos. Estes custos
atingem grau maximo para valores iguais a zero, os quais representam a morte ime-
diata do individuo ao ser exposto ao contato heteroespecifico. Por sua vez, valores
maiores que 1.0 indicam que o individuo sobrevive mais em grupos heteroespecificos
do que em grupos monoespecificos, informando assim que ha beneficios advindos do
encontro.

Os valores obtidos a partir desta equacao para cada par inquilino-hospedeiro
foram utilizados para construcao de uma elipse bayesiana que representa o conjunto
dos dados, auxiliando na visualizagao de seus limites. Esta elipse representa, para
dados bivariados, o mesmo que o desvio padrao representa para dados univariados,
mas ao invés das variancias se utiliza de uma matriz de covariancia estimada através
de inferéncia bayesiana. A elipse foi calculada utilizando-se a rotina siber (Jackson
et al., 2011) do pacote siar (Parnell et al., 2010), sob o sistema estatistico R (R

Development Core Team, 2015).

4.3 Resultados

Estimou-se o efeito do encontro interespecifico para seis espécies de hospedei-
ros, e 16 espécies de inquilinos. Algumas colonias de inquilinos tiveram apenas

sua ocorréncia registrada, uma vez que nao possuiam individuos suficientes para
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serem utilizados nos experimentos (Tabela A.2, Apéndice). Cornitermes silvestrii
apresentou a maior riqueza de inquilinos (16 espécies), imediatamente seguido por
Cornitermes villosus (14 espécies), Cornitermes bequaerti (seis espécies), Constric-
totermes cyphergaster (seis espécies), Velocitermes heteropterus (quatro espécies), e
Silvestritermes euamignathus (duas espécies). Dentre esses, Velocitermes heterop-
terus se destaca por figurar tanto como hospedeiro como quanto inquilino. Dentre
os inquilinos, Embiratermes festivellus foi a espécie mais bem distribuida ocorrendo
em ninhos de quatro hospedeiros e presente nas quatro localidades.

O contato direto entre as espécies nas arenas apresentou a tendéncia geral em re-
duzir a sobrevivéncia tanto de hospedeiros como de inquilinos, comparativamente a
sobrevivéncia destes quando confinados em grupos monoespecificos. Houve casos em
que este encontro redundou em aumento da sobrevivéncia de um dos co-habitantes,
mas tais casos foram excepcionais. Isso é evidenciado pelo fato da elipse que cir-
cunscreve os pontos da Fig. 5.1 estar situada quase que totalmente em valores de
Si; < 1 tanto para inquilinos (eixo x) quanto para hospedeiros (eixo y), indicando
uma tendéncia geral para que individuos confinados em grupos heteroespecificos vi-
vam menos tempo que individuos confinados em grupos monoespecificos. Os casos
excepcionais de aumento de sobrevivéncia sao representados por uma estreita parte
da elipse abarcando efeitos com valores de S;; > 1. Observa-se ainda uma ligeira
tendéncia do encontro heteroespecifico afetar mais negativamente os inquilinos do
que os hospedeiros, o que é denunciado pelo fato do centréide da elipse estar mais
préximo de zero no eixo x do que no eixo y (centréide: = = 0.4187; y = 0.6361).
Tais valores indicam que o encontro entre os co-habitantes leva a sobrevivéncia dos
inquilinos a reduzir-se 58% do seu valor alcancado nos grupos monoespecificos (i.e.,
quando nao encontra o hospedeiro) enquanto a sobrevivéncia do hospedeiro reduz
36% do seu valor alcangado nos grupos monoespecificos (i.e., quando nao encontra
o inquilino).

Esta reducao na sobrevivéncia parece ter sido causada principalmente por com-
portamentos agonisticos estabelecidos logo que os individuos de espécies diferentes
se encontravam dentro das arenas. Normalmente, o hospedeiro era mais ativo e
agressivo que o inquilino, atacando-o tao logo o anteparo de PVC era retirado. Em

alguns casos, este ataque provocou a morte da maioria dos operarios de inquilinos
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no primeiro minuto do experimento. Em termos numéricos isso corresponde a uma
sobrevivéncia préxima a zero para os inquilinos nos tratamentos heteroespecificos,
o que leva a um resultado préximo a zero para a sobrevivéncia relativa dada pela
Equagao 4.1 (S;; ~ 0, aqui representando a sobrevivéncia do inquilino ¢ na presenca
do hospedeiro j), pois neste caso H;; ~ 0. Valores desta magnitude sdo interpre-
tados aqui como representando o custo maximo sofrido pelo inquilino ao encontrar
seu hospedeiro.

A excecao de Velocitermes heteropterus e Nasutitermes kemneri, os inquilinos
aqui estudados eram pouco ativos nunca iniciando conflitos, embora pudessem revi-
dar os ataques do hospedeiro. Os inquilinos (incluindo os citados acima), entretanto,
nunca provocaram morte imediata dos hospedeiros de forma que os custos sofridos
por estes tltimos nunca atingiram valores méximos (i.e., S;j, aqui representando a
sobrevivéncia do hospedeiro ¢ na presenga do inquilino j, nunca alcangou valores

iguais a zero).

4.4 Discussao

A idéia de que cupins inquilinos adotem comportamentos para evitar conflito
com seus hospedeiros permeia toda a discussao sobre este tipo de interagao. Esta
hipétese surgiu naturalmente a partir de observacoes de que cupins inquilinos tendem
a se alojar em galerias separadas, formando colonias menores que aquelas de seus
hospedeiros (Cunha et al., 2003), nao sobrepoem sua dieta com aquela do hospedeiro
(Florencio et al., 2013), e podem utilizar pistas quimicas de seu hospedeiro para evi-
tar encontra-lo dentro dos ninhos (Cristaldo et al., 2014). Por mais que tal hip6tese
seja plausivel a luz destas evidéncias, uma de suas premissas mais basicas ainda
nao havia sido investigada diretamente. Isto é, para que comportamentos furtivos
trouxessem beneficio aos inquilinos, seria necessario que o encontro entre inquilino
e hospedeiro resultasse em conflito e custos, de modo que sua evitacao fosse vanta-
josa. Aqui nds demonstramos que, de fato, hé custos envolvidos no encontro entre
inquilinos e hospedeiros, reforcando assim a nocao de que comportamentos furtivos

sejam selecionados positivamente dentre os inquilinos. Mais interessante ainda, ha
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Figura 4.1: Efeito proporcional sobre a sobrevivéncia de inquilinos quando colocados em contato
direto quando com hospedeiros (eixo x), e de hospedeiros quando colocados em contato direto
com inquilinos (eixo y). Cada ponto corresponde a um par de espécies inquilino-hospedeiro. A
elipse circunscreve os limites Bayesianos da nuvem de pontos. A linha demarcada representa o
didmetro maior da elipse com angulo de inclinagdo 8 = —0.099, que significa que a redugdo de
uma unidade de custo para os inquilinos equivale a um aumento de 0.0025 unidades de custo
para os hospedeiros. O circulo representa o centrdide, situado em x=0.4187 e y= 0.6361, e a
excentricidade da elipse é de 0.84.

evidéncias de que nao sé o inquilino mas também o hospedeiro obtenha vantagens
disso.

Nossos resultados indicam que ha uma tendéncia geral de que o encontro entre
inquilinos e hospedeiros implique em custos para ambos os co-habitantes: quanto
confinados juntos numa mesma arena experimental, individuos inquilinos e hospe-
deiros tendem sobreviver menos tempo do que quando confinados em grupos mo-
noespecificos. Isso é bem claro ao observarmos na Fig. 5.1 que elipse descritora do
efeito deste encontro sobre a sobrevivéncia dos co-habitantes restringe-se quase que
totalmente na regiao do gréfico onde S;; < 1 tanto para hospedeiros quanto para
inquilinos. Tais valores indicam que a sobrevivéncia nos grupos heteroespecificos
reduziu-se a uma fragao da sobrevivéncia observada nos grupos monoespecificos e,

portanto, pode-se considerar que o encontro entre os co-habitantes gerou custos para

ambos os co-habitantes. Estes custos, entretanto, parecem diferir ligeiramente entre
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os co-habitantes, sendo um pouco mais severos para os inquilinos do que para os
hospedeiros. Isto é evidenciado pela posigao da elipse na Fig. 5.1, cujo centréide
(x=0.4187; y=0.6361) encontra-se mais préximo de zero em x (eixo dos inquilinos)
do que em y (eixo dos hospedeiros).

A existéncia de tais custos para os inquilinos parece confirmar a vantagem em se
utilizar de estratégias para evitar sua deteccao pelos hospedeiros. Afinal, dentre as
estratégias utilizadas por animais para evitar o ataque de inimigos, evitar a detecgao
parece uma escolha 6bvia, especialmente quando o custo do ataque é alto (Ruxton
et al., 2004). Como o encontro heteroespecifico nas arenas experimentais chegou
a provocar redugoes extremas na sobrevivéncia dos inquilinos (S;; ~ 0 no eixo x
da Fig. 5.1), é plausivel considerar que o contato direto com o hospedeiro resulte
em alto risco em certos casos. Inquilinos, portanto, obtém grande vantagem em
exibir comportamentos furtivos. Isto sustenta a nogéao de que ao manter colonias
pequenas (Bouillon, 1970), usar galerias (Cunha et al., 2003) e dietas (Florencio
et al., 2013) distintas do seu hospedeiro, evitando locais marcados quimicamente por
estes ultimos (Cristaldo et al., 2014), os inquilinos estariam minimizando a chance
de conflitos e garantindo a estabilidade da co-habitacao.

Os hospedeiros, por sua vez, também sofrem custos decorrentes deste encontro
(eixo y, Fig. 5.1). Com isso, as estratégias dos inquilinos para evitar o encontro,
ao minimizar a chance de conflitos e danos, acabam por beneficiar também os seus
hospedeiros retroalimentando a probabilidade de sucesso da co-habitacao. Mais que
isso, ao evadirem-se e evitarem custos ao hospedeiro, os inquilinos reduzem a pressao
seletiva que poderia levar ao desenvolvimento de estratégias de detecgao por parte
deste ultimo. A auséncia de pelo menos uma destas estratégias ja foi registrada por
Cristaldo et al. (2014) ao demonstrar que Constrictotermes cyphergaster nao é capaz
de detectar as trilhas de feromoénio depositadas por seus inquilinos Inquilinitermes
MICTOCETUS.

O custo do encontro mensurado neste trabalho é a primeira quantificagao real
de algum custo associado & co-habitacdo em cupins. A constatacdo de tais custos
d4 suporte a hipétese vigente (Cristaldo et al., 2014; Florencio et al., 2013) de que
os comportamentos furtivos normalmente observados em inquilinos tenham evoluido

como estratégias que facilitem a co-habitacdo. Sendo organismos naturalmente crip-
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ticos (Noirot & Darlington, 2000), é facil imaginar que estas estratégias de evitagao
sejam derivadas destes comportamento. Ao mesmo tempo, fica mais clara parte
da conhecida dependéncia entre inquilinismo e tamanho do cupinzeiro (Cristaldo
et al., 2012), pois ninhos maiores poderiam apresentar maiores oportunidades para

inquilinos estabelecerem suas colonias mais desapercebidamente.
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5.1 Introducao

Como visto anteriormente (Capitulo 4), o encontro entre hospedeiros com os
inquilinos acarreta em custos para ambos os co-habitantes. Além disso, conforme
j& esperado, os custos nao sao fixos em um unico valor, e existe uma amplitude de
variagdo consideravel em seus valores (Fig. 5.1). Uma observagao mais cuidadosa
da elipse que representa estes custos permite-nos verificar que os custos sofridos por
um determinado par inquilino-hospedeiro difere dos custos sofridos por outro par.
Esta diferenca ocorre tanto entre pares compostos por espécies diferentes, como
entre pares compostos pelos mesmas espécies co-habitantes oriundos de localidades
distintas. Diante disto, uma pergunta que resta é: Por que os custos variam tanto?

Sabe-se que invasores de ninhos sofrem pressoes distintas e opostas a seus hospe-
deiros, decorrentes das distintas estratégias usadas para invasao e respectiva defesa
do ninho (Haraguchi & Sasaki, 1996; Kilner & Langmore, 2011). Isso implica que os
ajustes evolutivos entre pares de co-habitantes dependerao das espécies, em funcao
do histérico evolutivo. E possivel, por exemplo, que o aumento na especializacao do
invasor reduza potenciais efeitos negativos sobre o hospedeiro (Barrett et al., 2009;
Henry et al., 2008; Kawecki, 1998), podendo, desta forma, favorecer sua a tolerancia
pelo mesmo (Kilner & Langmore, 2011; Soler et al., 1998; Svensson & Raberg, 2010).
Entao, como cada par de espécies tem uma historia particular, é de se esperar que
sejam distintos tanto os custos registrados para cada hospedeiro e cada inquilino,
quanto os custos registrados para cada para inquilino-hospedeiro.

Uma outra linha de raciocinio, coloca as pressoes ambientais como um importante
modulador do resultado de interacoes interespecificas. Sabe-se, por exemplo, que em
ambientes menos favoraveis, os efeitos negativos das interagoes sao atenuados (Bruno
et al., 2003; Callaway et al., 2002; Callaway, 2007; Hart & Marshall, 2013; Maestre
et al., 2009; Snyder, 2008). A interagdo inquilino-hospedeiro provavelmente estéd
sujeita as mesmas regras e assim, os custos do encontro entre estes co-habitantes

podem também ser modulados pelas variacoes nas condi¢oes ambientais.
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Figura 5.1: Efeito proporcional sobre a sobrevivéncia de inquilinos quando colocados em contato
direto quando com hospedeiros (eixo x), e de hospedeiros quando colocados em contato direto
com inquilinos (eixo y). Cada ponto corresponde a um par de espécies inquilino-hospedeiro. Os
pontos preenchidos correspondem ao custos para o mesmo par de espécies em localidades distintas
(quadrado: Diamantino, tridngulo: Vila Bela). A elipse circunscreve os limites Bayesianos da
nuvem de pontos. A linha demarcada representa o didmetro maior da elipse com angulo de
inclinagdo 8 = —0.099, que significa que a reducdo de uma unidade de custo para os inquilinos
equivale a um aumento de 0.0025 unidades de custo para os hospedeiros. O circulo representa
o centrdide, situado em x=0.4187 e y= 0.6361, e a excentricidade da elipse é de 0.84.

Diante do exposto, levantamos a hipdtese que tanto ajustes evolutivos como con-
digoes ambientais comumente associados a interacoes interespecificas possam tam-
bém modular o efeito do encontro entre cupins co-habitantes. A partir destas, trés
predicoes sdo possiveis: os custos do encontro i) dependem das pressoes evolutivas
sofridas por cada membro do par; ii) dependem do ajuste evolutivo entre os membros
do par; e iii) dependem das condigoes ambientais a que as colonias estdo sujeitas.
Para tanto, relacionamos os custos do encontro de diferentes pares de espécies in-

quilinas e hospedeiras com a especializacao do inquilino e as condigoes ambientais,

de forma a identificar quais os fatores preponderantes para cada co-habitante.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Idéia Geral do Experimento

O experimento objetivou testar a hipétese de que ajustes evolutivos e condicoes
ambientais poderiam afetar a sobrevivéncia dos operdrios em eventuais encontros
heteroespecificos. Para tanto, i) estimamos o efeito do encontro entre inquilinos e
hospedeiro sobre a sobrevivéncia de cada co-habitante, e ii) correlacionamos este
efeito com a especializagao do inquilino, a temperatura da localidade de origem e no
momento do experimento que potencialmente afetam a coexisténcia entre hospedeiro
e inquilino. Tais fatores foram escolhidos, respectivamente, como indicadores de
eventuais ajustes evolutivos do par hospedeiro-inquilino e indicadores das condigoes
ambientais a quais os co-habitantes estariam sujeitos. Os fatores utilizados para cada
espécie do par foram escolhidos na tentativa de responder a seguinte pergunta: o que
hé na biologia das espécies envolvidas (inquilinos e hospedeiros) e/ou no ambiente
que poderia resultar em mudancas no padrao de sobrevivéncia?

Para tanto operarios de cupins hospedeiros e seus inquilinos foram coletados no
campo e trazidos para o laboratdrio onde foram confinados em grupos monoespecifi-
cos (apenas hospedeiros ou apenas inquilinos) e grupos heteroespecificos (hospedei-
ros e inquilinos juntos; um par de espécies por vez). Observagoes periddicas destes
individuos permitiram estimar sua sobrevivéncia em cada grupo.

O grau de especializacao do inquilinos foi determinado a partir de informagoes
de cada espécie existentes em literatura especializada. A temperatura foi mensurada
de duas formas. Primeiramente, através do registro da temperatura no momento
do experimento e posteriormente a partir da consulta em um banco de dados global

para cada ambiente amostrado.

5.2.2 Espécies Estudadas

Informagées relacionadas a nidificacao e inquilinismo de cada uma das espécies

utilizadas neste trabalho encontram-se na Tabela A.1 (Apéndice).



10

15

20

25

30

42

5.2.3 Amostragem dos Ninhos

Foram coletados 29 ninhos de seis hospedeiros diferentes distribuidos em quatro
localidades distintas com diferentes graus de temperatura média anual, ao longo
de um transecto Noroeste-Sudeste de aproximadamente 1700km em linha reta,
englobando 5 graus de latitude e 15 graus de longitude, dentro do Bioma Cer-
rado, no Brasil. A drea de Vila Bela da Santissima Trindade-MT (15°00°28”S,
59°57°03"W, 25.2°C) é caracterizada como um campo de murundus (Eiten, 1994).
As areas de Diamantino-MT (14°24’32”S, 56°26’45"W, 25.2°C), Gameleira de Goids-
GO (16°27'507S, 48°40’12"W, 23.2°C) e Divindpolis-MG (20°08°207S, 44°53’'02"W,
20.9°C) podem ser classificadas como cerrado stricto sensu (Eiten, 1994).

Todos os ninhos foram georreferenciados e foram realizadas medidas para pos-
terior calculo do volume. Para os ninhos epigeos mediu-se a altura da parte epigea
(h), o didametro maior da base (D) e o diametro menor da base (d), e utilizou-se
a férmula do volume do hemi-elipséide: v = 1/6.7w.h.D.d. Nos ninhos arboricolas
foram demarcadas secoOes cilindricas e o volume total foi o somatério do volume de
cada secao, somado ao volume das calotas inferior e superior, descontando-se do
volume do tronco em que o ninho se encontrava, conforme proposto por Cristaldo
et al. (2012).

Ninhos menores (até 40 Kg) foram coletados inteiros enquanto dos ninhos maiores
somente partes (40 kg em média) foram coletadas. Este material foi levado ao

laboratério para retirada dos individuos que comporiam os ensaios.

5.2.4 Montagem do Experimento

Em laboratorio, os operarios da espécie hospedeira e das espécies inquilinas fo-
ram extraidos dos ninhos e mantidos vivos em placas de Petri distintas até serem
transferidos para os respectivos grupos experimentais. Amostras de cada espécie
foram armazenadas em &dlcool 80% para identificacao.

Os grupos experimentais foram montados em arenas compostas de um anel de
PVC com 38 mm de didmetro interno disposto sobre uma base plana de vidro jateado
e coberto com uma placa de vidro plano, liso e transparente. O jateamento da base

facilita a locomogao dos cupins, que sao desprovidos de ardlios nos tarsos (Crosland
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et al., 2005). As arenas foram montadas de modo a conter um dos trés agrupamentos
a seguir: i) monoespecifico, contendo apenas operarios da espécie hospedeira; ii)
monoespecifico, contendo apenas operarios da espécie inquilina; iii) heteroespecifico,
contendo operérios de ambas as espécies (hospedeira e inquilina).

Para garantir que os agrupamentos fossem comparaveis, a densidade espacial dos
grupos foi padronizada, ja que pode afetar a sobrevivéncia de individuos confina-
dos (DeSouza & Miramontes, 2004; Miramontes & DeSouza, 1996). Para tanto, os
grupos foram formados de modo que razao entre a area total ocupada pelos indi-
viduos e a drea total da arena (i.e., a “densidade espacial”) fosse mantida na faixa
de 0.10 a 0.18. Tais valores oscilam em torno da densidade 6tima na qual ocorre
méxima sobrevivéncia em cupins confinados (DeSouza et al., 2001; Miramontes &
DeSouza, 2008). Nao foi possivel montar arenas estritamente com o mesmo nu-
mero de individuos porque estes diferiam em tamanho, especialmente no caso de
arenas heteroespecificas. Por isso, o nimero de individuos variou entre arenas e
entre espécies. Cuidou-se, entretanto, por evitar que houvessem grandes desbalan-
¢os numéricos dentro de cada arena, mantendo o nimero de individuos por espécie
o mais igualitdrio possivel, obedecida a restricao de densidade étima (Tabela A.3,
Apéndice).

As arenas foram mantidas em uma caixa de isopor (dimensdes internas: 400 x
305 x 330 mm, 28 mm de espessura da parede). A temperatura foi monitorada
com um termoémetro digital e controlada (inserindo-se sempre que necessario um
recipiente contendo cubos de gelo ou dgua aquecida a +60°C) de modo que a va-
riagdo interna permanecesse dentro de um intervalo de 24 a 27°C. A eficiéncia e

adequabilidade deste sistema foram testadas a parte.

5.2.5 Condugao do Experimento

Durante a montagem dos agrupamentos heteroespecificos (grupo iii), os indivi-
duos eram colocados nas arenas mantendo-se as espécies isoladas por um anteparo
de PVC até que o experimento fosse iniciado, para impedir possiveis agressoes antes
do inicio da contagem de tempo. Uma vez que a arena estivesse totalmente mon-
tada, o anteparo era retirado e a arena era observada por um periodo de um minuto.

As eventuais mortes dos individuos dentro deste periodo eram, entao, registradas.
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A partir dai, durante a primeira hora do experimento, o niimero de individuos vi-
vos de cada arena foi registrado em intervalos de 15 minutos. Apés este periodo,
a contagem foi realizada em intervalos de 30 minutos, até se completarem 10 horas
desde o inicio do experimento. Caso houvessem individuos vivos apds este periodo,
a contagem passava a ser realizada em intervalos de uma hora, exclusivamente no

perfodo diurno até que pelo menos 80% dos individuos estivessem mortos.

5.2.6 Especializagcao do Inquilino

O grau de especializagao do inquilino foi a variavel escolhida como representante
do ajuste evolutivo entre os co-habitantes, e potencial modulador do efeito do en-
contro na sobrevivéncia de hospedeiros e inquilinos. Esta varidvel pode atuar sobre
o efeito do encontro de pelo menos duas formas. Primeiramente, pode influenciar
o reconhecimento do inquilino pelo hospedeiro. Inquilinos obrigatorios podem pos-
suir algum ajuste que dificulte sua detec¢ao como intruso (Bogusch et al., 2006),
podendo assim, afetar a velocidade que eles seriam atacados durante nosso experi-
mento. Além disso, o grau de especializacdo pode afetar tanto a agressividade dos
inquilinos como dos hospedeiros quando o encontro ocorre (Grasso et al., 1992), e
consequentemente influenciar a sobrevivéncia de ambos os co-habitantes.

A especializacdo dos inquilinos foi determinada com base em registros da litera-
tura (Araujo, 1977; Emerson & Krishna, 1975; Mathews, 1977). Foram consideradas
espécies obrigatorias aquelas que sao incapazes de construir o préprio ninho e habi-
tam apenas em ninhos de determinados géneros de hospedeiro. Em nosso trabalhos,
foram consideradas como obrigatorias as espécies Inquilinitermes fur, Inquilinitermes
microcerus e Serritermes serrifer. Todas as demais espécies inquilinas encontradas
foram classificadas como facultativas (Tabela A.1, Apéndice). Devido a um maior
ajuste evolutivo a seus hospedeiros, os inquilinos obrigatérios podem possuir sinais
de reconhecimento similares, ou nao possuir sinal algum, o que poderia dificultar o
reconhecimento, reduzindo o efeito sobre a sobrevivéncia. Similarmente, este ajuste
pode reduzir a agressividade dos inquilinos obrigatérios de forma a causar menores

danos a seus hospedeiros.
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5.2.7 Condicoes Ambientais

As condigoes ambientais que tanto inquilinos e hospedeiros estao submetidos
podem afetar sua agressividade e influenciar a sobrevivéncia de seus co-habitantes.
Os cupins sao insetos sensiveis a variagoes de temperatura, normalmente exibindo
preferéncia entre 25 e 32°C, dependendo da espécie (Garcia & Becker, 1975; Field &
Duncan, 2013; Korb & Linsenmair, 2000; Mitchell et al., 1993; Smith & Rust, 1994;
Steward, 1981). Entao, investigamos as médias de temperatura (°C) da estagao me-
teoroldgica mais préxima ao ponto de coleta. Estas médias foram calculadas a partir
das respectivas médias mensais acessadas de um banco de dados global de pelo me-
nos 30 anos de monitoramento (http://www.climate-charts.com/). Por serem pouco
esclerotizados, os cupins sao individuos sensiveis as condi¢bes ambientais fora do
ninho (Collins, 1969; Gathorne-Hardy et al., 2001; Korb, 2008), assim avaliamos um
possivel efeito do stress experimental mensurando a diferenca entre a temperatura
interna e temperatura externa do momento do experimento.

Adicionalmente, uma revisao bibliogréfica foi realizada para avaliar a ocorréncia
de inquilinos e hospedeiros em diferentes ecossistemas. A busca dos artigos foi
realizada nos indexadores IST Web of Science (http://www.webofknowledge.com),
Scopus (http://www.scopus.com) e Scielo (http://www.scielo.org), usando os termos
“cohabitation”, “coexistence” e “inquilinism” no intervalo de 1945 a 2014. Além
disso, busca similar foi realizada em seis dos principais livros da drea: Krishna &
Weesner (1969, 1970); Mathews (1977); Grassé (1984); Abe et al. (2000); Bignell
et al. (2011). Apenas registros que explicitamente indicavam que individuos de
ambas as espécies de inquilinos e hospedeiros estavam presentes no ninho foram
incluidos. Os ecossistemas indicados nos trabalhos selecionados foram classificados
segundo a Classificagao Climética de Koppen (Kottek et al., 2006). Estes resultados
podem auxiliar a detectar algum padrao climéatico na ocorréncia de inquilinismo,

para associar os resultados experimentais a padroes globais.

5.2.8 Analises dos Dados

A anaslise estatistica consistiu em verificar o quanto os ajustes evolutivos e a

condigoes ambientais (x-vars) afetavam a sobrevivéncia (y-var) de inquilinos e hos-
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pedeiros quando confinados em grupos heteroespecificos, conforme detalhado abaixo.
Todas as analises foram foram executadas no Sistema Estatistico R (R Development
Core Team, 2015), usando os pacotes survival (Therneau, 2014), PVR (Santos et al.,
2013), e MuMIn (Barton, 2014).

5.2.8.1 Analise de Sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos operarios de cada espécie em cada arena foi estimada por
uma andlise de sobrevivéncia sob distribuicao de Weibull para se estimar o tempo
médio para morte (i.e., 0 momento em que restavam vivos 50% dos operérios) de
individuos confinados em arenas experimentais em grupos monoespecificos (somente
o inquilino ou somente o hospedeiro) e em grupos heteroespecificos(inquilinos e hos-
pedeiros juntos).

O efeito do encontro entre hospedeiro e inquilino foi estimado dividindo o tempo
para morte dos individuos em grupos heteroespecificos pelo tempo para morte dos
individuos dos grupos monoespecificos, criando assim uma estimativa de sobrevi-
véncia relativa. Esta estimativa representa a proporcao na qual a sobrevivéncia de
um individuo é alterada quando é exposto a individuos de outra espécie. Para tanto

aplica-se a equagao:

Sij = Hij /M, (5.1)

onde S;; é a sobrevivéncia devida ao encontro entre espécies i e j; H;; ¢ a
sobrevivéncia da espécie i quando confinada em grupos heteroespecificos juntamente
com a espécie j; e M; é a sobrevivéncia da espécie ¢ quando confinada em grupos

monoespecificos.

5.2.8.2 Contrastes Filogenéticos Independentes

Ap6s a estimativa do efeito do encontro sobre a sobrevivéncia, foi realizada uma
andlise de contrastes filogenéticos, para filtrar o possivel efeito do parentesco entre
as espécies no carater de interesse (no caso, o efeito do encontro entre inquilinos e
hospedeiros) (Felsenstein, 1985). Para tanto, utilizou-se uma filogenia apenas com

os géneros utilizados neste trabalho, baseando-se em cladogramas recentes da infra-
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ordem Isoptera (Inward et al., 2007; Krishna et al., 2013; Rocha et al., 2012) (Fig.
5.2). Uma matriz de distancia filogenética relativa entre os géneros foi construida
tratando-se o comprimento do ramo até cada né como 1.0. A distancia entre espécies

de mesmo género foi considerada zero para fins do cédlculo da distancia filogenética.

lasutitermes
onstrictotermes
Velocitermes
———Neocapritermes

l—Cyrllllotermes
L—Curvitermes

Embiratermes
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termes
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L—Cubitermitinae

uptitermes
_:’:plborermiﬂnae

raminitermitinae
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————Macrotermitinae

L—Rhinotermitidae
L Serritermes

Figura 5.2: Filogenia dos géneros utilizados neste trabalho (géneros em cinza), baseada no
cladograma proposto por Inward et al. (2007). Géneros ausentes no cladograma original foram
posicionados através de informagdes presentes em Krishna et al. (2013) e Rocha et al. (2012).
Para o cédlculo da distancia filogenética assumiu-se o comprimento de cada ramo até o né mais
préoximo como sendo 1.0.

Para analise dos contrastes utilizou-se o método de regressao de autovetores
filogenéticos (PVR) (Diniz-Filho et al., 1998, 2012), que consiste em extrair autove-
tores de uma matriz de distancia filogenética através de uma analise de coordenadas
principais. Os coeficientes destes autovetores sao as coordenadas das espécies que
se referem a proximidade filogenética entre cada uma delas. Posteriormente, uma

regressao multipla particiona a variancia total do carater em dois componentes, se-

gundo o seguinte modelo:

Sij~XB+e (5.2)
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onde, X sao os autovetores extraidos da matriz de distancia; 8 é o coeficiente de
regressao do vetor; € sao os residuos da regressao. O primeiro componente (Xf) do
modelo representa o quanto da variacao é explicada pela distancia filogenética, e €

é a parte da variacao que nao é explicada pelos autovetores, ou seja, pela filogenia.

5.2.8.3 Selecao de Modelos

Uma vez que os componentes filogenéticos foram filtrados da sobrevivéncia, foram
construidos modelos estatisticos globais, nos quais o efeito do encontro para uma
dada espécie entrava como varidvel resposta (y-var) e os fatores bidticos e abidticos
como varidveis explicativas (x-vars). Dois modelos distintos foram construidos, um

para inquilinos e outro para hospedeiros, obedecendo a seguinte estrutura:

€; ~ facobr x temp x stress (5.3)

onde € é a sobrevivéncia de cada espécie de co-habitante i (inquilino ou hos-
pedeiro) apés retirado o efeito filogenético (conforme equacao 5.2); facobr é uma
variavel categérica com dois niveis que classifica a espécie inquilina de cada par como
facultativa ou obrigatéria; temp é a temperatura anual média de cada localidade;
stress é a diferenca entre a temperatura média interna e externa a caixa de isopor
no momento do experimento. Apenas as interacOes estatisticas par a par de cada
fator também foram incluidas nos modelos.

Posteriormente, utilizou-se Modelagem Linear Generalizada (GLM) com erros
normais seguida de andlise de residuos para confirmar a escolha da distribuicao
dos erros e a adequabilidade da equacao (equacdo 5.3). Apds o ajuste inicial, os
modelos globais foram simplificados via ‘selecdo de modelos’. As andlise seguiram
as recomendagoes de Burnham & Anderson (2002). O ajuste e a complexidade de
cada modelo-candidato que se originou do modelo global foram medidos através
do Critério de Informacao de Akaike de segunda ordem corrigido para pequenas
amostras (AICc).

Elegeu-se como varidveis significantes aquelas dentre as incluidas nos modelos
candidatos, cujo os valores de intervalo de confianca de 95% estimados para os

coeficientes nao incluissem zero (Kiffner et al., 2013). Adicionalmente, a contribuicao
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de cada varidvel para a variancia dos modelos candidatos, foi determinada através

do método de partigao hierdrquica, conforme proposto por Murray & Conner (2009).

5.3 Resultados

Estimou-se o efeito do encontro para seis espécies de hospedeiros e 16 espécies
de inquilinos encontradas em quatro localidades abrangendo cerca de 5 graus de
latitude e 15 graus de longitude. Algumas colénias de inquilinos tiveram apenas sua
ocorréncia registrada, uma vez que nao possuiam individuos suficientes para serem
utilizados nos experimentos (Tabela A.2, Apéndice).

O contato direto entre as espécies nas arenas apresentou a tendéncia geral em
reduzir a sobrevivéncia tanto de hospedeiros como de inquilinos. Esta reducao na so-
brevivéncia parece ter sido causada principalmente por comportamentos agonisticos
estabelecidos logo que os individuos de espécies diferentes se encontravam nas arenas.
Normalmente, o hospedeiro era mais ativo e agressivo que o inquilino, atacando-o
tao logo que o anteparo de PVC era retirado. Em alguns casos, este ataque provocou
a morte da maioria dos operarios de inquilinos no primeiro minuto do experimento.

A sobrevivéncia dos inquilinos foi melhor explicada pela especializacdo destes
(facobr), ou seja, se eles eram obrigatérios ou facultativos. A sobrevivéncia dos
hospedeiros, por outro lado, foi melhor explicada pela interacao entre a temperatura
média da localidade e o stress experimental (temp : stress). As outras varidveis
indicadas pelos modelos-candidatos (AAICc< 2) nao foram selecionadas uma vez
que a amplitude do intervalo de confianca de seus valores estimados incluiram o zero
(Tabela 5.1 e Figura 5.3).

Inquilinos obrigatdrios sofreram uma menor reducao na sobrevivéncia ao encon-
trarem com seus hospedeiros, do que inquilinos facultativos (Fig. 5.4).

O aumento do stress experimental afetou a sobrevivéncia dos hospedeiros quando
em contato com os inquilinos, porém esse efeito depende da temperatura da locali-
dade de origem (Fig. 5.5). Sob alto stress, temperaturas mais baixas na localidade

de origem tendem a reduzir os efeitos negativos do encontro heteroespecifico na so-
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Tabela 5.1: Modelos considerados com maior evidéncia (AAICc< 2) para explicar a variagdo
no efeito do encontro sobre inquilinos e hospedeiros. Os modelos sdo derivados do modelo
global conforme explicado no Material e Métodos. GL=graus de liberdade usados pelo modelo,
AlCc=critério de Akaike corrigido pelo tamanho da amostra, AAlCc=diferenc¢a entre o AlCc dos
modelos selecionados, Peso=poder explicativo do modelo.

Modelo GL AICc AAICc Peso
Efeito do encontro sobre os Inquilinos

1 facobr 3 82.2 0.00 0.724

2 facobr + temp 4 84.1 1.92 0.276

Efeito do encontro sobre os Hospedeiros
1 facobr + stress 4+ temp + temp : stress 6 40.3 0.00 0.656
2 stress +temp + temp : stress 5 41.6 1.30 0.344

brevivéncia, enquanto temperaturas mais altas agravam a reducao na sobrevivéncia

devido ao encontro. Este quadro reverte quando os cupins estao sob baixo stress.

5.4 Discussao

Nossos resultados indicam que os ajustes evolutivos e as condi¢bes ambientais
afetam de forma distinta a sobrevivéncia dos cupins quando expostos ao seu co-
habitante. Os inquilinos sao mais afetados pelos ajustes evolutivos, enquanto os
hospedeiros sao afetados pelas condicoes ambientais. O ajuste evolutivo entre os co-
habitantes foi o fator mais importante para a sobrevivéncia dos inquilinos quando em
contato com os hospedeiros, e inquilinos obrigatdrios sofreram menores redugoes na
sobrevivéncia do que facultativos. Para os hospedeiros os fatores importantes foram
os relacionados ao contexto ecoldgico, com a redugao na sobrevivéncia afetada pelo
stress experimental, mas essa reducao depende da temperatura do local de origem.

Como o inquilinismo é mandatério para inquilinos obrigatorios, estratégias que
favorecam sua tolerancia pelo hospedeiro seriam esperadas. Um indicativo desta
tolerdancia pode ser observada quando comparamos os resultados do contato de cada
inquilino com seus respectivos hospedeiros. Os inquilinos obrigatérios sofreram uma
menor redugdo em sua sobrevivéncia do que os inquilinos facultativos (Fig. 5.4).
Esta tolerancia dos hospedeiros pode ser resultante de uma longa corrida arma-

mentista com os inquilinos obrigatérios. Os inquilinos podem ter se tornado menos
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Figura 5.3: Intervalos de confiangca de 95% e contribuicdo das varidveis selecionadas para os
modelos-candidatos do efeito do encontro na sobrevivéncia de inquilinos (gréfico superior), e
hospedeiros (grafico inferior).

agressivos, ou menos facilmente detectados como intrusos, devido a ajustes com o

hospedeiro.
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Figura 5.4: Sobrevivéncia de inquilinos facultativos e obrigatérios quando em contato com seus
hospedeiros. Valores iguais a 1.0 significa que n3o houve redu¢do na sobrevivéncia, valores
menores do que 1.0 representam a proporcdo na qual a sobrevivéncia foi reduzida quando houve
O encontro.

Casos similares de tolerancia de hospedeiros podem ser observados em formigas
vitimas de escravagistas. Formigas do género Temmnothoraz, por exemplo, tendem
a apresentar maior tolerancia a formigas nao-parasitas do que a formigas parasitas
(Delattre et al., 2012; Pamminger et al., 2011). Além disso, a hospedeira Formica
cunicularia tolera mais frequentemente parasitas obrigatérios do que parasitas facul-
tativos (Grasso et al., 1992). Em ambos os casos, a maior tolerancia do hospedeiro
estd relacionada a menor agressividade dos invasores. Assim, a especializagao dos in-
quilinos pode levar a uma menor agressividade, que resultaria, em ultima instancia,
em uma maior tolerancia pelo hospedeiro.

Diferentemente dos inquilinos, a sobrevivéncia dos hospedeiros quando em con-
tato com os inquilinos é mais afetada pelo contexto ecoldgico a que estao sujeitos.
Cupins sdo organismos sensiveis a variagdes de temperatura (Smith & Rust, 1994),
de forma que, uma menor temperatura do local de origem em associagdo com uma
maior variacdo da temperatura no momento do experimento pode ser interpretada

como uma condicao de stress térmico, que no nosso caso resultou em uma menor
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Figura 5.5: Sobrevivéncia do hospedeiro quando em contato com o inquilino em relac3o a dife-
renca entre as temperaturas interna e externa no momento do experimento (stress experimental)
e a temperatura do ambiente original. Valores iguais a 1.0 significa que ndo houve reducdo na
sobrevivéncia, valores menores do que 1.0 representam a propor¢do na qual a sobrevivéncia foi
reduzida quando houve o encontro.

redugao da sobrevivéncia dos hospedeiros (Fig. 5.5). Uma possivel explicagdo para
tal resultado seria o efeito da temperatura na atividade dos cupins. Uma vez que sao
animais ectotérmicos, uma menor temperatura pode levar a uma menor atividade,
esta menor atividade retardaria os encontros entre os co-habitantes. Uma vez que
a sobrevivéncia estd associada a agressoes, encontros mais tardios levariam a maior
tempo de sobrevivéncia.

As diferencas nos fatores que afetam a sobrevivéncia de cada co-habitante pode
ser devida as diferentes estratégias de cada um em relacao ao inquilinismo. Os in-
quilinos, principalmente os obrigatérios, sdo mais dependentes do sucesso do inqui-
linismo. Assim, é plausivel que apostem em estratégias que favorecam este sucesso,
tornando-os menos susceptiveis a variagoes ambientais. Os hospedeiros, por outro
lado, estao mais sujeitos aos efeitos do ambiente do que os inquilinos. Uma pequena
variacao da temperatura no momento do experimento (menos de 1°C) foi o suficiente
para inverter os efeitos da temperatura do ambiente de origem na sobrevivéncia (Fig.

5.5). Esta relacao do inquilinismo com ambiente pode ser constatada também em
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uma escala mais global. O inquilinismo é mais frequente em ambientes talvez nao tao
favoraveis aos cupins (baixa umidade), como as savanas tropicais (Fig. 5.6). Assim,
é possivel que os inquilinos aproveitem tais situacoes de maior susceptibilidade dos

hospedeiros como uma oportunidade para se instalar nos ninhos alheios com maior

sucesso.
1204
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Ecossistemas

Figura 5.6: Nimero de espécies de inquilinos e hospedeiros em cada ecossistema. Os ecossistemas
estao ordenados de acordo com a precipitacdao anual.

O efeito do ambiente na atenuagao de interagoes negativas entre simbiontes e hos-
pedeiros nao ¢é novidade (Jokela et al., 2005; Thrall et al., 2006; Travis et al., 2005).
Entretanto, este é o primeiro indicio deste padrao para o inquilinismo em cupins, ao
menos no que diz respeito ao efeito sobre o encontro entre os co-habitantes. Apesar
de ser esperado que associagoes obrigatérias resultem em maiores ajustes evolutivos
entre as espécies, o efeito da especializagao de cupins inquilinos em relacdo a seus
hospedeiros nao havia sido testado. Os resultados encontrados neste trabalho refor-
¢am a importancia de evitar o encontro para o inquilinismo em cupins ja levantada
em outros trabalhos (Cristaldo et al., 2014; Florencio et al., 2013). Além disso, visto
que os fatores que afetam os custos do encontro entre co-abitantes sao similares aos

fatores que influenciam a frequéncia de inquilinismo ao longo dos diferentes biomas,
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talvez o custo do inquilinismo possa ser estimado a partir dos custos do encontro

entre hospedeiros e inquilinos.
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6.1 Introduction

Here we present the first confirmed record of facultative inquilines in arboreal
nests of Constrictotermes cyphergaster, a termite host species widely reckoned as
housing only obligate inquilines. The significance of this result would extend beyond
simply demoting from such a rank a species whose subfamily (Nasutitermitinae) is
also notorious for its paucity of cohabitants. We propose that this record can be
useful to provide hints on the mechanisms likely to underlie termite inquilinism for
this host in particular and, maybe, for termites in general.

Inquilinism in termites is defined as the interspecific termite-termite cohabitation
in a single nest built by only one of these cohabitants. Since first described as
Eutermes cyphergaster by Silvestri (1901), C. cyphergaster has been widely believed
to provide an emblematic case of inquilinism. It was known to host only two inquiline
species, Inquilinitermes fur and Inquilinitermes microcerus, never simultaneously
(Mathews, 1977). Both of these inquilines are unable to invade other hosts’ nests
and are not known to build their own nest, denouncing strict guest dependence on
the host or on its nest. Remarkably, along their whole biogeographic range, these
host-inquiline pairs occur in the same localities of other hosts and other inquilines
(Mathews, 1977; Florencio et al., 2013) without records of cross-invasions. These
facts can be interpreted as an indication that either specific traits of C. cyphergaster
impose severe restrictions to inquilinism or their nests are somewhat unsuitable to
inquilines in general. It goes without saying that both hypotheses could be true.

Recent reports have started to suggest that whichever barriers, they are not
absolute and can be overcome in C. cyphergaster nests. Obligate inquilines, for
instance, are known to occur preferably in bigger, presumably older, arboreal nests
(Cristaldo et al., 2012), evidencing weakened restrictions in such nests. Accordingly,
other termite species previously found in epigeous nests, despite not undoubtedly
characterized as true inquilines or simply accidental lodgers, offer hints on the ab-

sence of strict refractoriness of this host species (Florencio et al., 2013). A similar
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reasoning seems applicable for an unidentified species of this same genus (Cuezzo,
2005).

Here we add evidence to the notion that barriers to inquilinism in C. cyphergas-
ter are indeed surpassable, albeit in specific situations. We report on the finding of
active colonies of Embiratermes festivellus (Syntermitinae), Nasutitermes kemnert,
Parvitermes bacchanalis, and Subulitermes sp. (Nasutitermitinae) in six arboreal
nests built and simultaneously cohabited by an equally active colony of C. cypher-
gaster (Table 6.1). We provide evidence that this was unlikely to have happened
fortuitously. Instead it seems likely that inquilines had to deal with both types of
restrictions: those requiring an adjustment between host and guest species and those

associated to the features of the physical nest itself.

6.2 Material and Methods

6.2.1 Terms definition and general rationale

We use the term ‘nest’ to denote the physical structure built by termites (Cris-
taldo et al., 2012; Florencio et al., 2013; Cristaldo et al., 2014). ‘Colony’ denotes the
assemblage of termite individuals living and cooperating within the nest. ‘Cohabita-
tion’ and ’inquilinism’ are used as synonyms and refer to the simultaneous occurrence
of colonies of different termite species within a given nest, without implication of re-
ciprocal positive or negative influences. ‘Host’ refer to the termite species primarily
responsible for building the nest in which both, host and ‘guest’ (i.e., the inquiline)
cohabit.

We inspected likely connections between the settlement of inquilines and even-
tual barriers imposed by the host species itself or by the current status of their nests.
Traits linked to the host itself have been inferred from the general biology of Nasu-
titermitinae, with an emphasis on their defence strategies. Restrictions imposed by
nest status have been inspected correlating the appearance of the external nest wall
with the presence of inquilines in such nests. To do so, nests have been categorized

as “typical” or “atypical”, according to the its external colour and the occurrence of
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mosses or erosion; typical nest walls being those void of these two elements (Fig. 6.1.

Correlations have been inspected separately for obligate and facultative inquilines.

6.2.2 Focal species

Constrictotermes cyphergaster is a common termite species in Brazil, Paraguay,
Bolivia, and Northern Argentina (Mathews, 1977), foraging at night in exposed
columns and feeding mainly on wood, bark of live trees (Moura et al., 2006), and
lichens (Bourguignon et al., 2011). Nests are typically arboreal, but very young
ones may be epigeous (Vasconcellos et al., 2007). Active nests can harbour many
invertebrates, including one of two obligate inquilines, i.e., I. microcerus and I. fur,
and a large number of termitophiles, such as Staphylinidae beetles, Geometridae
caterpillars (Lepidoptera) and Crematogaster ants (Cunha & Brandao, 2000). The
settlement of such invaders seems to be constrained by nest traits, like age or size

(Cristaldo et al., 2012).

6.2.3 Study area

The study was carried out in the Brazilian Cerrado, an environment physiog-
nomically but not floristically similar to a savannas, near the town of Diamantino
(14°24°32”S, 56°26’45"W, 249-251 m above sea level), Mato Grosso State, Central
West Brazil. According to Koéppen’s classification, the study area is subjected to

Aw climate (equatorial with dry winter) (Kottek et al., 2006).

6.2.4 Data collection

Ten arboreal nests built by C. cyphergaster were sampled in March 2014, where
there were also epigeous termite nests built by Cornitermes bequaerti and Corniter-
mes silvestrii. All nest have been georeferenced. Nest volumes were calculated based
on the Cavalieri principle, by summing up the volumes of several superimposed cy-
lindrical cross sections into which the nest was visually sliced, and the volumes of the
hemispherical caps at both ends of the nest, as described and sketched by Cristaldo
et al. (2012). These volumes are provided to allow comparability to other work and
data. Nests have been taken from the field and brought to the lab, where they were

broken into pieces to manually collect host and inquiline individuals with a help of a
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soft forceps. Sampled individuals were identified to species level, following Mathews
(1977) and Constantino (2002). Identifications were confirmed by comparison with
the collection of the Isoptera Section of the Entomological Museum of the Federal
University of Vigosa (MEUV), where voucher specimens were deposited.

A bibliographic review was conducted to evaluate the occurrence of host spe-
cies in the Nasutitermitinae as compared to other subfamilies of Termitidae. We
searched ISI Web of Science (http://www.webofknowledge.com), Scopus (http:
//www.scopus.com) and Scielo (http://www.scielo.org) for papers using terms
“cohabitation”, “coexistence” and “inquilinism” in the period from 1945 to 2014. A
similar search was conducted in the following six books whose primary focus is ter-
mitology: Krishna & Weesner (1969, 1970); Mathews (1977); Grassé (1984); Abe
et al. (2000); Bignell et al. (2011). We included only records explicitly saying that

both inquiline and host colonies were active and cohabited simultaneously.

6.2.5 Analyses

We used a Generalized Linear Modelling (GLM) to inspect the relationship
between the status of the external nest wall (x-varl) and the variables describing
inquilinism. Two independent analyses have been carried out, one under Poisson
errors, with the number of cohabiting facultative inquiline species as the y-var and
the other under Binomial errors, with the presence/absence of cohabiting obligate
inquilines as y-var. The explanatory variable (nest wall status) was categorized as
‘typical’ and ‘atypical’, as described above. Analyses also included the volume of
the nest as a covariate (x-var2), because this is known to affect the propensity for
inquilinism in this host (Cristaldo et al., 2012). Modelling consisted in fitting, in-
dependently, each y-var by both x-vars. Subsequent residual analyses checked for
overdispersion and confirmed model suitability and the choice of error distribution.

Analyses have been carried out in R (R Development Core Team, 2015).


http://www.webofknowledge.com
http://www.scopus.com
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6.3 Results

The sampled nests were scattered over circa about 2.2 ha. In all them, the host
species (C. cyphergaster) was present as an active and healthy colony. A colony
of the obligate inquiline Inquilinitermes fur was also present in eight out of the
ten nests. Facultative inquilines have been found in six of these nests (Table 6.1).
All four facultative inquiline species here reported (E. festivellus, N. kemneri, P.
bacchanalis and Subulitermes sp.) have been already recorded as inquilines in other
termite hosts (Domingos, 1983; Redford, 1984; Costa et al., 2009; Cunha & Morais,
2010). They were also found in nests built by Cornitermes silvestrii in this same
locality.

The number of facultative inquiline species cohabiting a given nest was affected
by its external nest wall status, but it was not affected by the nest volume nor the
interaction between nest wall status and nest volume. Nests whose walls were eroded,
dark, and covered by mosses, held more facultative inquiline species than nests
possessing typical walls (intact, light-coloured, and free of mosses). The presence
of obligate inquilines was not affected by any of the above factors. Such results are

summarized in (Table 6.2).

6.4 Discussion

It seems likely that the events here reported were not fortuitous, at least for
N. kemneri, which were found in four nests of C. cyphergaster, and maybe for P.
bacchanalis, found in two nests. The same might be said for the other two species
(Embiratermes festivellus and Subulitermes sp.) which, despite occurring only once,
presented very active colonies. Moreover, since all four invading species are typically
soil-dwellers (Mathews, 1977) and giving that all host nests were arboreous, their
occurrence as active colonies in such nests seems not entirely due to chance.

The occurrence of these termites in nests of hosts other than C. cyphergaster
in this region and elsewhere confirms their status as inquilines and qualify them as
“facultative”, as opposed to “obligate”. Facultative inquilines are those which are

able to cohabit with a variety of termite hosts (Redford, 1984), whereas obligate
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inquilines have a host range restricted to a single species or genus (Noirot, 1970;
Shellman-Reeve, 1997).

This unexpected addition of four species to the list of cohabitants of C. cypher-
gaster opposes previous assumptions regarding restrictions of this host to inquilinism
while denouncing that such barriers are not absolute and can be overcome. The idea
that some barriers are indeed in place can be drawn from the paucity of inquiline
species not only in C. cyphergaster but also in other Nasutitermitinae. Even though
ubiquitous and abundant, especially in the Neotropics (Krishna et al., 2013; Cons-
tantino, 2015), termites from this subfamily seldom host inquilines (Figure 6.2).
Among possible reasons for such, two non-exclusive sets of restrictions seem likely:
(i) restrictive strategies used by the host itself and (ii) unsuitable traits present in
the nest material and structure.

As for restrictive strategies, their chemical defences coupled with their aggres-
sive behaviour seem to play a distinguished role. Chemical defensive compounds
possessed by Nasutitermitinae soldiers are known to be not only repellent or toxic
to insects (Prestwich, 1979, 1984) but also unpalatable to their mammal predators
(Coles, 1980; Redford, 1985; Cunha et al., 2015). In addition, their workers are ag-
gressive, adding to the defensive power of soldiers, especially against other termites
(Eisner et al., 1976; Thorne, 1982; Thorne & Haverty, 1991). Surpassing such bar-
riers should be easier for species sharing similar traits with their host. For instance,
species producing similar chemicals should be physiologically adapted to deal with
them and, hence, be able to succeed in invading. This seems to be the case with th-
ree (N. kemneri, P. bacchanalis and Subulitermes sp.) out of the four inquilines here
reported: similarly to their host, they all present defensive chemicals from the same
group (mono and diterpenes) (Prestwich & Collins, 1981; Prestwich, 1984; Sobotnik
et al., 2010). By the same token and more generally, phylogenetic proximity should
imply in trait similarity and hence favour cohabitation, in analogy to Emery’s rule
in Hymenoptera (Le Masne, 1956). Accordingly, these latter three inquilines belong
to the same subfamily as their host (Nasutitermitinae). One could then conceivably
think that these inquilines, being similar to their host, could detect subtle changes

in their host defences, profiting from these subtleties for invasion
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Recent evidence also points to nest suitability as one determinant of inquilinism:
within the same host species, inquilines prefer some nest to others in the same
environment (Cristaldo et al., 2012) and a higher load of inquilines can be found in
one environment as compared to another (Bandeira & Macambira, 1988). That is to
say, nest suitability to inquilines seems to vary according to the context, rather than
being an immutable trait. A similar pattern was detected here. Nests did vary in
their general appearance, with some nests atypically presenting dark walls partially
covered by mosses, and others eroded (Table 6.1, Figure 6.1). These atypical nests
held higher richness of facultative inquilines (P = 0.04) than those presenting more
typical external walls (that is, intact light-coloured walls free of mosses). Because
host colonies were populous and active in all nests, including atypical ones, it seems
that factors favouring facultative inquilines were associated to the nest wall’s status,
or something correlated to it, rather than to the host colony itself. It also seems
valid to deduce that these factors were not severe enough to impact the host colony’s
general health. In addition, the presence of obligate inquilines was not affected by
nest general appearance (P = 0.88), which implies that invasion by facultative and
obligate inquilines in these nests would be restricted by distinct barriers. This is
not surprising because obligate inquilines, having been likely shaped by evolutionary
army races with their hosts (Kilner & Langmore, 2011), would be better prepared
than facultative ones to face changes in ecological barriers to inquilinism.

Clearly, all these hypotheses require further testing, and we present them to
highlight research pathways that might lead to a better understanding of the phe-
nomenon of cohabitation in nests of C. cyphergaster and maybe in termite nests in
general. These hypotheses appear to follow naturally from the study reported here
because our focal inquilines did not occupy these host nests at random. Instead,
nest invasion was apparently dependent on functional similarities between host and
inquilines as well as the ecological context under which these nests become suitable

for cohabitation.
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Figura 6.1: Nests of Constrictotermes cyphergaster sampled in Diamantino, Mato Grosso, Brazil.

(a) Typical nest: intact, light-coloured, and free of mosses (b) Atypical nest: dark, eroded and
covered by mosses.

Mac  Sph  For Api  Cub

Ter Syn Nas
Subfamilies of Termitidae

Figura 6.2: Proportional number of termite species recorded as a host, relative to total number
of species, in each subfamily of Blattodea: Isoptera: Termitidae. Mac: Macroterminiae; Sph:

Sphaerotermitinae; For: Foraminitermitinae; Api: Apicotermitinae; Cub: Cubitermitinae; Ter:
Termitinae; Syn: Syntermitinae; Nas: Nasutitermitinae.



Tabela 6.1: Inquiline termite species recorded in nests of Constrictotermes cyphergaster (Blattodea: Isoptera) sampled in Diamantino, Mato Grosso, Brazil, in March 2014. Each line refers to a
single host nest, with respective field code (Nest ID), record of the presence of inquiline species, the nest volume (in litres), the status of the external nests wall (“typical” or “atypical”), and nest
location (latitude x longitude). Typical nest walls are light-coloured, intact, and free of mosses. Atypical nest walls are dark-coloured, eroded, covered by mosses, or any combination of these (see
Fig. 6.1). All host and inquiline colonies inhabiting these nests were active and healthy. Nest DM12 held no inquilines. Inquilinitermes fur are obligate inquilines, all the others are facultative.

Inquilines

Nest ID I fur N. kemneri P. bacchanalis  Subulitermes sp. E. festivellus Volume (L) Wall Status Location

dark, covered by 14°28°22”S

DMOz2 20.68 mosses 56°20°50"W

light-coloured, 14°28°21”S

DMO3 X LS without mosses 56°29°49"W

light-coloured, 14°28°22”S

DMO6 x 12.22 without mosses 56°29°49"W

light-coloured, 14°28’19”S

DMOS X B without mosses 56°29’45”"W

light-coloured, 14°28°21”S

DMI10 X 31.52 without mosses 56°29°52"W
dark, eroded

! ’ 14°28°22”S

DM11 X 18.66 covered by 56°20'46"W

mosses

14°28’19”S

DM12 25.92 eroded 56°20'46"W

light-coloured, 14°28°21”S

DM13 X 2050 without mosses 56°29°46"W
dark, eroded

’ ’ 14°28’21”S

DM14 X 11.63 covered by 56°20'50"W

mosses
dark, covered by  14°28’19”S
L0l % 26.58 MO 56°20°47"W
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Tabela 6.2: Effect of external nest wall status and nest volume on inquilinism by (a) facultative
and (b) obligate termite inquilines in Constrictotermes cyphergaster. Nest wall status refers
to typical (intact light-coloured walls free of mosses) or atypical (eroded dark walls covered by
mosses) host nests walls.

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(> x?)

a) Number of facultative inquiline species

null model 9 9.1155

status 1 4.0414 8 5.0740 0.0444
volume 1 0.0900 7 4.9840 0.4689
status:volume 1 0.0945 6 4.8896 0.9743
b) Presence of obligate termite inquiline species

null model 9 10.0080

status 1 0.1026 8 9.9054 0.7487
volume 1 0.1126 7 9.7928 0.7372
status:volume 1 0.0127 6 9.7801 0.9101
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Tabela A.1: Espécies de cupins hospedeiros e inquilinos utilizadas nos experimentos. Hospedeiros avaliados estdo marcados com (*).

Espécie

Nidificacao

Inquilinismo

Referéncias

Serritermitidae

Serritermes serrifer (Hagen & Bates, 1858)

Termitidae: Apicotermitinae

Ruptitermes sp.

Termitidae: Nasutitermitinae

Constrictotermes cyphergaster (Silvestri, 1901)*

Nasutitermes kemneri Snyder & Emerson, 1949

Velocitermes heteropterus (Silvestri, 1901)*

nao constréi ninhos

a maloria das espécies nao

constroi ninho

constréi ninhos epigeos e ar-
boricolas

nao constroi ninhos

constréi ninhos epigeos irregu-

lares

inquilino obrigatério de espécies do

género Cornitermes

encontrado como inquilino de diver-

sas espécies

pode abrigar Inquilinitermes fur ou
Inquilinitermes microcerus
encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

pode abrigar inquilinos, mas tam-
bém pode ser encontrado como in-

quilino de diversas espécies

Emerson & Krishna, 1975;

Araujo, 1977; Mathews, 1977

Mathews, 1977

Silvestri, 1901, 1903;
Mathews, 1977

Mathews, 1977

Mathews, 1977; Coles DeNe-
gret & Redford, 1982

Continued on next page
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Tabela A.1: continued from previous page

Espécie

Nidificacao

Inquilinismo

Referéncias

Termitidae: Syntermitinae

Cornitermes bequaerti Emerson, 1952*

Cornitermes silvestrii Emerson, 1952%*

Cornitermes villosus Emerson, 1952*

Curvitermes minor (Silvestri, 1901)

Curvitermes odontognathus (Silvestri, 1901)

Cyrilliotermes strictinasus (Mathews, 1977)

Labiotermes emersoni (Araujo, 1954)

constroi ninhos epigeos argilo-
sos de grande porte
constréi ninhos epigeos argilo-
sos de grande porte
constroi ninhos epigeos argilo-
sos de grande porte

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

pode abrigar diversas espécies de in-
quilinos

pode abrigar diversas espécies de in-
quilinos

nao ha registros de inquilinos em
seus ninhos

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

encontrado como inquilino de diver-

sas espécies

Emerson, 1952; Cancello,
1991; Mathews, 1977

Emerson, 1952; Mathews,
1977; Cunha & Morais, 2010

Emerson, 1952

Mathews, 1977; Carvalho &
Constantino, 2011
Mathews, 1977; Carvalho &
Constantino, 2011
Mathews, 1977; Constantino
& Carvalho, 2012

Constantino et al., 2006

Continued on next page
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Tabela A.1: continued from previous page

Espécie

Nidificacao

Inquilinismo

Referéncias

Silvestritermes euamignathus (Silvestri, 1901)*

Termitidae: Termitinae

Cavitermes parmae Mathews, 1977

Dihoplotermes inusitatus Araujo, 1961

Genuotermes spinifer Emerson, 1950

Inquilinitermes fur (Silvestri, 1901)

Inquilinitermes microcerus (Silvestri, 1901)

constréi ninhos epigeos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

pode abrigar inquilinos, mas tam-
bém pode ser encontrado como in-

quilino de diversas espécies

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies

inquilino obrigatério de C. cypher-
gaster

inquilino obrigatério de C. cypher-

gaster

Mathews, 1977; Domingos,
1983; Rocha et al., 2012

Mathews, 1977

Mathews, 1977

Mathews, 1977

Silvestri, 1901, 1903;

Mathews, 1977

Silvestri, 1901, 1903;
Mathews, 1977

Continued on next page
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Tabela A.1: continued from previous page

Espécie

Nidificacao

Inquilinismo

Referéncias

Neocapritermes parvus (Silvestri, 1901)

Spinitermes trispinosus (Hagen & Bates, 1858)

Termes sp.

nao constréi ninhos

nao constréi ninhos

varia espécies nao constroem

ninho

encontrado como inquilino de diver-
sas espécies
encontrado como inquilino de diver-
sas espécies
encontrado como inquilino de diver-

sas espécies

Krishna & Araujo, 1968

Mathews, 1977

Mathews, 1977
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Tabela A.2: Quantidade de ninhos de cada cupim hospedeiro (Insecta: Blattodea: Isoptera) ocupados por cada espécie de cupim inquilino em quatro localidades do bioma Cerrado,
nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Dentre os hospedeiros, Constrictotermes cyphergaster e Velocitermes heteropterus pertencem a subfamilia Nasutitermitinae enquanto que
os demais pertencem aos Syntermitinae. Constrictotermes cyphergaster constrdi ninhos arboricolas e os demais constroem ninhos epigeos. Localidades: VB = Vila Bela da Santissima
Trindade-MT, DM = Diamantino-MT, GM = Gameleira de Goids-GO, DV = Divinépolis-MG. As localidades estdo dispostas no sentido noroeste-sudeste ao longo de um transecto de
aproximadamente 1700 Km, abrangendo cerca de 5 graus de latitude e 15 graus e longitude. Os ndmeros marcados com (*) referem-se aos pares inquilino-hospedeiro utilizados no
experimento.

Hospedeiros/Localidades
Inquilinos Termitidae: Syntermitinae Termitidae: Nasutitermitinae

C. bequaerti C. silvestrii C. villosus S. euamignathus C. cyphergaster V. heteropterus

VB DM GM bV VB DM GM DV VB DM GM DV VB DM GM DV VB DM GM DV VB DM GM DV

Serritermitidae

Serritermes serrifer 1% 3*

Termitidae: Termitinae

Cavitermes parmae 1% 2

Dihoplotermes inusitatus 1* 1

Genuotermes spinifer 1*

Inquilinitermes fur 8*
Inquilinitermes microcerus 8*
Neocapritermes parvus 1 1 1*
Orthognathotermes sp. 1

Spinitermes trispinosus 3* 1% 3* 1*
Termes sp. 1* 1 1%

Termitidae: Apicotermitinae

Anoplotermes sp. 3

Grigiotermes sp. 2

Ruptitermes sp. 1* 1*

Termitidae: Syntermitinae

Curvitermes minor 1% 3*

Curvitermes odontognathus 1 1* 1 1* 1*
Cyrilliotermes strictinasus 1 1%

Embiratermes festivellus 1 1 1 5 1 3 2
Labiotermes emersoni 1* 1*

Termitidae: Nasutitermitinae

Cyranotermes timuassu 1

Nasutitermes kemneri 3* 2% 4%

Nasutitermes longiarticulatus 1

Parvitermes bacchanalis

Subulitermes sp. 1 1 1 1

Velocitermes heteropterus 1 2% 2%
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Tabela A.3: Ndmero de individuos e densidade em cada arena com cada espécie de inquilino e/ou hospedeiro
utilizada no experimento de sobrevivéncia dos grupos monoespecificos e heteroespecificos. As espécies foram
coletadas nos municipios de Vila Bela da Santissima Trindade-MT, Diamantino-MT, Gameleira de Goias-GO
e Divindpolis-MG durante os meses de Fevereiro a Maio de 2014 e Janeiro e Fevereiro de 2015.

NCIndividuos
Hospedeiro Inquilino Hosp Inq  Densidade
Grupos Monoespecificos
Constrictotermes cyphergaster 10 0 0.122
Cornitermes bequaerti 8 0 0.151
Cornitermes silvestrii 8 0 0.151
Cornitermes villosus 8 0 0.151
Silvestritermes euamignathus 8 0 0.121
Velocitermes heteropterus 10 0 0.122
Cavitermes parmae 0 8 0.117
Curvitermes minor 0 10 0.117
Curvitermes odontognathus 0 10 0.117
Cyrilliotermes strictinasus 0 10 0.117
Dihoplotermes inusitatus 0 10 0.117
Genuotermes spinifer 0 10 0.120
Inquilinitermes fur 0 10 0.107
Inquilinitermes microcerus 0 10 0.107
Labiotermes emersoni 0 6 0.177
Nasutitermes kemneri 0 10 0.122
Neocapritermes parvus 0 8 0.141
Ruptitermes sp. 0 10 0.117
Serritermes serrifer 0 10 0.121
Spinitermes trispinosus 0 10 0.117
Termes sp. 0 10 0.117
Velocitermes heteropterus 0 10 0.122
Grupos Heteroespecificos
Cornitermes bequaerti Dihoplotermes inusitatus 4 6 0.146
Cornitermes bequaerti Termes sp. 4 6 0.146
Cornitermes bequaerti Ruptitermes sp. 4 6 0.146
Cornitermes bequaerti Curvitermes odontognathus 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Serritermes serrifer 4 6 0.148
Cornitermes silvestrii Cavitermes parmae 4 4 0.134
Cornitermes silvestrii Spinitermes trispinosus 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Termes sp. 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Ruptitermes sp. 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Curvitermes minor 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Cyrilliotermes strictinasus 4 6 0.146
Cornitermes silvestrii Labiotermes emersoni 3 3 0.144
Cornitermes silvestrii Nasutitermes kemneri 4 6 0.148
Cornitermes silvestrii Velocitermes heteropterus 4 6 0.148
Cornitermes villosus Serritermes serrifer 4 6 0.148
Cornitermes villosus Cavitermes parmae 4 4 0.134
Cornitermes villosus Genuotermes spinifer 4 4 0.146
Cornitermes villosus Spinitermes trispinosus 4 6 0.146
Cornitermes villosus Curvitermes minor 4 6 0.146
Cornitermes villosus Curvitermes odontognathus 4 6 0.146
Cornitermes villosus Labiotermes emersoni 3 3 0.144
Cornitermes villosus Nasutitermes kemneri 4 6 0.148
Cornitermes silvestrii Nasutitermes kemneri 4 6 0.148
Silvestritermes euamignathus Velocitermes heteropterus 4 6 0.133
Constrictotermes cyphergaster — Inquilinitermes fur 6 6 0.131
Constrictotermes cyphergaster — Inquilinitermes microcerus 6 6 0.131
Constrictotermes cyphergaster — Nasutitermes kemneri 6 6 0.146
Velocitermes heteropterus Neocapritermes parvus 6 4 0.143
Velocitermes heteropterus Spinitermes trispinosus 6 6 0.143
Velocitermes heteropterus Curvitermes odontognathus 6 6 0.143




