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RESUMO

ROSA, Cassiano Sousa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2012. Interagoes inter-especificas em cupinzeiros. Orientador: Og
Francisco Fonseca de Souza. Coorientadores: Eraldo Rodrigues de Lima e
Simon Luke Elliot.

Por varios anos, ecdlogos de comunidades concentram-se em desenvolver
métodos adequados para a deteccao de padroes em conjuntos de espécies e
identificar processos capazes de gerar tais padroes. Entre estes processos,
a presencga do predador parece afetar a diversidade em varias comunida-
des. Além da predacdo, outras interagoes e as caracteristicas intrinsecas
das espécies envolvidas também sao processos importantes na estruturagao
de comunidades, principalmente naquelas comunidades associadas a ninhos
de insetos sociais. Sendo assim, o objetivo desta tese foi testar o efeito do
predador sobre a diversidade de invasores, bem como algumas caracteristi-
cas intrinsecas que permitem a coexisténcia de espécies em ninhos de cupins.
Para tanto, testamos as seguintes hipéteses: (i) a presenga do predador afeta
a diversidade de invasores em ninhos de cupins; (%) existe um tamanho cri-
tico de ninhos de cupins, acima do qual os coabitantes sao mais provaveis
de ocorrer; (iii) algumas espécies que co-habitam ninhos de cupins possuem
mimetismo quimico. Dentre os co-habitantes de ninhos de cupins parece ter
uma certa especificidade e os Staphylinidae sao os mais comumente encotra-
dos. Nossos resultados sugerem que o predador é importante fator regulador
da riqueza de espécies invasoras em ninhos de cupins, mas para a abundan-
cia de invasores o predador nao é importante e sim o volume dos ninhos
é que regula esta abundancia. FEntre os invasores, os Staphylinidae obri-
gatérios parecem conseguir invadir ninhos menores que 3 1, por outro lado
os inquilinos obrigatérios parecem conseguir se estabelecer apds os ninhos
atingirem um volume maior que 13 1. Dentre os invasores Staphylinidae,

algumas espécies possuem hidrocarbonetos cuticulares similares aos de seus
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hospedeiros, o que pode facilitar a sua permanéncia dentro dos ninhos sem
serem perturbados. Assim, o presente trabalho auxilia na compreensao dos
fatores que podem afetar a coabitagao em ninhos de cupins, mostrando a
importancia do predador e de mecanismos intrinsecas das espécies, como
volume do ninho e capacidade de mimetizar os hidrocarbonetos dos seus

hospedeiros, sobre a co-existéncia de espécies nesses ninhos.



xvi

ABSTRACT

ROSA, Cassiano Sousa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Interspecific interactions in termite mounds. Adviser: Og
Francisco Fonseca de Souza. Co-advisers: Eraldo Rodrigues de Lima and
Simon Luke Elliot.

For several years, community ecologists have focused on developing adequate
methods of detecting patterns in species sets and to identify processes that
might generate certain patterns. Among these processes, the presence of
predator seems to affect the diversity in many communities. But, in addition
to predation and other interactions the intrinsic characteristics of the species
involved are also important, especially in communities associated with nests
of social insects. Thus, this thesis aims to test the effect of the predator,
as well as some inherent characteristics that allow the species coexistence
inside termite nests. Therefore, we tested the following hypotheses: (i) the
presence of predators affects the diversity of invaders in termite nests; (i)
there is a critical nest size above which cohabitants are more likely to occur,
(iii) some species that cohabit inside termite nests have chemical mimicry.
Among cohabitants species of termite nests seem to exist a termitophiles
specificity. Staphylinidae family are the most common. Our results showed
that in termite nests where predators are found inside have higher termi-
tophile richness, but the abundance is not affected by predator but the nest’s
volume is determinant. We have seen that obligatory Staphylinidae seems
to be able to invade small nests, on the other hand, termite inquiline seems
to be able to invade nest bigger than 16 1. In this family some species have
cuticular hydrocarbons similar to those of their hosts, which can help those
individual stay undisturbed inside the nests. Thus, this work contributes
to understanding the role of predators on prey behavior and the effect on
the diversity and also help to understand the mechanisms involved in the

invasion and coexistence in termite nests.
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Perspectivas sobre a coabitacao de
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1.1 Introducao

A presenca de outros animais habitando ninhos de insetos sociais é
um fendémeno frequentemente relatado para formigas (Holldobler & Wilson,
1990; Brandt et al., 2005), abelhas (Dronnet et al., 2005) e cupins (Kistner,
1969). Os individuos que coabitam ninhos de insetos sociais devem buscar
alimento, protecao e também estabilidade climatica. Isto porque na cons-
trucao dos ninhos, as colonias conseguem agregar nutrientes nas paredes dos
ninhos ou mesmo armazenar o alimento dentro do ninho (Setz et al., 1999),
e além de suas paredes serem fortes o suficiente para oferecer protecao con-
tra predadores (Noirot, 1970), elas sao construidas de forma a permitir uma
temperatura e umidade relativamente estéveis dentro dos ninhos (Singh &
Singh, 1981).

Especificamente em cupinzeiros, existe uma grande diversidade de es-
pécies ja encontrados co-habitando com os cupins, dentre eles temos verte-
brados (Joseph et al., 2011) e invertebrados (Grassé, 1986). Dentre os in-
vertebrados, destaca-se a presenca de artréopodes em geral (Emerson, 1935;
Kistner, 1969; Cunha & Brandao, 2000), que sao conhecidos como termit6fi-
los, mas também encontramos outras espécies de cupins (Eggleton & Bignell,
1997; Cunha et al., 2003), conhecidos como inquilinos. Apesar da grande
quantidade de relatos, estudos sobre os mecanismos e possiveis interagoes
existentes entre os termitéfilos e seus hospedeiros ainda sao raros.

Dada a falta de conhecimento basico sobre essas interagoes, nds levan-
tamos algumas hipéteses possiveis para explicar a invasao e a coexisténcia

entre cupins e outros invertebrados dentro dos cupinzeiros. Para isso, nds
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construimos um fluxograma de hipdteses para explicar a entrada de inverte-
brados em ninhos de cupins e os possiveis mecanismos que podem permitir
que esta invasao cause a (i) morte da colonia ou (ii) coexisténcia entre in-
vertebrados e construtores (Fig. 1.1). Neste trabalho nés usaremos o termo
termitéfilo sempre que estivermos nos referindo aos invertebrados, nao cu-
pins, que sao encontrados dentro dos cupinzeiros.

Nas segoes seguintes, mostraremos algumas evidéncias que nos levaram
a levantar tais hipdteses. Para isso, nos baseamos na literatura corrente,
principalmente, sobre invasao de ninhos de formigas e outros insetos sociais,

cujos mecanismos muitas vezes ja sao bem estudados.
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Figura 1.1: Diagrama de hipdteses para explicar a invasdo dos ninhos de cupins pelos termi-

téfilos.
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1.2 Localizagao

1.2.1 O que se encontrou até o momento

A parte interna dos ninhos de insetos sociais é composta de diversos
compartimentos que apresentam variagoes especificas entre os grupos, como
por exemplo o jardim de fungo em formigas, os potes de alimentos em abelhas
e o compartimento de fungos em cupins da sub-familia Macrotermitinae
(Wilson, 1971).

Em ninhos de cupins, além dos compartimentos na parte interna onde se
localiza a colonia, existem varias galerias nas quais os operarios e soldados
se movimentam de um ponto ao outro no ninho (Korb, 2011). Em ninhos
de paredes mais espessas, como ninhos de Cornitermes spp., normalmente
o numero de galerias nas paredes é menor, tornando assim estes lugares
inalcangdveis para o patrulhamento dos soldados (Costa-Leonardo, 2002) e
consequentemente mais propicio para invasores (Fig. 1.2). Sao nessas pare-
des espessas e sem galerias que, p. ex., larvas de besouros sao comummente

encontradas em grandes numeros (Rosa et al., 2008; Japiassu, 2010).
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Figura 1.2: Esquema de um ninho de cupins mostrando o interior onde (a) a parede do ninho
com um ndmero inferior de canais utilizados para deslocamento dos individuos da col6nia e o
(b) centro do ninho, onde normalmente a colénia se estabelece, e consequentemente possui

um nimero maior de canais utilizados para deslocamento e patrulhamento.

Para coabitagdo em ninhos de formigas, o local no ninho onde o coabi-
tante se estabelece pode indicar qual o beneficio que ele busca dentro do
ninho e também qual o grau de interagao com a espécie hospedeira (Tho-
mas et al., 2005). Na coabitacao em ninhos de cupins, também podemos
observar que diferentes espécies ocupam locais diferentes dentro do ninho.
No entanto, os mecanismos envolvidos ainda nao estao esclarecidos. Dessa
forma, é possivel que, assim como nos exemplos envolvendo formigas, os
coabitantes de ninhos de cupins podem ter o local onde sao encontrados
ligados (i) ao beneficio que ele busca no ninho e (ii) ao grau de interagao do
coabitante com os individuos da espécie hospedeira.

Insetos da subfamilia Termitoxeniinae (Diptera: Phoridae) sao encon-
trados nos jardins de fungos dos cupinzeiros da subfamilia Macrotermitinae
(Malin & Kistner, 1970). Esses coabitantes utilizam uma drea que é muito
frequentada pelos individuos da espécie hospedeira. Em funcao disso, é pos-
sivel que haja uma interagao constante entre os individuos das duas espécies.
Essa suposicao foi confirmada por ensaios em laboratdrio onde os autores

registraram que héd contato antenal e comportamento de limpeza entre os
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individuos das duas espécies (Malin & Kistner, 1970).

Nos ninhos de Cornitermes cumulans (Kollar) (Isoptera: Syntermitinae),
sao encontradas larvas de besouros (Coleoptera: Melolonthidae) na por¢ao
inferior do cupinzeiro (Rosa et al., 2008). As por¢oes inferiores desses ninhos
sao proximas das camaras de aeragao que sao locais pouco utilizados pelo
construtor (Costa-Leonardo, 2002). Desta maneira, é possivel que esse coa-
bitante nao entre em contato frequente com seu hospedeiro (Figura 1.1B).
De fato, Rosa et al. (2008) observaram que a presenca dessas larvas nao afeta
a sobrevivéncia dos individuos de C. cumulans, corroborando a hipotese de
que hé pouca interacao entre as espécies. Isto porque, como veremos na
secao 1.4.1.1, as interacoes entre individuos pode aumentar a sobrevivéncia
destes (Lenz & Williams, 1980; DeSouza et al., 2001).

Baseado no modelo proposto por Thomas et al. (2005) para mirmecé-
filos, um modelo hipotético para termitdfilos seria que: (i) termitéfilos en-
contrados na periferia (ex: tineis de forrageamento) do cupinzeiro de uma
determinada familia, seriam também encontrados em outros cupinzeiros da
mesma familia; (ii) termitoéfilos encontrados no interior do cupinzeiro de um
determinado género, seriam também encontrados em outros cupinzeiros do
mesmo género; (iii) termitéfilos encontrados préximos & camara real seriam
encontrados apenas nos cupinzeiros da mesma espécie. Em resumo, a lo-
calizagao do termitofilo dentro do cupinzeiro pode ser capaz de indicar o
grau de especificidade e parentesco da espécie coabitante com o seu hospe-
deiro. No entanto, sao necessarios coletas com metodologia adequada para
precisar a localizacao do termitofilo, bem como experimentos em campo e
laboratério que elucidem que tipo de interagao ocorre entre os individuos
dos termitofilos e seus hospedeiros.

Conforme serd explicado a seguir, o mimetismo quimico dos hidrocar-
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bonetos cuticulares pode ser adquirido por contato com outros individuos
ou com o ambiente interno do ninho (Turillazzi et al., 2000; Nunes et al.,
2011). E possivel que os termitéfilos possam adquirir os hidrocarbonetos cu-
ticulares da espécie hospedeira através do contato com a parede interna do
cupinzeiro. Se essa transferéncia for eficaz, os termitoéfilos podem ter sucesso
na invasao do ninho por ter adquirido o mimetismo quimico pela parede do
ninho. Desta maneira, a entrada pelos locais nao patrulhados do cupinzeiro

pode ser um possivel mecanismo para aquisicao do mimetismo quimico.

1.3 Estratégias utilizadas pelos termitoéfilos

Colonias de cupins possuem uma variedade de estratégias e adaptagoes
defensivas que variam entre as espécies (Sobotnik et al., 2010). Dentre estas
estratégias, a capacidade que os soldados e os operarios tém de reconhecer
quimicamente os individuos que nao pertencem a colonia e atacé-los por meio
de comportamentos agressivos (Kaib et al., 2004; Sobotnik et al., 2008),
é uma das mais importantes. Desta forma, a entrada de individuos nao
pertencentes a colonia, como é o caso dos termitéfilos, é um fato bastante
intrigante. Abaixo sdo discutidas trés possiveis estratégias utilizadas pelos

termitéfilos para entrarem nos cupinzeiros.

1.3.1 Mimetismo

Uma vez que os termitoéfilos sao encontrados no interior dos ninhos,
em contato com os cupins (Kistner, 1968b, 1970b,d; Kistner & Pasteels,
1970b,a), e que os cupins possuem a capacidade de reconhecer e agredir

individuos nao pertencentes & colonia (Kaib et al., 2004; Sobotnik et al.,
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2008), pode-se sugerir a hip6tese de que eles possuam diferentes tipos de
mimetismo que possibilitem sua entrada e permanéncia nestes locais sem
que sejam reconhecidos como intrusos (Figura 1.1H). Robinson (1981) de-
fine mimetismo como um sistema que “involves an organism (the mimic)
which simulates signal properties of another organism (the model) so that
the two are confused by a third organism (the operator) and the mimic gains
protection, food, or a mating advantage as a consequence of the confusion”
(p-19). Com termitéfilos, temos alguns exemplos de mimetismo (i) morfo-
légico (Figura 1.1K), como parece existir em estafilinideos (Kistner, 1969;
Watson, 1973; Grassé, 1986) e Zoraptera (Delamare-Deboutteville, 1948) e

(ii) quimico (Figura 1.1F) (estafilinideos Howard et al. (1980) e capitulo 4).

1.3.1.1 Mimetismo morfolégico

O mimetismo morfolégico é uma estratégia utilizada por varios insetos
(Rettenmeyer, 1970) e que vem sendo reportada como estratégia de escape
do predador e para conseguir protegao e alimento (Rettenmeyer, 1970; McI-
ver & Stonedahl, 1993, ver revisao). Em organismos sociais este tipo de
mimetismo parece ser particularmente comum, com varios registros de indi-
viduos miméticos dentro de colénias de insetos sociais (Figura 1.1K), prin-
cipalmente formigas (Mclver & Stonedahl, 1993).

Entre os termitoéfilos, os besouros da familia Staphylinidae sao os mais
conhecidos e estudados (Emerson, 1935; Grassé, 1986; Kistner, 1990; Kanao
et al., 2010, e referéncias). Algumas espécies possuem fisiogastria - que é a
dilatacao do abdomem, comoum em fémeas de alguns insetos como as rai-
nhas de cupins - e ainda tém a capacidade de sobrepor o abdomen ao térax.
A fisiogastria apresentada, principalmente pelos membros da tribo Coroto-

cini (Kistner, 1968b), pode ser responsavel por deixar o abdome extensiva-
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mente mais membranoso, e portanto mais similar aos cupins hospedeiros,
que sao normalmente menos quitinizados que os estafilinideos. Além disso,
a capacidade de sobrepor o abdome ao térax promove uma diminui¢dao no
tamanho corporal dos besouros, tornando-os mais similares aos cupins, prin-
cipalmente operarios e larvas (Watson, 1973; Sands & Lamb, 1975). Tais
evidéncias sao verificadas em Termitopullus (Coleoptera: Staphylinidae),
que possuem estas caracteristicas e sao carregados pelos operdrios de seus
hospedeiros (Nasutitermes) para dentro dos ninhos (Pasteels, 1968; Grassé,
1986), como se fossem ninfas, pois possuem tamanho e formato do corpo
semelhante aos das ninfas de cupins. Sendo assim, o mimetismo morfol-
gico parece ser uma estratégia que vem sendo utilizada pelos termitdfilos
que com isso tém conseguido entrar e se estabelecer dentro dos ninhos dos

cupins, sem serem reconhecidos como intrusos.

1.3.1.2 Mimetismo quimico

O mimetismo quimico (Figura 1.1F) também pode ser uma explicagao
para a coabitacao entre termitofilos e cupins, e tem sido reportado em varios
taxa (Howard et al., 1980; Vander Meer & Wojcik, 1982; Vauchot et al., 1996;
Lenoir et al., 2001).

Em insetos sociais, os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) tem como fun-
¢ao principal proteger o animal contra a perda de agua. Adicionalmente,
estes HCs também sao utilizados para o reconhecimento da espécie, colonia
ou castas (Singer, 1998; Howard & Blomquist, 2005) e sao detectados atra-
vés do contato antenal (Blomquist & Bagneres, 2010). Existe uma grande
especificidade entre os HCs das espécies de cupins, de tal forma que Kaib
et al. (1991) propoe o uso da anédlise de HCs na identificacao de algumas es-

pécies. Além disso, os cupins também sao capazes de reconhecer individuos
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da mesma espécie porém de outra colonia, exibindo comportamento agres-
sivo aos individuos da outra colonia (Kaib et al., 2004; Marins & DeSouza,
2008).

Mesmo com esta capacidade de reconhecimento de integrantes da colo-
nia, os cupinzeiros sao constantemente invadidos por outros insetos, que sao
encontrados interagindo com os cupins (Kistner, 1968b, 1975). Isto nos leva
a pergunta: “Como isso é possivel?” (Kistner, 1990).

Os invasores podem adquirir os HCs apés entrarem no ninhos (Figura
1.1D), ou ja possui-los independente do contato entre as duas espécies (Fi-
gura 1.1F). Um exemplo desta primeira opgao foi observado por Vander Meer
& Wojcik (1982) entre Myrmecaphodius excavaticollis (Blandchard) (Cole-
optera: Scarabaeidae) e sua formiga hospedeira do género Solenopsis. Por
outro lado, Howard et al. (1980) observou que o termitéfilo Trichopsenius
frosti Seevers (Coleoptera:Staphylinidae), possui HCs semelhantes aos de
seu hospedeiro, Reticulitermes flavipes (Kollar) (Isoptera: Rhinotermitidae),
antes mesmo de qualquer contato com o cupim, nao encontrando assim di-
ficuldades para entrar e permanecer nos ninhos de R. flavipes. Entao o
mimetismo quimico parece ser uma hipdtese plausivel para explicar a inva-
sao e permanéncia de termitéfilos dentro de cupinzeiros, mas que ainda é

pouco explorada pelos pesquisadores.

1.3.2 Tamanho do corpo

Para minimizar os conflitos com o hospedeiro, algumas espécies podem
utilizar a estratégia de evitar o encontro com o hospedeiro (Figura 1.1B). A
estratégia de fuga da espécie que patrulha o ninho é utilizada por besouros
da familia Staphylinidae que sao encontrados em ninhos da formiga Lasius

fuliginosus Latreille (Formicidae: Fomicinae) (Stoeffler et al., 2011). Es-
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ses besouros nao produzem substancias atrativas para a espécie hospedeira,
nem possuem mimetismo quimico, entdo, eles utilizam a estratégia de fuga
para evitar conflitos com a formiga hospedeira (Stoeffler et al., 2011). Os
termitéfilos que nao possuem algum tipo de mimetismo ou atrativo, podem
se valer dessa estratégia para evitar conflitos com o cupim hospedeiro.

As galerias dos cupinzeiros sdo construidas no tamanho adequado para
os individuos construtores do ninho. Termitéfilos que sdo menores que seus
hospedeiros podem transitar com maior facilidade dentro das galerias. Esse
transito facilitado dentro das galerias permite que os termitéfilos possam
evitar o encontro com os hospedeiros, ao utilizarem galerias abandonadas ou
menos patrulhadas, como as paredes externas dos ninhos. Se os termitdéfilos
utilizam essa estratégia para entrar no cupinzeiro sem serem percebidos,
esperamos que os termitéfilos sejam menores que seus hospedeiros. Um
exemplo sdo os individuos da espécie Zorotypus hubbardi Caudell (Zoraptera:
Zorotypidae) que s@ao encontrados dentro dos ninhos do cupim Reticulitermes
flavipes (Delamare-Deboutteville, 1948; Grassé, 1986). Esses individuos sao
menores que o hospedeiro e preferem as galerias abandonadas do ninho. De
acordo com Delamare-Deboutteville (1948) eles nao se relacionam com os
cupins. E possivel que essa espécie utilize a estratégia de fuga para entrar
e permanecer dentro do cupinzeiros. Para nosso conhecimento, nao existem

registros na literatura que comprove o uso dessa estratégia pelos termitofilos.

1.3.3 Agressividade

Os termitofilos podem ser reconhecidos ao entrarem no ninho, porém
os cupins podem nao conseguir expulsa-los (Figura 1.1J). Alguns termit6fi-
los encontrados nos cupinzeiros podem ser animais agressivos e resistentes

ao ataque dos cupins, como por exemplo algumas espécies de Neuroptera,
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Hemiptera, Blattodea, Orthoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (De-
ligne et al., 1981) . Além disso, os termitéfilos podem ser maiores do que os
cupins, exemplo disso sao larvas de Melolonthidae encontradas no interior
dos ninhos de C. cumulans (Rosa et al., 2008). Por se tratarem de larvas
muito maiores que os cupins e até mesmo mais resistentes, é possivel que os
cupins nao consigam expulsid-las, permitindo assim o estabelecimento destes
e a formacao de galerias muito maiores do que as existentes nos cupinzeiros.
Desta maneira, o mecanismo que permite que o termitéfilo se estabeleca
dentro do cupinzeiro seria a superioridade agressiva em relacao ao invasor.
Esta forma de invadir uma colonia é observada na formiga Temnothorax
longispinosus (Formicidae: Myrmicinae) que entra no ninho de sua hospe-
deira Protomognathus americanus (Formicidae: Myrmicinae) agredindo seus

individuos (Brandt et al., 2005).

1.4 Consequéncias da entrada dos termitoéfilos

Outra hipétese na associacdo entre cupins e termitofilos é de que ao
invadirem os cupinzeiros, os termitéfilos se encontram com individuos da
espécie hospedeiro e sejam reconhecidos como intrusos (Figura 1.1E). Diante
do reconhecimento, a colénia de cupins pode permitir o estabelecimento dos
termitéfilos em seus ninhos (Figura 1.1L). Alguns mecanismos benéficos a
colonia podem ser propostos para explicar este processo: (i) via facilitacdo
social, (i) liberacao de exsudatos nutritivos ou (iii) auxilio na defesa da
colonia (se¢ao 1.4.1).

Por outro lado, os cupins podem ainda nao serem capazes de expulsa-

los, o que também levaria a coexisténcia de termitofilos em cupinzeiros.
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Estes termitéfilos poderiam aumentar os custos para a colonia (p.ex. se
alimentando da estrutura do ninho ou de individuos da colénia) ou ainda
beneficid-la (p.ex. eliminando predadores de cupins). A seguir trataremos

destes dois pontos na segao 1.4.2.

1.4.1 Beneficios para o hospedeiro

Existe a possibilidade de uma colénia de cupim ser capaz de reconhecer o
intruso e ainda assim nao expulsd-lo. Matsuura & Nishida (2001) propoe que
durante a fase de crescimento de uma colonia (quando hd muitas ninfas em
relacdo ao nimero de operarios), essa colonia fique mais propensa a aceitar
uma fusdo de colonias, e dessa maneira aumentar o ntimero de operarios
trazendo alimento para as ninfas. A estratégia que permite que os cupins
“percebam” as vantagens de aceitar um intruso ainda nao estao claras. No
entanto é esperado que qualquer mudanca comportamental que traga um
beneficio adaptativo a colonia seja mantido na populagao e a longo prazo na
espécie.

A presenca de termitéfilos em cupinzeiros também pode ocorrer quando
os termitofilos fornecem diretamente algum beneficio para colénia (Redford,
1984b). Tal beneficio pode ser via facilitagdo social (Figura 1.1S) (DeSouza
et al., 2001), liberacao de exsudatos nutritivos (Figura 1.1P) (Grassé, 1986)
ou auxilio na defesa da colonia (Figura 1.1Q) (Higashi & Ito, 1989). Bene-
ficios estes que aumentam a sobrevivéncia da colonia e, provavelmente, seu

valor adaptativo (fitness).

1.4.1.1 Facilitacao Social

A facilitagao social (Figura 1.1S), pode ser definida como padrao com-

portamental de um determinado animal que é iniciado ou aumentado em
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ritmo e frequéncia pela presenca ou acao de outros animais (Zajonc, 1965;
DeSouza et al., 2001). Tal fend6meno ocorre em uma variedade de animais
que vao desde humanos até insetos. Dentre os insetos, estudos de facilita-
¢ao social j& foram comprovados em espécies de formigas (Lamon & Topoff,
1985), cupins (DeSouza et al., 2001), vespas (Ruxton et al., 2001), moscas
(Diaz-Fleischer & Aluja, 2003), entre outros. Recentemente, a facilitagao so-
cial também foi observada ocorrendo entre individuos de espécies diferentes
(ex. Heymann & Buchanan-Smith, 2000; Otis et al., 2006).

Para cupins, especificamente, o processo de facilitagao social parece exer-
cer uma influéncia bastante grande (ex. Grassé, 1986; Miramontes & De-
Souza, 1996; DeSouza et al., 2001). Lenz & Williams (1980) investigaram
a sobrevivéncia de grupos de Nasutitermes nigriceps (Haldeman) (Isoptera:
Nasutitermitinae) em ambientes ricos em alimento, mas com tamanhos dife-
rentes de recipientes e relataram que a sobrevivéncia e o consumo da madeira
diminuia com o aumento do recipiente. Esta experiéncia forneceu uma evi-
déncia de que as interacoes entre individuos sociais sao importantes para a
sobrevivéncia, uma vez que o aumento do tamanho do recipiente equivale a
uma reducao da densidade do grupo e consequentemente da taxa de contatos
e interagoes entre os individuos.

A facilitagdo social é um processo que pode aumentar a sobrevivéncia
dos individuos (Lenz & Williams, 1980; DeSouza et al., 2001) em funcao da
densidade do grupo (Grassé, 1986; Miramontes & DeSouza, 1996), e ocorrer
entre espécies diferentes (Heymann & Buchanan-Smith, 2000; Otis et al.,
2006). Entao podemos supor que a presenga de termitéfilos em ninhos de

cupins pode contribuir para que haja facilitagdo social em ninhos de cupins.
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1.4.1.2 Liberacao de exudato e protegao da colonia

Cupins nao expulsam os individuos de algumas espécies de estafilinideos,
como aquelas do género Termitella, que vivem em constante contato com os
seus hospedeiros. Os besouros liberam em seus excrementos uma substancia
que nutre os operarios de Nasutitermes (Grassé, 1986). Tais besouros podem
ainda possuir glandulas exdcrinas tegumentares que secretam substancias
que nutrem os cupins, que em troca, alimentam os estafilinideos (Costa~
Leonardo, 2002), sugerindo um possivel mutualismo entre as espécies.

Higashi & Ito (1989), observaram que ninhos de Amitermes laurensis
(Isoptera: Termitinae) que possuiam duas espécies de Camponotus (Hyme-
noptera: Formicidae) sdo mais vigorosas do que colonias que ndo possuem
tais espécies de formiga em seus ninhos. Os autores sugerem que esta associ-
agoes entre cupim-formiga é mutualistica, onde os cupins fornecem abrigo e
provavelmente comida para as formigas e estas protegem os ninhos de cupins
de inimigos naturais.

Apesar de tais beneficios para colonias de cupins serem observados ape-
nas para alguns grupos, como besouros (Grassé, 1986) e formigas (Higashi &
Ito, 1989), podemos esperar que este comportamento se estenda aos demais

grupos de termitéfilos encontrados em cupinzeiros.

1.4.1.3 Eliminacao de predadores

Cupins sao constantemente predados por uma variedade de individuos,
dentro os quais destacam-se alguns vertebrados (Redford, 1987) e vérios
invertebrados (Sheppe, 1970). Desta forma, a presencga de termitéfilos em
cupinzeiros pode indicar que alguns destes estejam 14 para se alimentarem
dos cupins. Entretanto, estudos recentes indicam que alguns invertebrados

presentes nos cupinzeiros estao utilizando a estrutura nao para predarem os
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cupins, mas sim os outros invertebrados presentes nos cupinzeiros (De Visser
et al., 2008, e Capitulo 2).

Dentre os termitoéfilos, as aranhas sado bastante comuns. Para Cunha &
Brandao (2000), a presenga de aranhas em cupinzeiros estd relacionada a
dois fatores: (i) utilizagdo de ninhos para abrigo ou (ii) encontro de pre-
sas. De Visser et al. (2008), estudando as interacoes entre cupins e seus
coabitantes por meio de isétopos estaveis observaram que as aranhas pre-
sentes em ninhos de cupins, ocupavam trés niveis tréficos acima dos cu-
pins, indicando que se alimentavam de outros invertebrados predadores
de cupins. No entanto, algumas aranhas podem predar cupins (Haddad
& Dippenaar-Schoeman, 2002; Wesolowska & Haddad, 2002; Haddad &
Dippenaar-Schoeman, 2006). Porém, em todos estes trabalhos, os ninhos de
Trinervitermes trinervoides estavam em processo de senescéncia, segundo
os autores. Sendo assim, estas aranhas parecem nao influenciar na morte da
colonia, e sim aproveitar desta condicao para se alimentar.

Sendo assim, alguns invertebrados encontrados dentro dos ninhos podem

beneficiar a colénia de cupins eliminando os predadores destes (Figura 1.1T).

1.4.2 Custos para o hospedeiro

O estabelecimento dos termitéfilos em ninhos que os cupins nao conse-
guem expulsé-los pode desencadear um custo para colonia (Figura 1.1M).
Este custo pode se caracterizar um parasitismo quando os termitoéfilos se
alimentarem da parede do ninho (Rosa, 2008; observagao pessoal) ou preda-
rem individuos da colénia, fato este ji observado em formigas (Holldobler &
Wilson, 1990) e aranhas (Van den Berg & Dippenaar-Schoeman, 1991). O
parasitismo da colonia pelos termitéfilos pode tornar o ninho mais suscepti-

vel & entrada de outros invasores tanto por enfraquecer sua estrutura fisica
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quanto por deslocar energia da colonia na tentativa de expulsar o invasor. O
enfraquecimento provocado por um invasor ocorre em formigas que tem seus
individuos predados pelo invasor (Foitzik et al., 2009). Se uma colonia de
cupins possui sistemas andlogos ao das formigas, podemos supor que um in-
vasor que prejudique a colonia possa desencadear seu enfraquecimento. Esse
enfraquecimento pode, por sua vez, acarretar dois caminhos possiveis: (i) o
estabelecimento de mais termitéfilos (Figura 1.1R), ou (ii) estabelecimento

de outras espécies de cupins (Figura 1.1U).

1.5 Termitofauna conhecida e padroes de distri-
buigao

Independente do mecanismo utilizado para invasao e coexisténcia de ter-
mitdfilos em ninhos de cupins, é possivel distinguir alguns padroes que pare-
cem indicar que o padrao de invasao de ninhos de cupins seja algo mais que
parasitismo. Como o exemplo de alguns estafilinideos que possuem mime-
tismo quimico (Howard et al., 1980) e até mesmo morfolégico com os seus
hospedeiros (Pasteels, 1968; Grassé, 1986), ou ainda que possuem glandulas
que secretam substancias para os operarios dos cupins (Kistner, 1973).

A nossa revisao (tabela encontrada em Rosa (2008)) mostra que as or-
dens Coleoptera e Diptera possuem o maior nimero de espécies associado a
ninhos de cupins (Fig 1.3(a)). Vdrias dessas espécies sao encontradas exclu-
sivamente nos ninhos de cupins (Kistner, 1969). Além disso, como podemos
perceber na Figura 1.4(a), parece haver uma grande especificidade entre
termitdfilos e cupins hospedeiros, uma vez que mais de 90% das espécies de

termitofilos sao encontrados em apenas uma espécie de cupim hospedeira.
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Por outro lado, os cupins parecem ser, também, eficientes na defesa de seu
ninho (Figura 1.4(b)), ja que em 50% das espécies de cupins apenas uma es-
pécie de termitéfilo consegue invadir. Estes dados nos permitem inferir que
o processo evolutivo entre estas espécies parece ter convergido para sistemas
com alta especificidade entre cupins e seus termitéfilos.

A Figura 1.3(a) mostra as ordens de insetos que possuem representan-
tes encontrados em ninhos de cupins. No entanto, esta imensa maioria de
besouros descritos em cupinzeiros pode ter sido simplesmente pelo fato da
ordem Coleoptera ser a maior ordem dentre os insetos. Entao, existe mais
besouros termitoéfilos porque a ordem Coleoptera é a que possui 0 maior
nimero de espécies descritas? Para responder a esta pergunta plotamos os
dados da figura 1.3(a) divididos pelo nimero de espécies descritas em cada
ordem, e o que encontramos foi uma tendéncia completamente diferente (Fi-
gura 1.3(b)), destacando-se as ordens Thysanura e Zoraptera. Visto que
Thysanura e Zoraptera sao pouco representativas entre os insetos (com 400
e 32 espécies descritas, respectivamente (Grimaldi & Engel, 2005)), nds re-
tiramos estas ordens e plotamos a figura 1.3(c) mostrando a relagdo entre as
outras ordens de insetos. Neste cenario, a ordem Coleoptera volta a ocupar
um lugar de destaque, pois tem um grande nimero de espécies descritas e o
maior nimero de termitéfilos.

No entanto, também nao podemos desconsiderar que grande parte das
espécies descritas de Thysanura e Zoraptera estao associadas a ninhos de
cupins (Fig 1.3(b)). Mas para tirarmos conclusoes sobre a evolugao desta
interacao sao necessarios mais estudos envolvendo estes grupos para enten-

dermos melhor estas associacoes.
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Figura 1.3: Ordens de insetos descritas em ninhos de cupins. (a) Quantidade de espécies
de termitdfilos que ocorrem em ninhos de cupins separados pelas ordens, (b) Propor¢do de
espécies encontradas/espécies descritas de cada ordem e (c) Propor¢3o de espécies encontra-
das/espécies descritas de cada ordem, eliminando-se os Thysanuras e Zoraptera. Os dados de
ocorréncia de termitdfilos foram extraidos da revisdo bibliogréfica feita por Rosa (2008) e as
informacdes sobre o nimero de espécies descritas por cada ordem sdo de Grimaldi & Engel

(2005).
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em que os ninhos s3o invadidos pelas espécies de termitéfilos. Os dados de ocorréncia de

termitdfilos foram extraidos da revisdo bibliogréfica feita por Rosa (2008).

1.6 Conclusao

Como vimos nos tépicos anteriores, varias hipdteses foram levantadas
para tentar explicar a co-habitagdo em ninhos de cupins (Figura 1.1), mas
o nosso conhecimento da morfologia e, principalmente, da etologia dos ter-
mitéfilos ainda estd demasiadamente incompleto para poder desenhar um
conceito de aplicagao geral. Assim, o atual nivel de conhecimento impossi-
bilita o preenchimento dessa grande lacuna. Varias sdo as dificuldades para
se fazer estudos comportamentais entre cupins e seus termitéfilos, principal-
mente em seu habitat natural. No entanto, maiores esforcos devem ser feitos

nessa area, afim de elucidar a importancia dessas interagoes e o papel delas
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Capitulo 2

Influencia do predador sobre a
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2.1 Resumo

Os ninhos de cupins possuem uma grande quantidade de individuos da es-
pécie construtora e de outras espécies que conseguem invadir e coexistir com
os cupins. Esta concentragao de um grande nimero de individuos atrai va-
rios predadores. No presente estudo, nés iremos avaliar o efeito do predador
sobre a abundancia e riqueza de individuos invasores de ninhos de cupins.
Para isso nds coletamos ninhos de cupins em cinco regioes distintas e obser-
vamos a presenca ou nao de aranhas e a diversidade de invasores associados
a cada ninho. Nossos resultados revelaram que na presenca do predador a ri-
queza de invasores ¢ maior e o volume do ninhos nao afeta esta variavel. Por
outro lado, a abundancia de invasores é afetada positivamente pelo volume
dos ninhos, mas nao é afetada pela presenca do predador. Nos dois casos
a identidade da espécie construtora se mostrou importante, indicando que
as caracteristicas intrinsecas das espécies sao um fator determinante para o
estudo de invasao de ninhos de cupins. Isto porque em ninhos sem o preda-
dor, o mecanismo de defesa da espécie construtora parece ser suficiente para
permitir a entrada de poucas espécies. Estas poucas espécies que conseguem
invadir ninhos sem o predador devem ter estratégias para driblar as defesas
da espécie construtora. Por outro lado, na presenca do predador, outros
mecanismos - como a diminuicao da pressao competitiva entre os invasores,
ou mesmo uma diminuicao na eficiéncia de defesa por parte da espécie cons-
trutora - devem atuar e consequentemente permitir a entrada de um nimero

maior de espécies nesses ninhos.

Palavras-chave: Defesa, espécie invasora, riqueza, abundancia
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2.2 Introducao

Durante a busca por alimento, os predadores gastam o minimo de energia
para encontrar e capturar suas presas, minimizando o esforco e aumentando
o valor energético que a presa lhes proporciona (Krebs & Davies, 1996).
Sendo assim, presas que se encontrem agrupadas (temporal e/ou espacial-
mente) tendem a atrair predadores.

Os insetos eussociais podem formar colonias de até centenas de milha-
res de individuos em um unico ninho (Fittkau & Klinge, 1973; Holldobler &
Wilson, 2009). Os ninhos sao estruturas bem evidentes e sésseis, o que torna
as colonias de insetos eussociais um adensamento de individuos agrupados
(Traniello & Leuthold, 2002) e previsiveis no tempo e espago, atraindo assim
predadores vertebrados (Redford, 1987; Hashimoto et al., 2000) e invertebra-
dos (Haddad & Dippenaar-Schoeman, 2002; Wesolowska & Haddad, 2002;
Gongalves et al., 2005; Rosa & DeSouza, 2011).

Segundo Grassé (1986), centenas de espécies de outros artrépodes pos-
suem registro em cupinzeiros - nome da estrutura fisica onde a colonia é en-
contrada. Estas espécies encontram neles um microclima estavel e protegao
contra intempéries ambientais (Noirot, 1970). Estas caracteristicas podem
favorecer o crescimento das populagoes dessas espécies invasoras. Sendo as-
sim, nestes cupinzeiros estao presentes os cupins e varias outras espécies, o
que aumenta a variedade de presas espacialmente agrupadas. Dessa forma,
ninhos com alta riqueza e abundancia de espécies invasoras tendem a abrigar
uma maior diversidade de predadores (Kistner, 1982; Haddad & Dippenaar-

Schoeman, 2006; De Visser et al., 2008), do que ninhos que possuem uma
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riqueza e abundancia menor ou apenas os cupins.

Desde o trabalho de Paine (1966), o predador vem ganhando destaque
como fator importante na estruturacdo da comunidade (ver também Ches-
son, 2000). O efeito provocado pelo predador (lato sensu) ganhou ainda
maior visibilidade depois que o conceito de competicdo aparente foi pro-
posto por Holt (1977) e testado extensivamente desde entao (ver refs em
Holt et al., 1994; Holt & Lawton, 1994; Chase et al., 2002). Atualmente,
sabe-se que o predador pode influenciar na composi¢do de espécies da co-
munidade nao apenas predando individuos (Abrams, 1995), mas também
afetando o comportamento de uma determinada presa (Schmitz et al., 2004;
Griffin & Thaler, 2006). Se o predador se alimenta das presas mais abun-
dantes, ele pode diminuir a competicao naquele local, permitindo a entrada
de novas espécies, e aumentando a riqueza naquele local. Por outro lado,
se este predador é seletivo, ele pode causar extingao local dessa espécie, o
que reduziria a riqueza local. Além do efeito sobre a densidade da presa, o
predador pode ainda afetar o comportamento da presa, fazendo com que ela
evite locais onde o predador esteja presente.

Neste trabalho visamos entender o papel do predador sobre a comuni-
dade de espécies invasoras associada a cupinzeiros. Para isso, observamos
o padrao de riqueza e abundancia de invasores em ninhos de cupins com e
sem o predador. O predador pode ser atraido pela fauna rica e abundante
que esta presente nos ninhos e a presencga dele pode afetar a diversidade
dentro dos ninhos. Por outro lado, os predadores podem estar usando o ni-
nho como abrigo e forrageando fora dele. Se os predadores sao atraidos pela
fauna rica, esperamos que cupinzeiros que possuam uma riqueza maior de
invasores, possuam também uma riqueza maior de predadores, e o mesmo

padrao para a abundancia. Porém, um padrao similar também pode ser
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encontrado se os predadores estiverem se alimentando de individuos da po-
pulacdo da espécies competitivamente mais forte, e com isso permitindo a
entrada de novas espécies.

Para tentar diferenciar se o predador é a causa ou a consequéncia da
alta diversidade dentro dos ninhos, utilizamos quatro espécies de cupins
construtores. A interacdo estatistica entre a espécie construtora e a presenca
do predador poderda nos dar um indicativo do que estd ocorrendo dentro
dos cupinzeiros (ver detalhes na se¢ao 2.3.4 e Fig. 2.3). Esta interacao
pode ser um indicativo de que o predador estd sendo atraido por alguma
caracateristica ligada & espécie construtora (esta caracteristica pode até ser
a diversidade, que ¢ diferente entre as espécies) e nao que ele, de alguma
maneira provocou esta diversidade. Isto porque ele podera preferir sempre
aqueles ninhos cujos construtores permitem um alta diversidade de invasores.
Por outro lado, os predadores podem usar os cupinzeiros somente como
abrigo, forrageando fora dele. Se isso for verdade, nao esperamos nenhuma
mudanga na riqueza e abundancia das espécies invasoras em ninhos com e

sem os predadores.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Area de Estudo

As coletas foram realizadas em quatro locais geograficamente distintos -
Mineiros - GO, Sete Lagoas - MG, Parauapebas - PA e Tangard da Serra
- MT (Fig. 2.1) - que apresentam caracteristicas fitofisiondmicas similares.
Mineiros, Sete Lagoas e Tangara da Serra estao inseridos no bioma Cerrado,

e Parauapebas no bioma Amazonia. No entanto, as coletas em Parauapebas
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foram feitas em manchas com caracteristicas similares as do Cerrado. Os
locais podem ser classificados como ambientes savandides, com estrato gra-
minoso (continuo ou descontinuo), presenga de arvores e arbustos dispersos
na paisagem e solo com restrigoes nutricionais (Collinson, 1988). Nas &dreas
estudadas hd uma grande ocorréncia de cupinzeiros, que, frequentemente
sao invadidos por outras espécies (Bandeira & Macambira, 1988; Domingos
& Gontijo, 1996; Cunha & Brandao, 2000; Constantino, 2005; Costa et al.,
2009).

Em Mineiros-GO, as coletas foram feitas no Parque Nacional das Emas,
no sudoeste de Goids (18°19’S e 52°45’0), em abril de 2004. O Parque pos-
sui uma area de 132.000 ha marcada por clima tropical quente sub-timido,
tipo Aw, segundo a classificagdo de Képpen (Kottek et al., 2006), com tem-
peratura média anual de 22 °C. Tipicamente, os meses mais secos vao de
junho a agosto e as maiores precipitagoes ocorrem nos meses de dezembro
a marco. Durante os meses mais secos ocorrem raios, que podem causar
queimadas (Redford, 1985).

No municipio de Sete Lagoas-MG (19°27°57”S, 44°14’48”0), as coletas
foram realizadas em julho de 2008 e em maio de 2011. A altitude local varia
de 700 a 900 m. O clima, de acordo com a classificacao de Képpen, é do tipo
Aw, com inverno seco e verao umido (Kottek et al., 2006). No ano do estudo,
a precipitacao média acumulada foi de 1250 mm e a temperatura média
variou de 16,2 °C a 26,7 °C (Agritempo, 2009). A drea estudada é protegida
de alteracoes antrépicas diretas e sofre queimadas naturais esporadicamente.
O periodo da coleta ocorreu poucos meses apds uma queimada que atingiu
a area em que se encontravam os cupinzeiros estudados. Ainda assim, o solo
estava coberto de gramineas, e muitas arvores ja apresentavam folhas. Os

cupinzeiros nao apresentavam sinais de danos recentes e, conforme observado
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por DeSouza & Albuquerque (2003), os cupins nao sao sensiveis ao distirbio
provocado pelo fogo. Como todos os cupinzeiros coletados estavam na area
atingida, esse evento nao tendenciou os dados.

No municipio de Parauapebas-PA (06°07” S, 50°14’ O), as coletas foram
realizadas em margo de 2010. A altitude local varia de 650 a 889 m. O
clima, de acordo com a classificacio de Koppen, é do tipo Am, tropical,
quente e imido, com precipitacao pluviométrica elevada e estacao seca de
maio a novembro (Kottek et al., 2006). A precipitacdo média acumulada
no ano do estudo foi de 2010 mm, e a temperatura média no meés de coleta
variou de 31 °C a 28,2 °C (INMET, 2010). O periodo da coleta ocorreu logo
apds a estagao chuvosa.

No municipio de Tangara da Serra - MT (14°33’26”S e 57°32’1470), as
coletas foram realizadas em dezembro de 2010. O clima, de acordo com
a classificacdo de Koppen, é do tipo Aw, com inverno seco e verao umido
(Kottek et al., 2006). A precipitagdo média acumulada no ano em Tangara
da Serra foi de 1830 mm, sendo que os meses de janeiro a margo sao os que

possuem maiores médias (> 250 mm/meés) (Dallacort et al., 2011).
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Figura 2.1: Locais onde foram feitas as coletas.

2.3.2 Amostragem

Foram feitas as medidas necessdrias para o cédlculo de volume de cada
cupinzeiro antes que este fosse completamente removido. Geralmente, os
volumes de ninhos sao calculadas utilizando a férmula da forma geométrica
mais aproximada (Coles, 1980; Domingos, 1983; Cunha et al., 2003). Estas
formas podem ser conica, cilindrica ou elipséide. Para os ninhos de Corni-
termes cumulans o volume da parte epigea dos cupinzeiros foi calculado a
partir da férmula:

V =2/3%r1*ra.h (2.1)

onde r; é o didmetro maior da base, rs é o maior diametro perpendicular ao

primeiro e h é a altura. Para os ninhos de Cornitermes snyderi, o volume
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foi calculado a partir da férmula:

V=1/3xmxr’xh (2.2)

onde r é o diametro da base e h é a altura. Ja para Nasutitermes cf. ephratae,
Constrictotermes cyphergaster e Velocitermes heteropterus, os volumes dos
cupinzeiros foram calculados com base no principio Cavalieri, somando-se
os volumes das varias secOes cilindricas transversais em que o ninho foi
visualmente dividido e o volume do tampao hemisféricas na extremidade
superior do ninho (ver Fig. 2.2) de uma maneira semelhante & descrita por

Rodrigues et al. (2004).

Figura 2.2: O volume do ninho foi calculado pela soma dos cilindros em que ele foi decomposto,
mais a calota superior. A calota inferior, foi desconsiderada pois estes ninhos foram coletados

em solo rochosos e a parte abaixo do nivel do solo era inexistente ou desprezivel.

Os 10 cupinzeiros coletados no municipio de Parauapebas - PA estavam
sobre solo litélico, de forma que nao possuiam porcoes abaixo do solo. Os

17 cupinzeiros do municipio de Sete Lagoas - MG tinham sua porcao abaixo
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do solo muito pequena, que se destacava do entorno facilmente durante a
remocgao, garantindo assim que todo o cupinzeiro fosse removido. Os 34
cupinzeiros coletados no Parque Estadual das Emas - GO e os 39 cupin-
zeiros coletados em Tangard da Serra - MT também possuiam uma porgao
abaixo do solo, mas todo o ninho foi quebrado e inspecionado, tendo todos
os individuos invasores sido coletados. Neste trabalho contabilizamos todos
os artropodes nao-eussociais encontrados nos cupinzeiros como sendo as es-
pécies invasores. As espécies eussociais nao foram utilizadas por possuirem
estratégias de colonizacao e invasao de ninhos bastante distintos e, possi-
velmente, diferentes dos demais organismos (Ortolani et al., 2008; Turillazzi
et al., 2000, Cristaldo et al., dados nao publicados).

Os cupinzeiros foram quebrados em fragmentos menores para procura e
coleta dos cupins e de todas as outras espécies que coabitavam no cupinzeiro.
Os individuos das diferentes espécies foram separados em morfoespécies.

Cada morfoespécie de invasores foi armazenada e conservada em alcool
80% para posterior identificacao. A identificagdo dos cupins coletados em
Parauapebas e Sete Lagoas foi feita segundo Constantino (2002) e por com-
paracao com o material do Museu de Entomologia da UFV - secao Isoptera
onde os espécimens foram depositados. Os cupins do Parque Nacional das
Emas e de Tangarda da Serra foram identificados também segundo Cons-
tantino (2002), e estdo depositados na cole¢ao do Laboratério de Zoologia
da UNEMAT. A identificacdo das espécies invasoras foi feita com chaves

especificas e, sempre que possivel, enviados a especialistas.
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2.3.3 Espécies estudadas
2.3.3.1 Predadores

Os cupins s@o um alvo atraente para predadores vertebrados (Redford,
1984a) e invertebrados (Sheppe, 1970), principalmente nas savanas, onde eles
sao abundantes, estaveis e onipresentes (Sheppe, 1970; Redford, 1987). As
formigas tém recebido maior atengao (Sheppe, 1970; Gongalves et al., 2005),
sendo colocada como o grupo de predadores de cupins mais importante e
que provocam a maior mortalidade de cupins (Abe & Darlington, 1985).
Entretanto, os outros invertebrados predadores tem recebido menos atengao.
Além disso, a maioria dos estudos é sobre o efeito do predador sobre a colonia
dos construtores, e pouco se tem feito para ver o efeito destes predadores
sobre a fauna de invasores de cupinzeiros.

Dentre os predadores invertebrados que sao encontrados dentro dos
cupinzeiros, as aranhas sao um dos grupos mais relatados (Haddad &
Dippenaar-Schoeman, 2002; Wesolowska & Haddad, 2002; De Visser et al.,
2008; Costa et al., 2009; Japiassu, 2010), depois das formigas. De Visser
et al. (2008) mostraram que a maioria das aranhas encontradas em cu-
pinzeiros no Serengeti National Park nao predam os cupins e sim outros
invertebrados que sao encontrados dentro dos cupinzeiros, inclusive outros
predadores, como individuos das ordens Mantodea, Phasmatodea e Myria-
poda. Uma vez que as aranhas sao predadores comumente encontradas em
cupinzeiros e podem afetar os construtores e outras espécies invasoras, in-
clusive outros predadores, neste trabalho nés consideramos as aranhas como

os predadores modelos.
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2.3.3.2 Construtores

Todos os ninhos coletados no Parque Nacional das Emas eram de Corni-
termes cumulans. Os ninhos desta espécie se caracterizam por serem extre-
mamente duros, constituidos de uma parede externa grossa, feita de argila
e saliva, seguida por uma regiao chamada paraécio - espaco entre a parede
externa e o interior. A regiao interna é bem mais mole, de cor escura, com
muitas galerias onde a colonia se concentra (Cancello, 1989). Ninhos dessa
espécie sao constantemente invadidos (Redford, 1984b; Rosa et al., 2008;
Costa et al., 2009).

Em Sete Lagoas, foram amostrados ninhos de Constrictotermes cyper-
gaster e Velocitermes heteropterus. Con. cyphergaster constréi ninhos com
uma fina e fraca camada de solo (Mathews, 1977). Estes ninhos geralmente
sao construidos em arvores, entretanto, também podem ser encontrados em
solos rochosos (Moura et al., 2006; Vasconcellos et al., 2007). Ninhos ati-
vos podem abrigar muitas espécies, incluindo duas espécies inquilinas obri-
gatorias: Inquilinitermes microcerus (Silvestri, 1901) e Inquilinitermes fur
(Silvestri, 1901) e um grande nimero de outros artrépodes, principalmente
Staphylinidae (Coleoptera) (Mathews, 1977; Godinho & Lins, 1989; Cunha
& Brandao, 2000; Vasconcellos et al., 2007). V. heteropterus também cons-
tréi ninhos epigeos, mas, diferentemente de Con. cyphergaster, V. heterop-
terus pode ser encontrado ocupando partes de ninhos de outras espécies de
cupins (Mathews, 1977; Domingos, 1983; Domingos & Gontijo, 1996; Costa
et al., 2009).

Em Parauapebas, foram coletados ninhos de Nasutitermes cf. ephratae.
Este género possui o maior ntimero de espécies entre os cupins, sendo sua
taxonomia ainda bastante confusa (Constantino, 1999). Os ninhos desse

género sao geralmente arboricolas e cartonados, mas algumas espécies do
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cerrado (Constantino, 1999) e da regiao amazonica (Bandeira & Macambira,
1988) podem construir ninhos epigeos. N. cf. ephratae normalmente constréi
seus ninhos em troncos de arvores de 1,5 a 3 metros acima do solo, raramente
mais alto que isso. Os ninhos podem atingir um diametro de até 60 cm,
mas sao frequentemente menores, cerca de 25 cm (Mathews, 1977). Até o
momento, este parece ser o primeiro registro de ninhos de N. cf. ephratae
diretamente no solo. Esta espécie também possui muitos registros de invasao
(Seevers, 1941, 1946; Grassé, 1986; Solodovnikov, 2006).

Em Tangara da Serra, os ninhos eram de Cornitermes snyderi. Seus
ninhos sdo conicos, relativamente pequenos (aproximadamente 1 m de al-
tura), com aberturas na parte superior (Cancello, 1989). Os ninhos come-
cam abaixo do solo e contém varias galerias horizontais, forradas com um
material escuro endurecido; o topo do ninho é coberto com uma tampa de
terra solta, enquanto abaixo do solo, o cilindro é rodeado por um espaco
estreito que o separa do solo envolvente (Mathews, 1977). Segundo Cancello
(1989), é comum a presenca de outras espécies de cupins nos ninhos de Cor-.
snyderti, bem como alguns artrépodes, no entanto, até o momento nao temos
conhecimento de nenhum artigo com registro de artropodes coabitando em

cupinzeiros desta espécie, a nao ser o relato da Cancello (1989).

2.3.4 Analise Estatistica

Os 100 cupinzeiros coletados foram utilizados para a andlise de riqueza
de invasores nos ninhos, porém apenas 54 puderam ser utilizados para as
andlises de abundancia. Isto ocorreu porque 12 ninhos coletados em 2008
em Sete Lagoas e os 34 coletados no Parque Nacional das Emas nao foi
coletada a abundancia dos invasores.

Foram utilizados Modelos Lineares Generalizados (GLM) para identifi-
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car o efeito da presenca do predador (varidvel explicativa) sobre a riqueza e
abundancia de invasores de cupinzeiros (varidveis resposta). Além disso, a
identidade da espécie construtora e o volume dos ninhos (varidveis explica-
tivas) também foram colocados no modelo completo, bem como a interagao
entre todas as varidveis explicativas, a fim de observarmos se estas variaveis
afetam de alguma forma as varidveis resposta. Neste modelo, a interagao
entre as variaveis explicativas pode ser um indicativo se o predador estd
provocando esta mudanca ou se ele esta sendo atraido por ela. Se encon-
trarmos ninhos de uma determinada espécie de cupim com alta diversidade,
e com o predador presente e ninhos de outra espécie com baixa diversidade
na presenca do predador, isto serd percebido como uma interagao estatistica

entre estes dois fatores (predador e construtor) (Fig. 2.3).
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B Com predador
fowm. o o

Rigueza de invasores
Rigueza de invasores

Conitrutor 1 Conatruter 3 Conatruter 1 Canstrutes 2

Figura 2.3: Resultados estatisticos permitindo a inferéncia sobre o que estd ocorrendo dentro
dos cupinzeiros. Neste grafico hipotético, o eixo y representa a riqueza de espécies invasoras
e o eixo x, as barras, representam as espécies construtoras e a presenca do predador (barras
pretas e cinzas). O grifico A mostra um resultado hipotético em que houve interacio entre
as varidveis explicativas, ou seja, pares de barras que apresentam padrdes diferentes, sendo a
barra cinza maior do que a barra preta em uma espécies e menor na outra ou vice-versa. Este
resultado pode indicar que o predador estd sendo atraido por alguma caracteristica ligada a
espécie construtora, tipo de ninho, estoque de alimento, etc. Sabe-se que algumas espécies
podem possuir mais invasores que outras, mas esta é apenas uma possibilidades que podem
estar atraindo os predadores, pois caracteristicas intrinsecas da espécie construtora (como
mecanismos de reconhecimento e defesa) é que devem estar regulando a riqueza dentro dos
cupinzeiros e n3o a presenca do predador, pois para espécies diferentes, temos um padrdo de
barras diferentes. J4 o grafico B mostra um resultado que pode ser um indicativo de que os
predadores est3o causando alteragBes na riqueza de invasores, pois nas duas espécies, quando

o predador estd presente a riqueza é maior.

Todos os GLMs foram submetidos a andlises residuais para avaliar a ade-
quagao da distribuigao do erro (Crawley, 2007), e foi utilizado Poisson para
os dados de riqueza e para abundancia, quasipoisson, uma vez que os da-
dos estavam sobredispersos (O’Hara & Kotze, 2010). Os modelos minimos
adequados foram gerados por omissao gradual de termos nao significativos.
Resultados significativos para os niveis da varidvel construtores (espécies)
foram comparados por analise de contraste através da agregacao de niveis e

comparando mudangas no desvio (Neves et al., 2010). Se o nivel de agrega-
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¢ao nao alterou significativamente o desvio explicado pelo modelo, os niveis
foram reunidos (amalgamados), simplificando o modelo. Todas as andlises

foram feitas no R (R Development Core Team, 2012).

2.4 Resultados

Foram coletadas 10 morfoespécies de invasores em ninhos de Cor. cumu-
lans, 02 em Con. cyphergaster, 10 em V. heteropterus, 20 em N. cf. ephratae
e 23 em Cor. snyderi (material suplementar).

A riqueza de morfoespécies invasoras foi maior em ninhos onde o pre-
dador estava presente do que em ninhos sem o predador (x? = 9,45, g.l.=
96, p = 0.0021). Além disso, a espécie construtora também foi importante
(x? = 68.23, g.l. = 97, p < 0,0001), sendo que durante a simplificacdo do
modelo, as espécies da sub-familia Nasutitermitinae (Nasutitermes cf. eph-
ratae, Velocitermes heteropterus e Constrictotermes cyphergaster) puderam
ser amalgamadas em um tnico grupo, mas as espécies de Syntermitinae
(Cornitermes snydei, Cornitermes cumulans) nao (Fig= 2.4). Entretanto,
o volume do ninho nao afetou a riqueza de invasores (p = 0.9).

Por outro lado, a presenca do predador nao afetou o nimero de indivi-
duos de invasores de cupinzeiros (p = 0,39). No entanto, o volume teve um
efeito positivo sobre a abundancia de invasores (F 52 = 52,38, p < 0,0001)
nas trés espécies de construtores (Fa 50 = 58,02, p < 0,0001, Fig. 2.5), mesmo
que com uma ligeira inclinagao da curva (p.ex., para Cornitermes snyderi

1'184354”'001497*5’3). Mais uma vez, as espécies

a equagao da curva é y = e
da sub-familia Nasutitermitinae se mostraram mais suceptiveis a invasao,

possuindo um ntmero maior de invasores do que Cor. snyderi. Mas, dife-
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rentemente do que ocorreu na riqueza, com a abundancia estas duas espé-
cies nao puderam ser amalgamadas em uma tnica curva, uma vez que Con.
cyphergaster possui um numero muito maior de invasores que Nasutitermes

cf. ephratae.

LD —
O Nasutitermitinae

) O Cornitermes snyderi
E B Cornitermes cumulans
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Figura 2.4: Efeito da presenca do predador (x? = 9,45, g.l.= 96, p = 0.0021) e a espécie
construtora (x* = 68.23, g.I. = 97, p < 0,0001) no niimero de espécies invasoras dentro dos
cupinzeiros. Na categoria Na estdo amalgamadas as trés espécies da sub-familia Nasutiter-
mitinae que utilizamos neste estudo (Nasutitermes cf. ephratae, Velocitermes heteropterus e

Constrictotermes cyphergaster), Cs é Cornitermes snyderi e Cc é Cornitermes cumulans.
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Figura 2.5: Efeito do volume (F152 = 52,38 , p < 0,0001) e das espécies construtoras
(F2,50 = 58,02, p < 0,0001) sobre o ndmero de individuos de invasores dentro de cupinzeiros.
Cc é a espécie Constrictotermes cyphergaster, Ne é Nasutitermes cf. ephratae e Cs é o

Cornitermes snyderi.

2.5 Discussao

Nossos resultados mostram que ninhos com o predador possuem uma
riqueza maior de invasores do que ninhos sem o predador (Fig. 2.4). Este
padrao de coabitagdo pode ser um efeito do predador sobre a diversidade
dos invasores ou exatamente o contrario, a maior diversidade de invasores

pode estar atraindo os predadores. A separacao destes dois efeitos é dificil
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de ser feita com os nossos dados. No entanto, temos algumas evidéncias de
que os invasores é que sao influenciados pela presenga do predador e nao
o contrario. Se os predadores fossem atraidos para os ninhos que possuem
uma maior diversidade de invasores, deveriamos ter encontrado uma dife-
renca significativa na coabitagdo nas diferentes espécies de cupins, que seria
evidenciada pela interacao estatistica, como mostrado na figura 2.3. Isso
ocorreria se os predadores preferissem as espécies que possuem mais invaso-
res, e evitassem cupinzeiros que possuem poucos invasores. Entao esta nao
preferéncia do predador parece nos indicar que ele afeta a riqueza e nao o
contrario.

Na auséncia do predador poucas espécies conseguem invadir os cupin-
zeiros, mas este numero de invasores varia conforme a espécie construtora
(Fig. 2.4). Este resultado pode ser devido a capacidade de defesa das espé-
cies construtoras. A protecdo dos cupinzeiros ocorre via estrutura fisica, que
¢é construida e reconstruida pelos operarios e pela acao direta dos soldados,
casta especializada na defesa da colénia (Deligne et al., 1981; Noirot & Dar-
lington, 2000). Como todos os ninhos utilizados neste trabalho possuiam a
colonia construtora, podemos esperar que os invasores tenham encontrado
resisténcia ao tentar invadir estes cupinzeiros. Esta resisténcia pode variar
de espécie para espécie. Redford (1984a) observou que pequenos mamife-
ros preferem individuos de espécies de cupins sem soldados ou com defesa
mista, as espécies com defesa quimica sao evitadas. Além disso, as espécies
com defesa quimica normalmente possuem uma proporcao maior de solda-
dos na coldnia, do que espécies com defesas mecanicas e/ou mistas (Haverty,
1977). Entao esperariamos que as espécies de Nasutitermitinae possuissem
um ntumero menor de espécies invasoras em seus cupinzeiros.

Por outro lado, Cristaldo et al. (dados nao publicados), observaram que
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parece ter um balanceamento entre as estratégias de defesa do ninho, onde
espécies que possuem uma proporc¢ao menor de soldados e defesa mista, pos-
suem ninhos com paredes mais resistentes que ninhos de espécies com defesa
quimica e maior proporc¢ao de soldados. Japiassu (2010) observou que ni-
nhos de Cor. cumulans possuem uma maior riqueza associada a seus ninhos,
quando comparadas a ninhos de Nasutintermes spp.. No entanto, os indices
de diversidade apontaram uma maior diversidade em ninhos de Nasutitermes
do que em Cornitermes. Isto pode ser explicado pela grande dominancia de
uma tnica (ou poucas) espécies em ninhos de Cornitermes, como por exem-
plo larvas de Scarabaeidae (Japiassu, 2010) que sdo comumente encontradas
associadas as paredes espessas dos ninhos de Cornitermes. Esta diferenca
pode ser percebida também em nossos resultados quando encontramos um
ntimero menor de espécies em ninhos de Syntermitinae (Cor. cumulans e
Con. cyphergaster) (Fig. 2.4) do que em ninhos de Nasutitermitinae.

O volume do ninho pode ter um efeito negativo na capacidade de defesa
da coldnia e este efeito pode ser expresso de diferentes maneiras, nas dife-
rentes espécies (p.ex. pode afetar o tempo de chegada em uma espécie e em
outra afetar o ntimero de individuos responde a um distirbio, (Cristaldo,
2010)). Este efeito do volume pode ser observado também em nossos resul-
tados, onde o volume afetou positivamente o niimero de individuos dentro
dos ninhos (Fig. 2.5). O efeito da area sobre o nimero de individuos vem
sendo demostrado para varios sistemas desde a publicacao das ideias de Ma-
cArthur & Wilson (1967), e era perfeitamente previsivel, uma vez que area
maior tem a capacidade de acomodar mais recursos e mais individuos.

Nossos resultados nos mostram que além do efeito do volume, a identi-
dade das espécies construtoras também teve efeito diferenciado na abundan-

cia de espécies invasoras de cupinzeiros (Fig. 2.5). Ninhos de Con. cypher-
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gaster apresentaram uma abundancia maior que os demais e isso pode ser
explicado pela alta dominancia de algumas espécies de Staphylinidae, como
Corotoca melantho, Termitocola silvestrii e Spirachtha erymedusa. Estas es-
pécies sao encontradas exclusivamente em ninhos de Constrictotermes spp.
(Seevers, 1957; Fontes, 1977; Jacobson et al., 1986), o que segundo Kistner
(1979) sugere uma coevolugao entre estes grupos, permitindo assim o cres-
cimento da populagao dessas espécies dentro destes ninhos. Nos ninhos das
demais espécies, nao tivemos uma dominéncia tao acentuada de nenhuma
espécie de invasores.

A nao significancia do efeito do predador sobre a abundéncia de invasores
parece nos indicar que o nuimero de individuos dentro do ninho é mesmo
determinado pela capacidade do cupinzeiro de abrigar estes individuos, ou
seja, o volume dos ninhos, como previsto por MacArthur & Wilson (1967).

O padrao encontrado de maior riqueza de espécies em cupinzeiros com o
predador pode se dar de pelo menos duas formas: (i) o predador consumindo
a presa e, consequentemente, levando a diminui¢ao do ntimero de individuos
(Abrams, 1995), interacoes mediadas por densidade (DMI - density-mediated
interactions) ou (ii) a simples presenca do predador pode induzir mudan-
¢as no desenvolvimento, morfologia, fisiologia ou comportamento da presa
(Werner & Peacor, 2003), interagoes mediadas por “comportamento” (TMI
- trait-mediated interactions). Caso o predador esteja diminuindo a densi-
dade da presa, ele pode, consequentemente, diminuir a pressao competitiva
sobre as outras espécies que conseguem entrar nos cupinzeiros, mas que nao
obtinham sucesso porque a espécie previamente existente nao permitia. Isto
levaria a um aumento na riqueza de espécies.

O predador pode ainda afetar a riqueza de invasores via competicao

aparente (Holt, 1977). Se o predador se alimenta de mais uma espécie de
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invasores, o que parece ser o caso de aranhas em cupinzeiros, ele pode estar se
alimentando da espécie que antes era dominante no ninho, permitindo assim
a entrada de outras espécies. Entretanto, nossos dados nao nos permitem
afirmar que ocorre competicao entre as espécies encontradas nos cupinzeiros
e novos estudos precisam ser feitos com o objetivo de testar especificamente
esta hipdtese.

Por outro lado, além do efeito sobre os invasores, o predador também
pode afetar a espécie construtora, fazendo com que os cupins evitem locais
onde o predador esteja presente. Isto provocaria uma diminuicao na efici-
éncia de defesa da colonia e, consequentemente, possibilitaria a entrada de
outras espécies, provocando um aumento na riqueza, como visto em nossos
resultados.

Nossos resultados parecem corroborar o argumento de que a defesa dos
cupinzeiros pode ser eficiente, uma vez que na auséncia do predador poucas
espécies sao encontradas dentro dos ninhos (Fig. 2.4). Estas poucas espé-
cies devem ter alguma caracteristica que lhes permita driblar as defesas da
colonia, como, por exemplo, o mimetismo (ver mais exemplos no Capitulo 1
desta tese).

O mimetismo quimico ja foi comprovado em algumas espécies que habi-
tam ninhos de insetos sociais (Vander Meer & Wojcik, 1982; Akino et al.,
1999; Lorenzi & Bagneres, 2002; Thomas & Settele, 2004; Geiselhardt et al.,
2007; Bagneres & Lorenzi, 2010), inclusive em cupinzeiros (Howard et al.,
1980). Este tipo de mimetismo pode proporcionar & espécie que o possui a
liberdade necesséria para se reproduzir e aumentar o tamanho de sua po-
pulagao dentro do ninho, uma vez que a espécie construtora nao reconhece
estes individuos como intrusos. Este crescimento populacional pode explicar

a maior abundancia em ninhos maiores (Fig. 2.5). Ou seja, em ninhos sem
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predador, os mecanismos de defesa da colonia parecem ser fundamentais no
controle das espécies invasoras, e apenas poucas espécies (Fig. 2.4) - possivel-
mente tenham alguma estratégia para driblar a defesa - conseguindo invadir
e encontrar nos ninhos um local propicio para se reproduzir e aumentar sua
abundancia.

A diferenca na riqueza de invasores nas diferentes espécies pode se dar
pela diferenca no tipo de defesa e estrutura do ninho. Velocitermes hete-
ropterus é constantemente encontrada coabitando ninhos de outras espécies
de cupins (Domingos & Gontijo, 1996; Costa et al., 2009). J& Con. cypher-
gaster e N. cf. ephratae possuem muitos registros de invasores em seus
ninhos (Seevers, 1941, 1946; Fontes, 1977; Cunha & Brandao, 2000; Cunha
et al., 2003; Solodovnikov, 2006), porém nao sdo comumente encontradas
invadindo ninhos de outras espécies de cupins. Isto pode indicar que estas
espécies possuem uma tolerancia maior a invasao de espécies. Por outro
lado, para Cor. snyderi, n6s nao temos conhecimento de nenhum registro
de invasores até o presente trabalho, a nao ser o relato da Cancello (1989).
O que pode sugerir que esta espécie possui um sistema de defesa bastante
eficiente contra a entrada de invasores. Esta eficiéncia na defesa de ninhos
de Cor. snyderi pode ser corroborada ao observarmos a figura 2.5 que nos
mostra que esta espécie é a que apresentou a menor abundancia de invaso-
res comparada com as outras duas (Con. cyphergaster e Nasutitermes cf.
ephratae). Para Cor. cumulans a estrutura do ninho parece ser muito uti-
lizada por invasores, principalmente quando a colonia dos construtores nao
estd mais presente (Carvalho, 2005; Costa, 2005) e segundo nossos resulta-
dos (Fig. 2.5) a presenca da espécie construtora exerce uma forte pressao
negativa quanto a invasao de outras espécies.

Nossos resultados indicam que o predador pode ser um importante fator
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regulador da diversidade de invasores em cupinzeiros, sendo que em sua pre-
senca a riqueza é maior do que em ninhos onde ele nao é encontrado. Por
outro lado, o predador parece nao ter influéncia na abundéncia, sendo que
para esta variavel o volume afeta positivamente. Nos dois casos a identidade
da espécie construtora se mostrou importante, indicando que as caracteris-
ticas intrinsecas das espécies sao um fator determinante para o estudo de
invasao de ninhos de cupins. Isto porque em ninhos sem o predador, o meca-
nismo de defesa da espécie construtora parece ser suficiente para permitir a
entrada de poucas espécies. Estas poucas espécies que conseguem invadir ni-
nhos sem o predador devem ter estratégias para driblar as defesas da espécie
construtora. Por outro lado, na presenca do predador, outros mecanismos
- como a diminuicdo da pressdao competitiva entre os invasores, ou mesmo
uma diminui¢do na eficiéncia de defesa por parte da espécie construtora -
devem atuar e consequentemente permiti a entrada de um nimero maior de

espécies nesses ninhos.

2.6 Material Suplementar
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Chapter 3

Termitarium volume as determinant
of invasion by obligatory
termitophiles and inquilines in
Constrictotermes cyphergaster
(Termitidae: Nasutitermitinae)

Paulo F. Cristaldo, Cassiano S. Rosa, Daniela F. Florencio,
Alessandra Marins & Og DeSouza
submetido para Insectes Sociauz
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3.1 Abstract

A range of organisms can be found inside termite nests where the degree
of association can vary from facultative to obligatory dependence. Studies
of the dynamics of nest invasion are still unresolved, so how and when co-
habitants enter termite nests remain open questions. This study analyzed
one specific aspect of the dynamics of termite nest invasion by obligatory
termitophiles and inquilines, i.e., whether cohabitants were more likely to
invade a nest when it reached a critical nest size. We collected 36 Constric-
totermes cyphergaster nests of different sizes and sampled their cohabitant
fauna. Our results indicated that the invasion of Con. cyphergaster nests by
obligatory termitophiles and inquilines was dependent on nest size. There
appeared to be a critical nest size above which nests were more prone to
invasion. Above this size, there was a significantly higher likelihood of find-
ing obligatory cohabitants. Termitophile species were observed in nests >
3 L, whereas inquiline species were only occur in nests > 13 L. This may
indicate that the obligatory cohabitants studied here did not occupy Con.
cyphergaster nests at random and that they were dependent on features
that made these nests suitable for cohabitation, which are linked to colony
development.

Keywords: Inquilinitermes, Staphylinidae, cohabitation, nest size, associ-

ation
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3.2 Introduction

Nesting is a characteristic behavior of many invertebrate and vertebrate
animals. Nest structures can protect organisms and their offspring from
harsh weather and predators (Hansell, 2007), while in some cases they also
provide a place for food storage (Noirot & Darlington, 2000). However, or-
ganisms that live in nests for long periods may by troubled by cohabitation
or nest usurpation. Examples include, but are not restricted to, birds (Kro-
nland, 2007), salamanders (Harris et al., 1995), fishes (Mills & Reynolds,
2002), and social insects (Ortolani et al., 2008; Tsuneoka, 2008). Nest in-
vaders have been reported to be parasites, commensals, mutualists, or a
combination of these (Hughes et al., 2008).

In the case of social hymenopterans, the mechanisms and dynamics of
nest invasion, as well as the interactions between host species and cohabi-
tants, have been well investigated (e.g., Rettenmeyer et al., 2011). In ter-
mites, there have been plenty of reports on the identity of nest invaders,
but studies on the mechanisms, dynamics, and interactions of nest invasion
are still ongoing (but see Redford, 1984b; Cunha et al., 2003; Costa, 2005;
Carrijo et al., 2012).

Organisms that have been found inside termite nests include birds
(Brightsmith, 2000), bats (Dechmann et al., 2004), and a range of arthropods
(Cunha & Brandao, 2000; Haddad & Dippenaar-Schoeman, 2002; De Visser
et al., 2008; Costa et al., 2009; Carrijo et al., 2012), but especially beetles
(Costa & Vanin, 2010), ants (Holt & Greenslade, 1979; Diehl et al., 2005),
and other termite species (Redford, 1984b; Cunha et al., 2003; Cunha &
Morais, 2010; Darlington, 2011).

In general, termite species that are found in other termite nests are

known as inquilines and they can be categorized into two types: (i) oblig-
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atory inquilines: species that closely interact with the host and that have
lost their nest-building ability; (i) facultative inquilines: species that retain
their nest-building abilities but that can also inhabit nests built by other
termite species (Mathews, 1977). Other animals, mainly insects, which are
associated with termites nests are known as termitophiles (Kistner, 1990).
Some of these species can also be categorized as 'obligatory’ provided they
spend at least part of their developmental cycle exclusively within termite
nests, e.g., some species of Staphylinidae. Others are not restricted to ter-
mite nests, so they fall into the ’facultative’ category.

Studies of termite cohabitation have revealed a positive relationship be-
tween nest size and the number of inquiline (Domingos, 1983; Redford,
1984b; Costa, 2005; Cunha & Morais, 2010) and termitophile species (Car-
valho, 2005). To the best of our knowledge, no previous studies have ad-
dressed the key aspects of the dynamics of nest invasion. Thus, how and
when inquilines and termitophiles enter termite nests are questions that re-
main open to investigation. In this paper, we focus on one specific aspect of
the dynamics of a termite nest invasion by obligatory inquilines and termi-
tophiles, i.e., whether there is a critical nest size above which cohabitants are
more likely to invade nests. We addressed this question because it is crucial
to future research on the biology of termite cohabitants. If invasion occurs
after the nest achieves a specific size, cohabitation must be linked to the
host colony’s development, and this would allow a large range of hypotheses
to be tested. In contrast, the absence of a critical nest size for the establish-
ment of cohabitants must indicate that nest invasion can occur irrespective
of colony development, which would lead to completely different research
questions. As a model for cohabitation, we used the termite builder Con-

strictotermes cyphergaster Silvestri, 1901 (Termitidae: Nasutitermitinae),
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its obligatory inquiline Inquilinitermes microcerus Silvestri, 1901 (Termiti-
nae: Termitidae), and four species of Coleoptera: Staphylinidae obligatory
termitophiles, i.e., Corotoca melantho Schiédte, 1853, Termitocola silvestrii
(Wasmann, 1902), Spirachtha eurymedusa Schiddte, 1853, and Termitoiceus

sp. 1.

3.3 Material and Methods

3.3.1 Terms definition

The term ’colony’ will be used to refer to the biological structure of
termite individuals living together, which includes the reproductive pair,
workers, soldiers, nymphs (semi-mature young), larvae (termitological jar-
gon for recently hatched young), and eggs. This is intended to be distinct
from the 'nest’, which refers to the physical structure built by termites. ’In-
quiline’ refers to a termite species that establishes its colonies within a nest
previously built by other termite species. Here, 'termitophile’ will refer to
four staphylinid species found inside the study nests. The inquiline and ter-
mitophile species investigated in this study are considered to be ’obligatory’

cohabitants because they are not found outside termite nests.

3.3.2 Termite species

Con. cyphergaster is a common termite species in Brazil, Paraguay,
Bolivia, and Northern Argentina (Mathews, 1977; Godinho & Lins, 1989;
Moura et al., 2006). In the study site, this species builds fragile nests with
weak walls made from a thin layer of soil. However, this species has been

observed to build nests with hard clay walls in other Brazilian regions (pers.
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obs.). Nests are often built on trees, although rocks are also used as nest
attachments (Moura et al., 2006; Vasconcellos et al., 2007). In some parts of
the Brazilian ’Cerrado’, incipient nests of this species are epigeous whereas
mature nests are arboreal (pers. obs.). Active nests can harbor many co-
habitants, including one of two obligatory inquilines, i.e., I. microcerus and
Inquilinitermes fur Silvestri, 1901, and a large number of termitophiles,
mainly Staphylinidae (Coleoptera) (Mathews, 1977; Godinho & Lins, 1989;
Cunha & Brandao, 2000; Cunha et al., 2003; Vasconcellos et al., 2007).

3.3.3 Study site

The study was conducted in the 'cerrado’ (an environment that is ecologi-
cally but not floristically similar to savanna) near Sete Lagoas town (19°27’S,
44°14°’W), in the state of Minas Gerais, southeastern Brazil. The altitude
varies from 800 to 900 m above sea level at the study site. The climate is
equatorial savanna with a dry winter (Aw), according to the classification of
Koppen (Kottek et al., 2006). The total accumulated rainfall during 2008
was 1469 mm while the mean monthly temperature varied from 16.4°C to
29.1°C (Agritempo, 2009). In 2011, the rainfall was 695.3 mm while the
mean monthly temperature varied from 16.9°C to 29.3°C (Agritempo, 2012).
Natural fire is recurrent in the entire Cerrado and at this particular site. The
native biota is considered fire-dependent or at least fire-tolerant (Coutinho,

1990; DeSouza & Albuquerque, 2003).

3.3.4 Sampling

To test the effect of nest size on the presence of obligatory cohabitants in
Con. cyphergaster nests, we removed 36 nests of different sizes from trees,

which were measured and dissected thoroughly to search for cohabitants.
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All cohabitants found in the nest (including the resident builders) were col-
lected with entomological forceps, placed in 80% alcohol, labeled, and taken
to the laboratory for identification. Termites were identified to species level,
following Mathews (1977) and specific literature referred to by 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. Termitophiles
were sent to specialists for identification to the lowest taxonomic level pos-
sible.

Sampling was conducted in July 2008 and May 2011, during daylight
from 7:30 a.m to 2:00 p.m. Only undamaged arboreal nests were inspected.

Nest volumes were recorded as suitable descriptors of size. Volumes of
termite nests are usually calculated with a formula for the most approximate
geometric form (see Coles, 1980; Domingos, 1983; Cunha et al., 2003). How-
ever, the wide geometric diversity of termite nest forms (Coles De Negret &
Redford, 1982), coupled with frequent irregularities in shapes, suggest that
this type of approximation will always be prone to significant errors. To
minimize this error, nests volumes were calculated based on the Cavalieri
principle, by summing up the volumes of several cylindrical cross sections
into which the nest was visually decomposed and the volumes of the hemi-
spherical caps at both ends of the nest (see Fig. 3.1) in a manner similar to
that described in Rodrigues et al. (2004). To improve accuracy, the volume
of tree trunk enveloped by the nest was subtracted from the total estimated

volume.
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Figure 3.1: Nest volumes were calculated by summing the volumes of cylinders and hemi-

spherical caps into which the nest was visually decomposed.

3.3.5 Data Analysis

The data were analyzed by logistic regression, a form of generalized linear
modeling (GLM) under binomial errors, which is suitable for modeling the
effects of one or more continuous or categorical explanatory variables on a
binary response variable (Logan, 2010). We aimed to determine the effects
of the continuous explanatory variable "nest volume” (z-var) on the binary
response variable “presence/absence of cohabitants” (y-var).

Logistic models differ from traditional linear regression models because
they do not describe the rate of change in the response variable with change
in the explanatory variable. Our logistic model describes the likelihood that
a given cohabitant would be present in a termitarium of a given size, thereby
establishing the likelihood of a relationship between the response and the
predictor. A linear model would be inappropriate in this case because it is
not bounded by logical probability limits of 0 and 1.

We used a GLM to test whether a sigmoid curve with an asymptote

towards 0 and 1 at the y-azis (i.e., a logistic model) fitted the data better
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than a horizontal line parallel to the x-axis, which intercepted the y-axis
at 0.5 (i.e., equal chances of presence and absence). The choice of this sig-
moid function (Hp) over a horizontal line (Hp) would establish a relationship
between nest volume and cohabitation and also show that there is a crit-
ical nest volume above which cohabitants are more likely to be found in
the nest. This critical size would correspond to the inflection point of the
sigmoid curve.

Analyses were performed in R (R Development Core Team, 2012), fol-
lowed by residual analysis to check the suitability of the error distribution

and model fitting.

3.4 Results

Of the 36 termite nests built by Con. cyphergaster, 21 (70%) contained
inquilines and termitophiles, nine (25%) contained only termitophiles, while
six (16.7%) contained no cohabitants. There were two species of inquilines,
i.e., I. microcerus and Heterotermes longiceps Snyder, 1924 (Rhinotermiti-
dae: Heterotermitinae). Of these, only the first is known to be an obligatory
inquiline. H. longiceps was found in a single nest alongside I. microcerus and
staphylinid termitophiles. Among the termitophiles, there were four Staphy-
linidae species, i.e., Corotoca melantho, Termitocola silvestrii, Spirachtha
eurymedusa, and Termitoiceus sp. n. Cor. melantho was the most frequent
and it was present in all 30 nests containing termitophiles, while T. silvestri
was found in eight nests, S. eurymedusa in three nests and Termitoiceus
sp. n. in only one nest. Nest volumes ranged from 0.42 L to 51.30 L with

an average of 19.49 L. The nest size was correlated with the presence of
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termitophiles (x?= 20.756, d.f.=36, p < 0.001) and inquiline species (y%=

21.294, d.f.=36, p < 0.001). The analyses indicated a critical volume above
which cohabitants were more likely to be found in Con. cyphergaster nests,
and this volume was smaller for termitophiles than inquilines. Termitophiles
were more likely to be found in nests > 3 L (Fig. 3.2) whereas inquilines

were more likely to be found in nests > 13 L (Fig. 3.3).
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Figure 3.2: Relationship between nest volume and the presence of four species of staphilinid
(Insecta: Coleoptera) termitophiles in Constrictotermes cyphergaster (Isoptera: Termitidae)
nests (x?=20.756, d.f.=36, p < 0.001). Sete Lagoas, MG, Brazil, 2008-2011. Logistic re-
gression of Generalized Linear Models with binomial errors and a logit link function. On axis
y, 0 indicates the absence of termitophiles whereas 1 indicates their presence. Each dot is a

termite nest.



61

1.0

— o 000 ooo o 0o

n
(]
=
5 o |
g o
£
Y—
o
g ©
CO
(]
(]
o
o ¥ |
-OO
c
[
3 «
e N
(DO
n
QO
<

O'—MGDO O 00 o

o

I I I I I I
0 10 20 30 40 50

Size of the nests (L.)

Figure 3.3: Relationship between nest volume and the presence of Inquilinitermes microcerus
(Isoptera: Termitidae) inquilines in Constrictotermes cyphergaster (Isoptera: Termitidae) nests
(x2:21.294, d.f.=36, p < 0.001). Sete Lagoas, MG, Brazil, 2008-2011. Logistic regression of
Generalized Linear Models with binomial errors and a logit link function. On axis y, 0 indicates

the absence of inquilines whereas 1 indicates their presence. Each dot is a termite nest.

3.5 Discussion

Our results suggest that the invasion of Con. cyphergaster nests by
obligatory termitophiles and inquilines was dependent on nest size (Figs 3.2
and 3.3). There appeared to be a critical nest size above which nests were
more prone to invasion, and above this size there was a significant increase in
the likelihood of finding obligatory cohabitants in Con. cyphergaster nests.

Several reports have shown a positive correlation between nest size and
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the richness and abundance of cohabitants in termite nests, including nests
built by Armitermes euamignathus Silvestri, 1901 (Termitidae: Syntermiti-
nae) (Domingos, 1983), Con. cyphergaster (Cunha et al., 2003), Corniter-
mes cumulans Kollar in Pohl, 1832 (Termitidae: Syntermitinae) (Redford,
1984b; Costa, 2005; Carvalho, 2005), Cornitermes snyderi Emerson in Sny-
der, 1949 (Termitidae: Syntermitinae), and Syntermes grandis Rambur,
1842 (Termitidae: Syntermitinae) (Cunha & Morais, 2010). The novel find-
ing of our study was that, at least for the cohabitants studied here, this
correlation did not hold linearly for all nest sizes, while it dropped to zero
cohabitants in nests below a specific size. This may indicate that, rather
than randomly invading nests, inquilines and termitophiles can only settle
in suitable nests and this suitability was linked to the nest size.

Of the various hypotheses that might explain these result, the simplest
one is related to the incremental increase in free space as a nest grows. A
correlation is known to exist between nest size and its termite builder popu-
lation (Darlington & Dransfield, 1987; Martius & Ribeiro, 1997; Scheffrahn
et al., 2005; Vasconcellos et al., 2007), but this population is bound to fluc-
tuate seasonally (Buxton, 1981; Lepage & Darlington, 2000; Moura et al.,
2006) and some parts of the nest may remain unoccupied by the resident
builders (Noirot & Darlington, 2000). It is conceivable that such spaces
would be larger and more frequent in bigger nests compared with smaller
nests, such that some of these spaces may be largely unpatrolled above a
certain nest size. Invaders might therefore enter such unoccupied spaces,
leading to the sigmoid function observed in Figs 3.2 and 3.3. This might
apply to any free space in nests and also to food storage spaces found in
the nests of Con. cyphergaster, which are known to house inquilines and

termitophiles (Mathews, 1977).
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A deeper consideration of our results showed that termitophiles and in-
quilines differed substantially in terms of the critical nest size correlated with
their presence in Con. cyphergaster termitaria. Termitophilous staphilinids
were more likely to occupy nests that were on average three times smaller
than the nests where I. microcerus inquilines also occurred. If nest size cor-
related with nest age in such an species (as it seems to be), one could safely
assume that staphilinids were able to invade Con. cyphergaster nests earlier
than I. microcerus. This might demand hypotheses that link the degree of
colony maturation to invasion by cohabitants. Termitophile staphilinids here
reported seem not to need to be hosted by a fully matured termite colony,
but appear to only require that the colony is established and functional.
Among them, Cor. melantho and S. eurymedusa present mimetic physio-
gastry and are well accepted by their hosts, being licked and fed by termite
workers (Costa & Vanin, 2010; Grassé, 1986). It seems therefore that, as
long as colony holds enough workers, such staphilinids would be able to es-
tablish themselves as termitophiles. On the other hand, the limuloid body
of T. silvestri seem to obstruct interactions, as it would ease hidding and
offer a few contact points on which a termite could grab if trying to attack
the beetle. It appears that T. silvestri is more linked to the termite’s nest
microclimate than to the colony itself and, hence, would be able to invade
a colony as soon as it attains a size suitable to keep such conditions. In
short, a termite nest would be suitable to these staphilinids as soon as it
attains a size enough to (i) to hold a minimum critical amount of workes to
keep interactions stable or (7i) secure suitable microclimate. Because these
conditions are not necessarily linked to full colony maturation, small young
nests may be suitable to invasion by such beetles, and this would explain

the differences in patterns recorded in Figs. 3.2 and 3.3.
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Inquilinitermes microcerus seemed to be much more dependent on the
maturity of the host colony, because they were found in larger (and possibly
older) nests than those occupied by staphilinids. One particular feature of
Con. cyphergaster nests suggested a link between their maturity and the
likelihood of their invasion by I. microcerus. These nests originate in the
soil, where they first develop an epigeous structure that houses the colony
while an arboreal unit is built. When an arboreal unit reaches 7 L in size,
the royal couple moves in after migrating from the epigeous unit, which is
then abandoned (Vasconcellos et al., 2007). Thus, if I. microcerus prefer-
ably occupies Con. cyphergaster arboreal nests measuring > 13 L, they
will necessarily invade nests that have been housing a royal couple for a
long period and such nests might possibly be fully mature. This hypothet-
ical interdependence between nest maturity and invasion by I. microcerus
remains open to investigation. However, anecdotal evidence seems to sup-
port this hypothesis, because inquilines have been seen to use the structures
Con. cyphergaster build to release their alates (M.A. Bezerra-Gusmao, pers.
comm.) and alates are only released from mature nests.

Clearly, all these hypotheses require further testing and we present them
as possible explanations to highlight research pathways that might lead to
a better understanding of the phenomenon of cohabitation in termite nests.
These hypotheses appear to follow naturally from the study reported here,
because our focal inquilines and termitophiles did not occupy Con. cypher-
gaster nests at random. Instead, nest invasion was apparently dependent
on features that make these nests suitable for cohabitation, which may be

linked to colony development.
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4.1 Introduction

The ability to distinguish self from non-self is one of the most essential
features of social insects, allowing them to maintain eusocial behavior and
preventing competition and predation (Hamilton, 1964; Wilson, 1971). The
cuticular odor of individuals is one of the mechanisms of nestmate recog-
nition (Turillazzi et al., 2000; Marten et al., 2009), produced by a mixture
of several chemical compounds, especially hydrocarbons (Blomquist & Bag-
neres, 2010). The cuticular hydrocarbons (CHC) play central roles in water-
proofing and chemical communication (Singer, 1998), enabling insects to dis-
tinguish between different species, colonies and castes (Howard & Blomquist,
2005). In termites, CHC are apparently species and colony-specific (Howard
et al., 1988; Vauchot et al., 1996). As such, when an intruder containing a
different blend of CHC enters the colony, it is recognized and attacked by
soldiers and workers (Kaib et al., 2004).

However, hundreds of arthropod species live inside termite nests (Kist-
ner, 1969, 1982; Grassé, 1986). Among these arthropod intruders, also called
termitophiles, Coleoptera is the group with the most registered species found
inside termite nests (see chapter 1, figure 1.4). In other groups, e.g. ant
colonies, the interactions between ants and invaders are well studied (Koblick
& Kistner, 1965; Mclver & Stonedahl, 1993; Schonrogge et al., 2004; Geisel-
hardt et al., 2007; Stoeffler et al., 2011), but in termite colonies most studies
report only the co-occurrence, with no analysis of the interactions between
invaders and builders. We currently know of few characteristics that can in-

fluence this co-occurrence, such as nest volume (Cristaldo et al. - Chapter 3
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and Carvalho, 2005); nest hardness and the type of defense (as suggested
by Carrijo et al., 2012); as well as the presence of predators (Chapter 2).

In the 1970s, Kistner reported the behavior of termitophiles and de-
scribed some of their glands (Kistner, 1970a,c; Kistner & Pasteels, 1970a,b;
Kistner, 1973). Some Staphylinidae species had a CHC similar to their
host, suggesting chemical mimicry (Howard et al., 1980). In that study,
the authors stated “the paramount problem of termite-termitophile biology
is determining how termitophiles integrate themselves into the social struc-
ture of termite colonies”. There are three possible, non-mutually exclusive,
hypotheses: (i) chemical deception/mimicry (Howard et al., 1980); (ii) mor-
phological mimicry (Watson, 1973); and (iii) behavioral mimicry (Kistner,
1970a, 1973).

Staphylinidae species are generally considered predators (Resh & Cardé,
2003). Considering that their hydrocarbon profile can be changed by diet
(Liang & Silverman, 2000) and that Staphylinidae species can feed on ter-
mites (Kistner, 1982), we can suppose that the Staphylinidae hydrocarbon
may be acquired via diet and thus could change from one nest to another,
since they would be feeding on individuals the Constrictotermes cyphergaster
in different nest.

In the present study, we suggest that one reason that Staphylinidae
species are not expelled from termite nests is because of the high similarity
between their CHCs and those of the builder termites. In addition, we argue
the acquisition of CHCs by Staphylinidae occurs through diet.

Biochemical investigations show that insects have the potential to syn-
thesize most of their hydrocarbons, and as a result hydrocarbon composition
reflects an insect’s genotype (Lockey, 1976) and may be used in chemical

taxonomy (Bagneres & Wicker-Tomas, 2010). Therefore, CHCs have been
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proposed to help in the taxonomy of some taza (Lockey, 1991; Espelie et al.,
1996; Broza et al., 2000), including termites (Kaib et al., 1991; Haverty et al.,
1996, 2005). Despite similarity between individuals of the same species, ter-
mites are able to distinguish individuals that belong to their colony, and the
recognition of individuals via CHCs is an important mechanism for identify-
ing intruders (Kaib et al., 2004; Dronnet et al., 2006). Thus, we expect that
the establishment of Staphylinidae species in termite nests occurs because
of the high similarity between the CHC profiles of Staphylinidae invaders
and the host termites. Since the termites are able to identify non-nestmate
individuals, we can suppose that the Staphylinidae invaders have a CHC
profile more similar to their hosts than to the Staphylinidae con-specifics
who inhabit different nests, and because of this they are not expelled from
the nest. If this hypothesis is true, it may be an indication that Staphylini-
dae change their CHC profile according to the nest invaded. Thus, the next
step to better understanding the mechanisms of coexistence is to clarify how
Staphylinidae hydrocarbons change. In this way, we know that CHC may
change throughout the life of an insect by inter-individual contact (Nunes
et al., 2011) or by diet (Liang & Silverman, 2000).

If the prediction about acquisition of CHC was true, one could expect
finding increased CHC similarity inside the nest, i.e. between the termite
host and Staphylinidae within the same nest than between con-specifics
in different nests, whether termite-termite or Staphylinidae-Staphylinidae.
This similarity could be acquired by contact with parts of the nest or inter-
individual or because Staphylinidae eat the host termites. Here we verify

whether or not the Staphylinidae are eating the termites.
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4.2 Material and Methods

4.2.1 Study Site

The study was carried out in Brazilian Savanna (“Cerrado”), near Sete
Lagoas town (19°27’ S, 44°14° W), with altitude varying from 800 to 900
m above the sea level, in the state of Minas Gerais, South-eastern Brazil.
The climate is equatorial savanna with dry winter (Aw) according to the
classification of Kottek et al. (2006). The fire frequently occurs in these site
and the organisms that live there, are fire-tolerant or fire-dependent species

(Coutinho, 1990; DeSouza & Albuquerque, 2003).

4.2.2 Species
4.2.2.1 Termites

Constrictotermes cyphergaster (Silvestri, 1901) and Velocitermes het-
eropterus (Silvestri, 1901) (Termitidae: Nasutitermitinae) are common
species in Brazilian savannas (Mathews, 1977; Godinho & Lins, 1989; Moura
et al., 2006). C. cyphergaster presented nests with reddish to grayish brown
coloration, depending on the color of the nearby soil and the nest develop-
mental stage (Vasconcellos et al., 2007). These nests are frequently in trees,
but rocks can also be used as substrate for the construction of nests (Moura
et al., 2006; Vasconcellos et al., 2007), which usually have a thin layer of
soil and a weak wall (Mathews, 1977). Active nests can harbor many organ-
isms, including two obligatory inquilines: Inquilinitermes microcerus (Sil-
vestri, 1901) and Inquilinitermes fur (Silvestri, 1901) and a great number of
termitophiles, mainly Staphylinidae (Coleoptera) which is found only inside
the nests of C. cyphergaster (Mathews, 1977; Godinho & Lins, 1989; Cunha

& Brandao, 2000; Vasconcellos et al., 2007). V. heteropterus also builds
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epigeal nests which can harbor termitophiles. Unlike C. cyphergaster, V.
heteropterus can also be found occupying mounds of other termite species
(Mathews, 1977; Domingos, 1983; Domingos & Gontijo, 1996; Costa et al.,
2009). The nests we collected are conical, very soft, crumbly and with dark
walls, similar to those of V. paucipilis as described by Coles De Negret &
Redford (1982).

4.2.2.2 Termitophiles

Coleoptera have more termitophiles than any other group, possibly more
than all other groups put together. Perhaps for this reason, extensive reviews
of termitophiles Staphylinidae family have been done (Seevers, 1957; Kistner,
1969, 1982, 1990; Grassé, 1986; Jacobson et al., 1986).

One of the most extraordinary features of Staphylinidae termitophiles
is the ability of many species to achieve physogastry (Fig.. 4.1 B-C, F-G).
Sometimes, this physogastry is followed by secondary sclerotization of some
or all of the expanded membrane, and is a feature of the Corotocini tribe
(Jacobson et al., 1986), here represented by Corotoca melantho Schiddte,
1853 (Fig. 4.1 B-C), Spirachtha eurymedusa Schiddte, 1853 (Fig. 4.1 F-G)
and Termitoiceus sp. n. (Seevers, 1957; Kistner, 1982; Jacobson et al.,
1986; Kistner, 1990). The abdomen can be further modified to include the
presence of several pairs of membranous lobes that look like legs (e.g. S.
eurymedusa) and according Kistner (1979), this feature is used by beetles to
integrate themselves into the termite society (Jacobson et al., 1986). These
features allowed these species to have a close relationship with their termites
hosts, enough to be classified as “true” guests, or symphiles (Kistner, 1979).

These three species have so far been found only in Constrictotermes

spp nests (Seevers, 1957; Fontes, 1977; Jacobson et al., 1986). Whereas
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all members of the Corotocini tribe exhibit some degree of physogastry,
the majority of the Termitonannini are lumiloid (Seevers, 1957; Kistner,
1969), represented here by Termitocola silvestrii (Wasmann 1902) (Fig. 4.1
D-E). Termitocola silvestrii have been found exclusively with C. cyphergaster

(Seevers, 1957; Kistner, 1979; Cunha & Brandao, 2000).
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Figure 4.1: Species found inside the nests of C. cyphergaster (A - a termite worker). Corotoca
melantho in dorsal view B and lateral view C. Termitocola silvestrii in dorsal view D and lateral

view E, and Spirachtha eurymedusa in dorsal view F and lateral view G. Bars = 0.5 mm
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4.2.3 Sampling

We sampled 13 termite nests. Each sampled nest did not show any sign
of damage and was either epigeic or arboreal. The nests were completely
removed from the field and taken to the laboratory. The collections were
performed in July 2008 and May 2011 during daylight, from 7:30 a.m. to 4:00
p.m. In the laboratory, the nests were completely and carefully inspected
to remove individuals of termite builder species and Staphylinidae species
with entomological soft forceps. For each termite builder species and Sta-
phylinidae species present in each nest, two samples were separated: one for
taxonomic identification and another for isotopic and CHC profile analyses.
Specimens used for identification were preserved in 80% alcohol, labeled,
and sub-subsequently identified to species level. The termite builder species
were identified to species level, following Mathews (1977) and Constantino
(2002). Identifications were confirmed by comparison with the Termite Sec-
tion of the Entomological Museum of the Federal of Vigosa (MEUV), where
voucher specimens were deposited. The Staphylinidae species were sent to
a specialist for identification to the lowest taxonomic levels possible. The
builder species of each sample nest was determined by matching the nests’
physical traits with previously published accounts by Araujo (1970) and
Mathews (1977). These traits were: size, geometric form, composition (soil

or plant material), wall texture and wall hardness.

4.2.4 Analysis of Cuticular hydrocarbons

To obtain the CHC profiles of the termite builder species and the Sta-
phylinidae species, individuals of each species were separated into different
glass vials to avoid cuticular hydrocarbon mixings, with 10 workers being of

termite builder species and, when possible, 10 individuals of each species of



10

15

20

25

75

Staphylinidae. When fewer than 10 individuals of Staphylinidae were found
in a termite nest, this particular species was not analyzed. After separation,
the individuals were killed by freezing. CHCs were extracted from up to ten
individuals by rinsing in 100ul n-hexane for 10 min (for details see Haverty
et al., 1996; de Azevedo et al., 2006; Nelson et al., 2008; Marten et al.,
2009). Cuticular rinses were evaporated to dryness in order to eliminate
volatile constituents.

The rinses were reconstituted with 10ul of n-hexane, and aliquots were
assayed by gas chromatography (GC-17A v3 Shimadzu, with split/splitless
injectors and flame ionization detector). Components were separated on a
fused silica capillary column (EC-5; 30m x 0.32 mm; film thickness: 0.25
pm). The carrier gas was nitrogen at a flow rate of 1.0 ml/min. All GC
analyses were done with temperature programming from 150 °C increased
to 290 °C at 7 °C/min and held for 15 min.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analyses were con-
ducted on a GCMS-QP2010 SE Shimadzu equipped with Rtx®-5MS, fused
silica capillary column (30m-0.25mmlID-0.25um) and operated in splitless
mode. A 1ul aliquot was injected into the GC-MS. Each mixture was an-
alyzed using a temperature program from 130 °C increased to 290 °C at
7 °C/min and held for 15 min; with injector temperature at 220 °C. Scans
were from 40 to 500 m/z at about 2 scan/sec using the electron impact mode
(70 V). The carrier gas was helium at 0.87 ml/min.

The peaks were classified by mass spectrometer and comparison of Ko-
vats retention index (KI) (Carlson et al., 1998) evaluated on the basis of Cy
to Cs4 n-alkane series. In GC-MS, the registered spectra were compared

with those reported in electronic libraries (Wiley 7 and Nist 8). For KI
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data, we used the following formula:

100(logT, — logT)

KI, =100
(logT (- 1) — logT)

(4.1)

where x is the component of interest, T, is the retention time of the com-
ponent of interest, T, is the retention time of the n-alkane with the carbon
number eluting before a peak of interest, 7,11 is the retention time of the
n-alkane with the carbon number eluting after a peak of interest and z is
the carbon number of the n-alkane with retention time 7,. The observed
retention times registered for the natural compounds were compared with
those obtained from a set of n-alkane mixtures, injected under the same
experimental conditions to confirm the identification of most compounds

(Lambardi et al., 2007).

4.2.5 Analysis of stable nitrogen isotopes

Since DeNiro & Epstein (1981), stable nitrogen isotopes have been used
to show trophic relationships among organisms. Measurements of 6'°N (the
ratio of 1°N/MN relative to atmospheric nitrogen) of a consumer’s tissues
are usually higher than those of its diet, with the magnitude of the difference
being relatively consistent among organisms and denoted by the symbol A

(see details in Vanderklift & Ponsard, 2003), where

A= 515Nconsumer - 515Ndiet (42)

The estimate A has been used to calculate the trophic position of organ-
isms (Vander Zanden et al., 2000; Post, 2002; Vanderklift & Ponsard, 2003),
and we are testing whether or not Staphylinidae eat termites, i.e., if they

are one trophic level above termites. Therefore, we will analyze the stable



10

15

20

25

77

nitrogen isotope of termites and Staphylinidae to determine if Staphylinidae
are consuming termites to get a similar CHC profile.

The termite workers of each nest were sampled in 10 replicates of 10
individuals each, to obtain 1,5 ug of material for isotopic analysis, for each
replicates. As there were fewer Staphylinidae, we did sample ten individuals
whenever possible, but in no nest did we get more than one sample. Each
sample was put into a glass with distilled water, and immediately frozen
until the time of processing. Water was removed by freeze-drying for about
48 h. This was done to dehydrate the individuals, prevent decomposition
and maintain the original values of §'°N (Florencio, 2010; Florencio et al.,
2011).

After freeze-drying, the samples were macerated with a mortar and pes-
tle, and sieved to 100 mesh. Nitrogen istotopic ratios of each sample were
measured by using an isotope ratio mass spectrometer (IRMS, ANCA-GSL
20-20, SerCon, UK), from the Stable Isotopes Laboratory in the Soils De-

partment at the Federal University of Vigosa (UFV).

The natural abundance of nitrogen '®N was expressed as per thousand

(%0) deviation from standards, with the following equation:

_ Rs— Ry
1

5X %1000 (4.3)

where Rg denotes the sample isotopic ratios in the sample by nitrogen
I°N/4N and Ry is the International Standard. The standard for nitro-
gen is the atmospheric nitrogen (air). The isotope ratio R is the ratio from
“heavy” (1°N) to “light” (**N), typically, from rare to abundant isotopes rel-
ative to an internationally accepted standard. The analytical precision of

the measurements is estimated to be 30.2%o.
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4.2.6 Data analysis
4.2.6.1 CHCs

We performed a one-way ANOSIM (Clarke, 1993) (analysis of similari-
ties with 10,000 permutations) based on the Jaccard’s index as recommended
by Magurran (2005) for binary data (presence/absence of the compounds)
to determine similarities and difference between the co-habitants (differ-
ent species in same nest) and between co-specific (same species in different
nests). This data was analyzed using the vegan package in R (R Develop-
ment Core Team, 2012). To visualize differences and similarities, we used the
cluster analysis to look for groups in the data. We used a hierarchical clus-
ter, “starting with each individual as a separate entity and ending up with a
single aggregation, using functions such as hclust”, according suggested by

Crawley (2007).

4.2.6.2 Isotopes

To analyze whether or not Staphylinidae species eat the host termites, we
constructed one graph using the range of stable nitrogen isotopes of species
from each nest. We plotted an one-dimensional graph (x-axis 6'°NY%) with
the isotopic values of both termites and Staphylinidae. This graph allowed us
to compare the nitrogen stable isotope values of termites and Staphylinidae
that co-habit the same nest and thus infer the diet of the Staphylinidae.

The range of §'°N for termites of each nest was plotted with the extreme
values of 6'°N found by each termite sample. For the Staphylinidae, we used

a single value, since we did not have replicates from each nest.
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4.3 Results

C. melantho was the termitophile found most frequently in the nests of C.
cyphergaster (10 of 11 nests), followed by Termitocola silvestrii, Spirachtha
eurymedusa and Termitoiceus sp. n. (Table 4.1). In addition to the 11
nests of C. cyphergaster, we also collected two nests of V. heteropterus,
one of which contained Termitoiceus sp. n. (Table 4.1). To the best of our
knowledge, this is the first record of Termitoiceus in a nest of C. cyphergaster
(Table 4.1).

Table 4.1: Number of individuals of Staphylinidae species collected inside the thirteen nest of
the Constrictotermes cyphergaster and Velocitermes heteropterus.

S

&
TS
S 3 £
S 2 > &
I S = [75)
~ @ 3 o
T s v 3
S ’B <] %
ST ST~
g = % =
nest Host O & 0 K
1 C. cyphergaster 17 - - -
2 C. cyphergaster 35 54 - -
3 C. cyphergaster 36 3 - -
4 C. cyphergaster 10 8 - -
5 C. cyphergaster 16 7 7 -
6 C. cyphergaster 3 - 12 -
7 C. cyphergaster 20 7 - 1
8 C. cyphergaster 36 13 15 -
9 C. cyphergaster 5 2 - -
10  C. cyphergaster 21 16 - -
11 C. cyphergaster - - - -
12 V. heteropterus - - - -
13 V. heteropterus - - - T
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4.3.1 CHCs

Figure 4.2 shows a typical chromatogram of an extract from workers of
C. cyphergaster (above) and C. melantho (below). The chemical profiles of
these species were similar (R = -0.051, p = 0.82) but different between the
different nests (R = 0.58, p < 0.0001).

In the figure 4.3 we can view that five nests remained in same limb of a
tree, but no limb have two individuals of the same species (C. cyphergaster

or C. melantho).

Constrictotermes cyphergaster
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10000000
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n i ,L
v T 1 ’ 1
10 20 30
Time (min)
Corotoca melantho
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100000001
5000000
i - P | duL
10 20
Time (min)

Figure 4.2: Representative gas chromatogram of the cuticular extract of Constrictotermes

cyphergaster workers (above) and Corotoca melantho (below) found in same nest.

4.3.2 Isotopes

We have the 6'°N values of Staphylinidae, of only three of thirteen nests.

The §'°N values of Staphylinidae compared with termites of the same mound
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showed that the Staphylinidae were on average two (or more) trophic levels
13.2 %o £ 7.8 %o (SD) higher than the termites, indicating that termites are

not a significant component of the diets of these Staphylinidae (Fig. 4.4).
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Figure 4.3: Similarity between compounds found in cuticular rises of the individual termites and
Staphylinidae of the all nests. Circle are the Corotoca melantho (Staphylinidae) and square
are the Constrictotermes cyphergaster (Isoptera). Same colors indicate that the specimens

were found in same nest.
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Figure 4.4: §'5N values of termites and Staphylinidae. Letter represent termite nest. Boxes
represent 55N ranges for Constrictotermes cyphergaster, “x" represent 3 %omore than termite

. . 5
values and the vertical lines represent 5*°N values for Corotoca melantho.

4.4 Discussion

In this work we tested the hypothesis that Staphylinidae species and host
termites share highly similar CHC profiles that prevent the termites from
recognizing them as strangers and consequently expelling the Staphylinidae
from the nest. In addition, we argue that the Staphylinidae acquire CHC
profiles similar to their hosts because of their diet. Our results support ev-
idence that the CHCs of Staphylinidae are similar to those of their hosts
(Fig. 4.2 and supplementary material). For the Staphylinidae to be able to
live within the nests in constant integration with the termite colony, some
behavioral, chemical or morphological modification was expected. This is
because the termites have various strategies to defend their nests, and the
workers, and especially the soldiers (Noirot & Darlington, 2000; Deligne
et al., 1981) are capable of recognizing and expelling invaders (Kaib et al.,

2004). Therefore, if the Staphylinidae did not have any strategy to over-
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come these defenses, they would not be permitted within the nests. More-
over, chemical mimicry is a strategy used by various species which invade
the nests of social insects (Akino et al., 1999; Elmes et al., 1999; Lorenzi
& Bagneres, 2002; Dronnet et al., 2005; Schénrogge et al., 2008). The ter-
mites have a caste of soldiers specialized and morphologically adapted for
the defense of the colony. This caste has modifications such as a strong scle-
rotization of the head, enlarged mandibles, a stopperlike shape, and a frontal
gland able to produce a defensive secretion (Roisin, 2000). The workers are
also of great importance in helping to defend the colony by building and
repairing the nest, and even burying some invaders (Deligne et al., 1981).
But the efficiency of these defenses seems to diminish as nest size increases,
as Cristaldo et al. (data not published) observed that when a nest is dis-
turbed by researchers, the workers are slower to arrive and lower in number
in larger nests. Another fact that seems to support defense inefficiency with
an increase in volume is the positive relationship between the number of
invaders and the volume of the nest as found by various authors (Costa,
2005; Carvalho, 2005; Cunha & Morais, 2010). However, Staphylinidae can
invade the nests even when these nests are very small (Cristaldo et al., chap-
ter 3) and consequently well defended. This further indicates their need for
a strategy to avoid detection by the host termites.

Another important characteristic of termites is the capacity to recognize
organisms that are not part of the colony, thus causing agonistic behav-
ior and attempting to expel them (Thorne, 1982; Sobotnik et al., 2008).
Chemical signals, via CHCs, seem to have great importance in this recog-
nition (Kaib et al., 2004). Our results show that the similarity of CHCs is
greater between termites and Staphylinidae that are in the same nest than

co-specifics (Fig. 4.3). It is also known that different termite colonies have
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different CHC profiles and that the termites have the capacity to recognize
other individuals of their same colony. Therefore chemical mimicry is im-
portant for the Staphylinidae to remain in the nests, reducing the chance of
them being recognized as strangers and consequently being expelled.

Another possibility is that the Staphylinidae achieve this high similarity
by direct contact with the internal walls of the nest. Haverty et al. (2005)
showed that the feces of termites have CHCs similar to those found in in-
dividuals of the colony. As the walls of termite nests are built with outside
material (particles of clay, sand and organic material) cemented together
with feces or saliva (Eggleton, 2011), this could be one explanation for the
high CHC similarity of Staphylinidae. However, our data are not sufficient
to accept or reject this hypothesis, and future work must be done with this
specific objective.

Our results also indicate that these termitophiles should not be able to
achieve this similarity by eating the host termites. According to some re-
views on isotopic analyses, there is a gain of approximately 3 %o in the value
of §1°N at each trophic level (Vander Zanden et al., 2000; Post, 2002; Van-
derklift & Ponsard, 2003). According to our data, all of the Staphylinidae
had more than 8 %o to more than their termite host (Fig. 4.4). This in-
dicates that the beetles are not feeding on their termite hosts. According
to Seevers (1957), Staphylinidae feeding on host termite should not be a
stable evolutionary strategy and perhaps what is happening inside the nests
is that the beetles are being fed by termites. Nevertheless, if this were true,
the isotropic values should not have such discrepancies. Florencio (data
not published) found very similar values between workers and soldiers of at
least three different termite species. Since the soldiers are fed by the work-

ers, if the same is occurring with the beetles, we would expect that their
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isotropic nitrogen values would be more similar. Instead, the beetles have
much greater values than those found in the workers, possibly two trophic
levels higher. This may indicate that the beetles are feeding on other ter-
mitophiles that are feeding on the termites, thus making the relationship
between termites and Staphylinidae a mutualistic one, where the termites
offer shelter and protection against environmental elements and the beetles
offer protection against parasites (predators or pathogens). Similar results
were found by De Visser et al. (2008) with spiders in termite nests at African
Savanna. Nevertheless, our results are not conclusive about the actual diet
of these Staphylinidae and future works will be necessary to support this
hypothesis, since we do not have isotopic analyses of other organisms that
may be feeding on the termites, such as mites (Grassé, 1986).

Since termites are blind and recognize each other via antennal contact,
chemical mimicry seems to be essential for the beetles to avoid being rec-
ognized as invaders and expelled from the nest. However, morphological
mimicry also seems to be used by some species (e.g. Spirachtha eurymedusa).
Sands & Lamb (1975) reported similarity of the larvae of Coatonachthodes
and Spirachtha with the second larval stage of their hosts, Fulleritermes and
Nasutitermes, respectively. This mimicry may indicate to the workers that
that individual is a larvae that urgently needs to be fed (Kistner, 1968a;
Sands & Lamb, 1975; Kistner, 1979). In these cases, to have the morphol-
ogy of the first larval stage may be important, not only to not be expelled,

but also to be fed by the workers.

4.4.1 Conclusion

Our results show that the high similarity of chemical compounds present

in the cuticle of the beetle may be an explanation for the Staphylinidae not
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to be expelled from the nest. We also show that the similarity is greater
between the invader and host in the same nest than between termites of
the same species but in different nests, or Staphylinidae of the same species
but different nests. Moreover, we conclude that these Staphylinidae did
not get this high similarity by feeding on termite individuals of the colony
where they are found, but because they have isotropic values much higher
than those of termites, they could be eating other organisms which feed on

termites, which may make them mutualists.
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4.6 Supplementary material

(a) nest 11 (b) nest 20

Figure 4.5: Representative gas chromatogram of the cuticular extract of: a Constrictoter-
mes cyphergaster workers (above), Corotoca melantho (bellow) found in nest “eleven”; and
b Constrictotermes cyphergaster workers (above), Corotoca melantho (bellow) found in nest

“twenty".
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(a) nest 18 (b) nest 21

Figure 4.6: Representative gas chromatogram of the cuticular extract of: a Constrictotermes
cyphergaster workers (above), Corotoca melantho (bellow) found in nest “eighteen”; and b
Constrictotermes cyphergaster workers (above), Termitoiceus sp. n. (bellow) found in nest

“twenty one".
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(a) nest 01 (b) nest 10

Figure 4.7: Representative gas chromatogram of the cuticular extract of: a Constrictotermes
cyphergaster workers (above), Corotoca melantho (middle) and Termitocola silvestrii (bellow)

found in nest “one”; and b Constrictotermes cyphergaster workers (above), Corotoca melantho

(middle) and Termitoiceus sp. n. (bellow) found in nest “ten".
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Capitulo

Conclusoes

No primeiro capitulos desta teses, tratamos de levantar algumas hipé-
teses para tentar explicar a coexisténcia entre os termitéfilos e os cupins

hospedeiros, mas vimos também

1. que a coexisténcia entre cupins e termitdfilos parece ser regida por
uma certa especificidade, uma vez que a maioria dos termitéfilos sé é
encontrada associada a uma espécie de cupim. Além disso, os cupins
parecem conseguir se defender bem, uma vez que a maioria das espécies

possui apenas uma espécie de termitéfilo associada.

Os resultados desta tese reforcam a ideia que:

1. os predadores exercem grande influéncia sobre a comunidade de espé-
cies invasores de ninhos de cupins, mas as caracteristicas intrinsecas
das espécies construtoras, que afetam a defesa do ninho, bem como as
caracteristicas dos ninhos (como volume), também devem ser levadas

em consideracao.

(a) As poucas espécies que conseguem invadir ninhos sem o predador

devem ter estratégias para driblar as defesas da espécie constru-

90
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tora. Por outro lado, na presenca do predador, outros mecanis-
mos - como a diminuicao da pressao competitiva entre os invaso-
res, ou mesmo uma diminuicao na eficiéncia de defesa por parte
da espécie construtora - devem atuar e consequentemente permiti

a entrada de um nimero maior de espécies nesses ninhos.

2. O volume do cupinzeiro se mostrou mais uma vez um fator determi-
nante na invasao destes e que a identidade das espécies invasoras sao

importantes neste processo de invasao.

(a) Vimos, por exemplo, que a invasao de ninhos é dependente do
volume deste e que os termitéfilos sao mais provaveis de serem
encontrados em ninhos de 3 1 ou mais, enquanto que os inquilinos
sao mais provaveis de serem encontrados em ninhos de 13 1 ou

mais.

3. Vimos ainda que o mimetismo quimico esta presente em algumas espé-
cies de Staphylinidae encontrados em ninhos de cupins. Estes besouros
possuem um perfil de hidrocarbonetos similar aos dos cupins dos ni-
nhos onde sao encontrados, e parece que estes hidrocarbonetos nao
sdo conseguidos via predacao de cupins, uma vez que os isétopos de
nitrogénio indicam que estes besouros estao dois niveis tréficos acima

dos cupins.
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