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Resumo 

Estudos recentes têm sugerido um novo panorama para a reprodução dos cupins, embora 

existam muitas lacunas, principalmente em relação aos cupins neotropicais da família 

Termitidae. O aparecimento de reprodutores neotênicos em algumas espécies de Isoptera já está 

bem documentado, mas a contribuição para a dinâmica da colônia dos reprodutores neotênicos 

ergatoides, derivados de operários, permanece desconhecida. Nasutitermes aquilinus, espécie 

abordada na presente pesquisa, é um cupim Neotropical que comumente apresenta reprodutores 

neotênicos ergatoides. Contudo, os estudos disponíveis na literatura se limitam a descrições 

morfológicas destes reprodutores. Assim, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a 

estrutura reprodutiva e genética de N. aquilinus envolvendo reprodutores ergatoides, utilizando 

marcadores de microssatélites e mitocondriais. Além disso, análises morfológicas e histológicas 

foram utilizadas para avaliar as características imaginais, o grau de maturação do sistema 

reprodutor, tipo de corpo gorduroso e presença de espermatozoides nas espermatecas das 

fêmeas ergatoides amostradas nos ninhos. Cinco marcadores microssatélites foram utilizados 

para genotipar 258 indivíduos provenientes de 11 ninhos, incluindo 43 fêmeas ergatoides. O 

gene mitocondrial COI foi sequenciado em todas as fêmeas ergatoides para determinar a 

linhagem materna nas colônias onde estas fêmeas neotênicas estavam presentes. As fêmeas 

ergatoides apresentaram diferentes graus de fisogastria e algumas características imaginais. As 

análises histológicas do abdome destas fêmeas mostraram ovócitos em diferentes estágios de 

desenvolvimento, incluindo estágios vitelogênicos terminais, além de corpo gorduroso real e 

espermatozoides no lúmen da espermateca.  De acordo com as análises moleculares, oito 

colônias de N. aquilinus foram classificadas como famílias simples, com quantidade de alelos 

e genótipos compatíveis com a monogamia. Os ninhos N2, N6 (ambos com presença de 

ergatoides) e N3 (com ausência de ergatoides) apresentaram genótipos inconsistentes para 

endogamia, possibilitando a ocorrência de famílias estendidas. Pelo fato de somente quatro 

alelos serem identificados por ninho, a ocorrência de famílias mistas, a qual inclui reprodutores 

não aparentados, foi suprimida para N. aquilinus. No entanto, a baixa diversidade de alelos pode 

ter mascarado a ocorrência destas famílias. Os índices de diversidade genética (FIS, FIT, FST) 

apontaram baixa endogamia e diversidade genética moderada, mesmo com a possível formação 

de famílias estendidas (N2, N3, N6), as quais tendem a perder diversidade genética em 

decorrência da reprodução entre aparentados. Sendo assim, fêmeas neotênicas ergatoides 

possivelmente estão atuando em ciclos simples de endogamia nestas colônias, de modo que a 

diversidade genética e taxa de endogamia não se iguala àquelas observadas normalmente em 
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famílias estendidas. Na colônia N11, mesmo com as fêmeas ergatoides apresentando 

espermatozoides na espermateca e ovócitos vitelogênicos terminais, os genótipos indicaram 

reprodução envolvendo somente um casal de reprodutores, sugerindo que estas fêmeas estão 

em estágios iniciais de oviposição ou que a amostragem de castas não contemplou os 

descendentes destas fêmeas. 

 

Palavras-chave: genotipagem, marcadores de microssatélites, mtDNA, maturação 

reprodutiva, Nasutitermitinae, neotênicos ergatoides, reprodução, ovócitos. 
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Abstract 

Recent investigations have shown a new perspective concerning the termite reproduction, 

although many questions remain answered, principally in the Neotropical representatives of the 

family Termitidae. The development of neotenic reproductives in some species within Isoptera 

is well stablished, but the development and reproductive contribution of the ergatoid neteonics, 

which differentiate from workers, are still unknown. Nasutitermes aquilinus, a Neotropical 

species investigated in the present study, usually develops ergatoid reproductives after the death 

of the royal couple. However, previous investigations available for N. aquilinus are limited to 

morphological descriptions of these reproductives. Thus, the objective of the present study was 

to investigate the reproductive and genetic structure involving ergatoid reproductives in N. 

aquilinus, using microsatellite and mitochondrial markers. Additionally, morphological and 

histological analyses were performed to evaluate the presence of imaginal characteristics, 

maturation of the reproductive organs, type of fat body, and presence of spermatozoa inside the 

spermatheca of the ergatoid females. In total, 258 individuals from 11 nests, including 43 

ergatoid females, were genotyped using five microsatellite loci. The mitochondrial gene COI 

was sequenced in all the ergatoid neotenics, aiming to identify the matrilines present in the 

colonies. The ergatoid females presented different physogastry rate and some imaginal traits. 

Histological sections of the abdomen of ergatoid females showed oocytes in different stages, 

including terminal vitellogenic oocytes, along with spherical and aflagellate spermatozoa inside 

the spermatheca. According to the molecular analyses, nine colonies of N. aquilinus were 

classified into simple families, with alleles and genotypes consistent with monogamy. The nests 

N2, N6 (both with sampled ergatoids) and N3 (with ergatoids absent) presented genotypes 

inconsistent with a single pair of reproductives, thus these colonies were classified as possible 

extended families. Mixed families, which present unrelated reproductives, were not identified 

for N. aquilinus, due the presence of no more than four alleles per nest. However, the low allele 

diversity may have obfuscated the occurrence of mixed families. The F-statistics (FIS, FIT, FST) 

pointed a low inbreeding rate and high genetic diversity, even in colonies classified as possible 

extended families (N2, N3 and N6), which generally suffer the loss of genetic diversity due a 

reproductive system involving related individuals. Therefore, it is possible that those colonies 

present simple cycles of inbreeding, and the genetic diversity and endogamy rate do not follow 

the values usually observed in extended families. In the colonies N11, the genotypes indicated 

a breeding system involving only a pair of reproductives, although ergatoide females from these 

nests presented spermatozoa in the spermatheca and terminal vitellogenic oocytes. In this case, 
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it is suggested that the ergatoid females from this nest have just started their first oviposition 

cycle, or their offspring was not genotyped in our genetic analyses. 

 

Keywords: genotyping, microsatellite markers, mtDNA, reproductive maturation, 

Nasutitermitinae, ergatoid neotenics, reproduction, oocytes. 
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1. Introdução geral 

Os cupins são insetos eussociais da ordem Blattaria, infraordem Isoptera (INWARD et 

al., 2007; KRISHNA et al., 2013). A eussocialidade é atribuída a estes insetos, pois em suas 

colônias ocorre divisão reprodutiva de tarefas, cuidado cooperativo com a prole e sobreposição 

de gerações (WILSON; HÖLLDOBLER, 2005). No passado, os cupins eram classificados 

como uma ordem a parte e, atualmente, estão incluídos na mesma ordem das baratas, resultado 

de abordagens filogenéticas, moleculares e morfológicas, as quais apontaram estes insetos 

como sendo grupo irmão do gênero de baratas Cryptocercus (NALEPA; LENZ, 2000; LO et 

al., 2000; INWARD et al., 2007). Segundo Inward et al (2007), os cupins evoluíram de baratas 

onívoras ancestrais, as quais eram diploides e apresentavam ootecas para proteger os ovos 

contra dessecação. É sugerido que a evolução da eussocialidade nos cupins influenciou na perda 

da ooteca, uma vez que a construção de ninhos propiciava um ambiente com clima controlado. 

Além disso, a formação de sociedades permanentes pode ter conduzida à evolução das castas 

estéreis (operários e soldados) em resposta a necessidade de busca por alimento, cuidado 

aloparental da prole e defesa da colônia (HIGASHI et al., 2000). 

Os Isoptera abrangem nove famílias (Mastotermitidae, Hodotermitidae, 

Archotermopsidae, Stolotermitidae, Kalotermitidae, Stylotermitidae, Rhinotermitidae, 

Serritermitidae e Termitidae), sendo as quatro últimas incluídas no clado Neoisoptera (ENGEL 

et al., 2009). A família Termitidae possui radiação mais recente, compreendendo 

aproximadamente 85% dos gêneros e 70% das espécies de cupins (OHKUMA et al., 2004; 

ENGEL et al., 2009). Admite-se que Termitidae surgiu na África durante o Eoceno, há 54 

milhões de anos, atingindo outras regiões do planeta por meio de pelo menos 24 eventos de 

dispersão (BOURGUIGNON et al., 2014; 2017). Os Termitidae estão distribuídos em oito 

subfamílias, das quais quatro estão presentes na região Neotropical, incluindo no Brasil: 

Termitinae, Apicotermitinae, Nasutitermitinae e Syntermitinae. Na subfamília Nasutitermitinae 

estão incluídos os cupins do gênero Nasutitermes, com um total de 76 espécies neotropicais 

(CONSTANTINO, 2018).  

 

1.1. Composição do ninho 

Uma colônia de cupins possui diferentes castas, as quais atuam de forma coordenada 

nas mais variadas tarefas. As larvas e ninfas são os indivíduos imaturos da colônia, os quais se 

diferenciam em indivíduos da linhagem áptera ou reprodutiva. As ninfas apresentam brotos 
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alares e se originam de larvas ápteras, sendo que sofrem sucessivas mudas até atingirem o 

estado de imago na linhagem reprodutiva. Em cada muda, ocorre uma diferenciação gradual de 

característica imaginais, como surgimento de asas, olhos e órgãos reprodutores. Além dos 

indivíduos imaturos, na colônia de cupins existem indivíduos estéreis e férteis, estes últimos 

responsáveis pela reprodução. Os operários constituem uma casta estéril e áptera, responsável 

pela construção e manutenção do ninho, além do forrageamento e alimentação de castas 

dependentes. Famílias mais basais não possuem operários e sim falsos operários 

(“pseudergates”) (Fig. 1), que constituem uma casta totipotente, com capacidade de se 

diferenciar em indivíduos reprodutores, dependendo das condições ambientais do ninho. Os 

soldados também são ápteros e estéreis, sendo responsáveis pela defesa da colônia, já que 

possuem adaptações morfológicas e fisiológicas para tal função. Já os reprodutores alados ou 

imagos são aqueles indivíduos que iniciam uma colônia, e depois de estabelecida, como 

fundadores do ninho, são conhecidos como reprodutores primários. Contudo, os que substituem 

os primários em uma eventual morte, são denominados reprodutores secundários (WILSON, 

1971). Estes reprodutores secundários podem se originar de operários (ergatoides), ninfas 

(ninfoides) ou de reprodutores alados (adultoides), sendo as duas primeiras formas 

denominadas neotênicas (MYLES, 1999). Portanto, um reprodutor neotênico é um indivíduo 

que amadurece o aparelho reprodutor sem alcançar a idade adulta (NOIROT, 1989). Em casos 

excepcionais, e somente em cupins basais, podem aparecer soldados neotênicos (JOHNSON et 

al., 2011). Diferente dos Hymenoptera, os cupins são insetos hemimetábolos e possuem 

colônias bissexuais (NOIROT, 1989; MATSUURA, 2010). Sendo assim, estágios imaturos e 

de ambos os sexos são capazes de executar diferentes tarefas na colônia, incluindo as 

reprodutivas, por meio da diferenciação de reprodutores neotênicos (NOIROT, 1989). 

 

1.2. Diferenciação das castas  

O desenvolvimento das castas em cupins pode ocorrer de duas formas: diferenciação 

linear e bifurcada. Na diferenciação linear (Fig. 1), existe uma casta totipotente, que é 

denominada falso operário (“pseudergate”). Esta casta pode sofrer mudas estacionárias ou se 

diferenciar em ninfas, as quais continuam sofrendo mudas até se tornarem alados, ou estas 

ninfas podem sofrer mudas regressivas, voltando ao estágio de pseudergate (ROISIN; KORB, 

2010). Assim, o desenvolvimento de castas em espécies que adotam a diferenciação linear é 

plástico e uma muda irreversível ocorre somente em estágios tardios do desenvolvimento. Os 

fatores que determinam o tipo de diferenciação em falsos operários (“pseudergates”) são 

principalmente ambientais, tais como temperatura, oferta de alimento, ações de feromônios e 
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interações sociais com companheiros do ninho (NOIROT; BORDEREAU, 1991; 

WATANABE et al., 2014). A alteração na síntese de hormônio juvenil (JH) é um dos principais 

responsáveis pela diferenciação de castas em insetos sociais e desempenha grande influência 

nas diferentes transformações sofridas por pseudergates em cupins (CORNETTE et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A segunda forma de desenvolvimento consiste na diferenciação “bifurcada” (Fig. 2), 

onde ocorre separação precoce e irreversível entre as linhagens áptera e reprodutiva (ROISIN, 

2000; HARTKE; BAER, 2011). Aproximadamente 80% das espécies de cupins apresentam 

desenvolvimento de castas bifurcado, sendo que a grande maioria da prole sofre uma muda 

irreversível para a linhagem áptera e estéril, compondo os operários verdadeiros e os soldados 

(ROISIN, 2000; HAYASHI et al., 2007). Em contrapartida, uma parte menor da prole se 

diferencia na linhagem reprodutiva, a qual também é irreversível e caracterizada pelo 

desenvolvimento gradual de asas, olhos e órgãos reprodutores (MAEKAWA et al., 2008). O 

padrão bifurcado de desenvolvimento e, consequentemente, o surgimento de operários 

verdadeiros aparece como uma condição derivada em cupins, não ocorrendo em espécies do 

gênero Prorhinotermes (Rhinotermitidae) e nas famílias Kalotermitidae, Termopsidae e 

Serritermitidae, onde existem falsos operários (BOURGUIGNON et al., 2009; ROISIN; 

KORB, 2010, BARBOSA; CONSTANTINO, 2017). Na família Termitidae, os operários 

sempre se diferenciam após dois estágios larvais, exceto na subfamília Macrotermitinae, onde 

os operários são precedidos de três instares larvais (MILLER, 1969). 

 

Figura 1. Padrão de desenvolvimento linear de castas. A larva se diferencia em um instar 

larval tardio, conhecido como pseudergate. Este indivíduo é totipotente, podendo se 

diferenciar em outras castas ou sofrer mudas estacionárias (Adaptado de GRASSÉ, 1982). 

 



Introdução geral |13 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a origem, quantidade e o parentesco dos reprodutores em uma colônia, 

as sociedades de cupins podem ser classificadas como famílias simples, nas quais todos os 

indivíduos são filhos de um único casal real; famílias estendidas, em que todos os indivíduos 

descendem de reprodutores secundários aparentados; e famílias mistas, com múltiplos 

reprodutores não aparentados envolvidos nas tarefas reprodutivas (VARGO; HUSSENEDER, 

2010). Uma vez que colônias possuem sinais específicos, facilitando o reconhecimento de 

companheiros de ninhos e intrusos, os custos e benefícios da fusão de colônias têm sido 

investigada em diferentes insetos sociais (KRONAUER et al., 2010; KORB; ROUX, 2012). O 

sucesso na fusão de colônias pode estar associado à baixa diversidade genética decorrente de 

eventos como os “gargalos de garrafa”, os quais reduzem a discriminação entre companheiros 

de ninho e indivíduos oriundos de outras colônias (GARCIA et al., 2003). No entanto, a fusão 

de colônias com alta diversidade genética também tem sido observada, indicando que outros 

mecanismos estão associados à tolerância entre indivíduos de ninhos diferentes (ADAMS et 

al., 2007; LUCHETTI et al., 2013).

Figura 2. Padrão de desenvolvimento bifurcado de castas. A linhagem reprodutiva (ninfas 

e alados) e a áptera (operários e soldados) se diferenciam de modo irreversível e precoce. 

Os operários são verdadeiros, podendo sofrer muda terminal para uma casta de defesa ou 

para um reprodutor neotênico ergatoide (Adaptado de GRASSÉ, 1982). 
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7. Considerações gerais 

 As análises histológicas do abdômen de fêmeas ergatoides de N. aquilinus com 

diferentes graus de fisogastria mostraram desenvolvimento do aparelho reprodutor, com 

ovócitos em todos os estágios de ovogênese, incluindo estágios terminais, onde a deposição de 

vitelo atinge as maiores proporções. 

 Fêmeas neotênicas ergatoides apresentam espermatozoides no lúmen da 

espermateca, fato que corrobora a ocorrência de reprodutores machos nas colônias. Além disso, 

estas fêmeas possuem corpo gorduroso real, característicos de rainhas, diferente do corpo 

gorduroso normal presente em outras castas, o qual é rico em lipídios.  

 As análises genéticas conduzidas no presente estudo mostraram que N. aquilinus 

pode formar famílias simples ou estendidas. No entanto, a baixa diversidade de alelos e as 

poucas alterações no gene COI precisam ser destacadas, pois podem ter mascarado a formação 

de famílias mistas.  

 A ausência de genótipos associados a família estendida na colônia N11 de N. 

aquilinus mostra que as fêmeas ergatoides presentes nessa colônia poderiam estar em estágios 

iniciais de oviposição, ou que a prole proveniente destas não foi amostrada. Baseado nos 

genótipos das amostras e no índice de parentesco (r = 0.496 ± 0.080), é possível concluir que 

as fêmeas ergatoides eram irmãs das castas estéreis analisadas. 

 As colônias N2, N3 e N6 apresentaram estrutura genética semelhante ao de famílias 

estendidas. Porém, a diversidade genética manteve-se moderada entre as amostras, enquanto o 

índice de endogamia permaneceu baixo. A baixa diversidade de alelos entre as colônias pode 

ter mascarado a formação de famílias mistas, de modo que este cenário deve ser considerado 

em futuras análises conduzidas com N. aquilinus.   

 Os resultados sugerem que reprodutores ergatoides de N. aquilinus não exercem 

influência no desenvolvimento de ninfas, considerando a ocorrência de ninfas tanto em ninhos 

com múltiplas fêmeas ergatoides quanto naqueles onde somente um casal atuava na reprodução.
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