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Resumo

1 RESUMO

As colbnias de insetos sociais constituem grupos de individuos que vivem juntos e se
reproduzem como uma unidade, sendo a divisdo de trabalho entre os companheiros de ninho
uma das mais importantes caracteristicas dessas colénias. A alocacdo de trabalho pode ser
baseada em casta, sexo, tamanho ou idade dos individuos e este processo é denominado
polietismo, que pode ser temporal e, nesse caso, 0 desenvolvimento da tarefa esta ligado a
idade e a fisiologia do individuo. O desenvolvimento de glandulas exdcrinas esté relacionado
com essas atividades e tarefas. As lacunas existentes no conhecimento atual do polietismo em
Isoptera dizem respeito a grande dificuldade de observar o comportamento dos cupins em
ambientes naturais, devido ao habito criptico destes insetos. Visando elucidar a divisdo de
trabalho de reis e rainhas na parte de cuidados com os ovos e larvas na espécie exdtica
Coptotermes gestroi e na espécie nativa Cornitermes cumulans foram realizados estudos
comportamentais e estudos morfolégicos das glandulas salivares em diferentes fases da vida
destes reprodutores. Estes estudos morfologicos envolveram histologia, histoquimica e
morfometria dos acinos das glandulas salivares de reis e rainhas. O cuidado biparental € uma
importante estratégia para a sobrevivéncia dos insetos e representa um avanco na adaptagéo
ao ambiente. Nos insetos sociais, como 0s cupins, o cuidado com ovos e a alimentacdo dos
imaturos é tarefa dos operarios, no entanto, no inicio da fundacdo de uma nova coldnia, o
cuidado com a prole € realizado pelo casal real, sendo bastante escassos esses estudos em
reprodutores. Na presente pesquisa, colbnias incipientes das duas espécies de cupins foram
filmadas, durante o periodo que antecede o0 aparecimento dos operarios, e avaliados 0s
comportamentos com cuidados de ovos e larvas. Os resultados mostraram que o cuidado com
os ovos foi realizado igualmente pelo rei e rainha na espécie C. gestroi. Contudo, em C.
cumulans a rainha investiu significativamente mais que o rei na atividade de “grooming” dos
ovos. Quanto ao cuidado com as larvas, os dados indicam diferencas significativas nos
comportamentos de “grooming”, trofalaxia estomodeal e trofolaxia proctodeal entre os reis e
rainhas de C. gestroi. Adicionalmente, a rainha da referida espécie investiu mais em trofalaxia
do que o rei. Para C. cumulans o cuidado com os imaturos ndo apresentou diferenca entre os
reprodutores, mostrando auséncia de polietismo sexual. A morfometria das glandulas
salivares dos reprodutores no inicio da funcdo das coldénias mostrou que a area dos acinos

salivares foram similares em reis e rainhas de ambas as espécies de cupins, portanto, no inicio
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da fundacdo do ninho, glandulas salivares similares em reis e rainhas indicam o mesmo
investimento de ambos os sexos na producdo de saliva. Contudo, em coldnias mais velhas de
C. gestroi ocorreu uma diminuicdo da &rea dos acinos salivares em ambos os reprodutores. A
histologia das glandulas salivares mostrou &cinos salivares multicelulares, constituidos por
células parietais e centrais, sendo que em C. cumulans foram observados dois tipos de células
centrais. As células parietais sdo periféricas, menores em relacdo as centrais e sdo
caracterizadas pela presenca de um canaliculo intracelular. As células centrais possuem
muitas vesiculas secretoras, e testes histoquimicos das glandulas salivares de reprodutores no
inicio da formacdo das col6nias mostraram a presenca de proteinas e polissacarideos, além de
lipidios em C. gestroi. Nos reprodutores mais velhos de C. gestroi, a secrecdo proteica
diminuiu, mas houve um acumulo maior de polissacarideos. Os resultados sugerem que apés
0 aparecimento dos operarios, 0s quais passam a alimentar a cria, a secrecdo salivar diminui e
sofre alteragdo funcional em reis e rainhas. O cuidado biparental com ovos e larvas é
importante pois aumenta a sobrevivéncia da prole durante o estabelecimento de novos ninhos,
contudo, existem diferencas de polietismo entre as duas espécies estudadas que parecem estar

ligados a biologia das mesmas, incluindo tipo de ninho e forrageamento.

Palavras-chave: térmitas, Blattaria, Coptotermes gestroi, Cornitermes cumulans, colénias

incipientes.
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2 ABSTRACT

Colonies of social insects constitute groups of individuals which live together and
reproduce as a superorganism, and the most important characteristic of such colonies is a
complex division of labor among nestmates. The task allocation may be based on the caste,
sex, size and the age of the individuals, and this process is termed polyethism, which may be
temporal and, in this case, the task development is associated to the age and physiology of the
individual. The development of exocrine glands is associated to these colonial activities and
tasks. The current knowledge gaps concerning the polyethism in Isoptera are consequences of
the difficulty in observing the behavioral repertories performed by termites under natural
conditions, especially due their cryptic habit. Aiming to elucidate the division of labor
between kings and queens related to eggs and larval care in the exotic species Coptotermes
gestroi and in the native species Cornitermes cumulans, behavioral bioassays and
morphological studies of the salivary glands were performed on different life phases of these
reproductives. These morphological studies involved histology, histochemistry and
morphometry of the salivar acini of kings and queens. The biparental care is an important
strategy for insect survival and represent an advance during the adaptation to the environment.
Among the social insects, case of the termites, workers care for eggs and feed the immatures,
although these tasks are performed by the royal couple during the establishment of a colony.
Nevertheless, the available data concerning the parental care performed by kings and queens
are quite limited. In the present research, incipient colonies of the studied species were filmed,
during the period preceding the development of workers, and the behaviors performed during
egg and larvae care were evaluated. The results showed that the care of eggs was equally
performed by the king and the queen of C. gestroi, whereas queens of C. cumulans invested
significantly more in egg-grooming than kings. Unlike eggs, the larval care varied between C.
gestroi kings and queens in the following behaviors: grooming, proctodeal and stomodeal
trophallaxis. Additionally, the C. gestroi queen invested more in trophallaxis when compared
to the king. For C. cumulans, the larval care did not show differences between the
reproductives, suggesting an absence of sexual polyethism in this species. The morphometry
of the salivary glands of kings and queens during the colony establishment showed similar
acinar area between the reproductives of both species, suggesting that during the colony
foundation, kings and queens invest the same effort for saliva production. However, in old

colonies of C. gestroi, both reproductives suffered a reduction in their acinar area. The
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histology of the salivary glands showed multicellular salivar acini, composed of parietal and
central cells, the latter presenting two types in C. cumulans. The parietal cells are peripheral,
smaller when compared to the central ones, and are characterized by the presence of an
intracellular canaliculus. The central cells possess many secretory vesicles, and histochemical
tests of the salivary glands of kings and queens during colony foundation showed the presence
of proteins and polysaccharides, besides lipids in C. gestroi. In older reproductives of C.
gestroi, the proteic secretion decreased, although there was a higher accumulation of
polysaccharides. The results suggest that, after the emergence of workers which feed the
larvae, the salivary secretion decreases and suffer functional changes in kings and queens. The
biparental care on eggs and larvae is important, since it increases the brood survival during
the initial phases of the colony, however, there was difference in the polyethism between the
two studied species, which seems to be a consequence of their biology, including nesting and

foraging aspects.

Key-words: termites, Blattaria, Coptotermes gestroi, Cornitermes cumulans, incipient

colonies.
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3.1 Introducéo geral: classificacéo e biologia de cupins
3.1.1 Classificacédo dos cupins

Estudos morfolégicos e moleculares mostraram que 0s cupins ou térmitas sao baratas
sociais e por isso aceita-se que tenham evoluido de um ancestral comum das baratas atuais.
Existem divergéncias sobre a classificagdo dos cupins que foram inseridos por Becalloni e
Eggleton (2013) na epifamilia Termitoidea da ordem Blattodea e por Engel (2011) e Krishna
et al. (2013) na infraordem Isoptera da ordem Blattaria. Esta Gltima classificacdo é a mais
aceita e a que foi adotada no presente trabalho. Atualmente, aceita-se que existem 9 familias
de cupins: Mastotermitidae, Hodotermitidae, Archotermopsidae, Stolotermitidae,
Kalotermitidae, Stylotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (ENGEL,
2011; KRISHNA et al., 2013). Presentemente, sdo descritas 3161 espécies de cupins, sendo
que 660 sdo provenientes da regido Neotropical (CONSTANTINO, 2019).

3.1.2 Desenvolvimento hemimetabolo e castas

Os cupins sdo insetos hemimetabolos diferente dos Hymenoptera sociais como as
formigas, abelhas e vespas que s@o holometabolos (NOIROT, 1969). Esses insetos vivem em
sociedades organizadas em castas, constituidas por individuos reprodutores, operarios e
soldados. De acordo com Eggleton (2010), essas castas exibem diviséo de trabalho e exercem
fungbes diferentes dentro do cupinzeiro.

Uma col6nia de cupins possui geralmente 1 casal real, rei e rainha, responsaveis pela
reproducdo, denominados reprodutores primarios. Os cupins sdo 0s Unicos insetos eussociais
em que o rei permanece no ninho apos a copula (COSTA-LEONARDO, 2002). Os operarios
sdo individuos apteros, responsaveis pela construcdo e manutencdo do ninho, além do
forrageamento e alimentacdo de todos os outros individuos da colénia, inclusive o casal real e
imaturos. Esses individuos sdo estéreis, ndo apresentam olhos, tém tubo digestivo bastante
desenvolvido e também se dedicam ao cuidado de ovos e imaturos (EGGLETON, 2010). O
soldado é a casta morfologicamente adaptada para a defesa, com mandibulas robustas e
glandula frontal desenvolvida para combater os inimigos. Esses individuos sdo estéreis e
cegos (COSTA-LEONARDO, 2002) e podem se originar de larvas ou de operarios, passando
por um instar intermediario conhecido como pré-soldado ou soldado branco (NOIROT, 1969;
ROISIN, 2000).
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Uma colonia madura de cupins libera anualmente reprodutores alados ou imagos,
machos e fémeas. Esses reprodutores deixam o ninho original e apds formarem casais fundam
uma nova colbnia. Além das castas citadas, existem imaturos que sdo conhecidos como larvas
e ninfas. As larvas séo apteras e as ninfas apresentam brotos alares. Apesar dos cupins serem
insetos hemimetabolos, ou seja, insetos que teoricamente ndo possuem larvas, esse termo é
utilizado para essas ninfas jovens que séo apteras, e constitui uma nomenclatura convencional
para os termitdlogos (THORNE, 1996). No desenvolvimento dos cupins, as ninfas sofrem
mudas sucessivas e originam os reprodutores alados ou imagos. Em cada muda ocorre uma
diferenciacdo gradual de caracteristicas imaginais, como o surgimento de asas, olhos e érgaos
reprodutores (COSTA-LEONARDO, 2002)

Em cupins € assumido que o ovo € totipotente e contém a mesma informagao genética.
Portanto, o desenvolvimento das castas € determinado por fatores ambientais (nutricao,
temperatura, umidade) assim como sexo dos individuos (WATANABE et al., 2014). Os
fatores ambientais sdo percebidos pelos cupins por meio de interacbes sociais como
“allogrooming” e trofalaxia (NOIROT, 1991; TARVER et al., 2011). No entanto, pouco €
conhecido sobre as relacfes entre fatores ambientais e padrGes de interagdes sociais
(MACHIDA et al., 2001).

3.1.3 Alimentacao dos cupins

A base da alimentacdo dos cupins é celulésica sendo que existem espécies que se
alimentam de madeiras em varios estagios de decomposicdo, raizes, sementes, serapilheira e
até mesmo humus (LEE; WOOD, 1971; LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007). Por isso, 0s
cupins sdo importantes decompositores, especialmente nos ecossistemas tropicais e
subtropicais (LEE; WOOD, 1971).

Trofalaxia € um comportamento pelo qual os insetos obtém fluidos nutritivos de um
companheiro de ninho. A trofalaxia mais frequente é a estomodeal, que é a troca de fluido
através da boca, mas também pode ocorrer a trofalaxia proctodeal, em que o fluido é recebido
através do anus (WHITMAN, 2006). Trofalaxia estomodeal é a troca de saliva e alimento
regurgitado (MCMAHAN, 1969; MACHIDA et al.,, 2001). A trofalaxia proctodeal é a
transferéncia de fluido do intestino posterior contendo microbiota, produto da digestdo do
cupim e da microbiota e feroménios (MCMAHAN, 1969; MACHIDA et al., 2001) De acordo
com McMahan (1969), a alimentacdo proctodeal é geralmente iniciada e encerrada pelo

individuo receptor. A trofalaxia é importante na comunicacéo e distribuicdo de feroménios
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envolvidos na diferenciacdo de castas. Hoje, é conhecido que a trofalaxia também esta
envolvida com imunidade e aquisicdo de microbiota simbiontica (ROSENGAUS et al., 1998;
MAEKAWA et al., 2012).

3.1.4 Classificacdo dos cupins quanto a nidificacdo e habitos alimentares

De acordo com a alimentacéo e tipo de ninho os cupins podem ser classificados em:
“ninhos multiplas pecas”, quando os cupins vivem em ninhos longe de suas fontes alimentares
¢ ninhos “pega tnica”, quando os cupins vivem dentro do préprio alimento. Ninhos “multiplas
pegas” ocorrem nas familias Mastotermitidae, Termitidae, maioria dos Rhinotermitidae e
ninhos “peca Unica” nas familias Termopsidae, Serritermes, Kalotermitidae e no género
Prorhinotermes (familia Rhinotermitidae) (KORB, 2008).

3.1.5 Fundacéo das colonias

No inicio da coldnia ha uma cooperacédo entre rei e rainha para o desenvolvimento da
primeira cria (NOIROT, 1989), contudo pouco se conhece dessa cooperagdo. Existem
escassos dados de literatura sobre os cuidados com ovos e cria desempenhado pelos
reprodutores (SHELLMAN-REEVE, 1990; ROSENGAUS; TRANIELLO, 1991;
SHELLMAN-REEVE, 1997). De acordo com Korb (2007) operarios de cupins que possuem
ninhos “pe¢a unica”, mostram pouco ou nenhum cuidado com ov0s e cria, caso de
Cryptotermes secundus (Kalotermitidae). Contudo, é melhor conhecida as diferentes
atividades desenvolvidas por operarios de espécies com ninhos “multiplas pecas” que saem
para forragear e buscam fontes alimentares longe do ninho (WATSON; MACMAHAN, 1978;
BADERTSCHER, 1983; CROSLAND et al., 1997). Nesses cupins a funcdo de cuidados
desempenhada pelos operarios é mais conhecida (KORB et al., 2012).

Em vista do exposto foram escolhidas duas espécies de cupins representantes de duas
familias diferentes: Coptotermes gestroi, familia Rhinotermitidae e Cornitermes cumulans,

familia Termitidae para o estudo de cuidado biparental e polietismo no inicio das col6nias.

3.1.6 Polietismo

As colbnias de insetos sociais constituem grupos de individuos que vivem juntos e se
reproduzem como uma unidade (BESHER; FEWELL, 2001). Uma das mais importantes
caracteristicas das col6nias desses insetos, que vivem em sociedade é que alguns membros se

especializam em diferentes tarefas, ou seja, existe uma divisdo de trabalho entre os
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companheiros de ninho (OSTER; WILSON, 1978). Geralmente, esta alocacdo de trabalho nas
colbnias de insetos sociais pode ser baseada em casta, sexo, tamanho ou idade dos individuos
e este fendmeno é denominado polietismo.

O termo polietismo sexual para reprodutores foi primeiramente utilizado por Machida
et al., (2001) no estudo com Hodotermopsis japbnica e incorporado a literatura de Isoptera
(SOLEYMANINEJADIAN et al., 2014). Esse termo, polietismo sexual, ja havia sido usado
por Miura et al. (1998) para operarios de H. medioflavus. Assim, o polietismo sexual
verificado na espécie de cupim de madeira Gmida H. japonica mostrou que durante o periodo
de oviposicdo, o rei foi responsavel pela higiene e alimentacdo da fémea via trofalaxia
estomodeal e proctodeal. Alem disso, apds a eclosdo dos ovos, as fémeas (rainhas) realizaram
a trofalaxia proctodeal com as larvas mais vezes que os machos (reis) (MACHIDA et al.,
2001). Nos estudos de polietismo sexual com operarios de H. medioflavus, foi observado que
0s machos eram menores e especializados na atividade de “mascar a madeira”, e as fémeas

eram maiores e especializadas na atividade de forrageamento (MIURA et al., 1998).

3.1.7 Biologia de Coptotermes gestroi

Coptotermes gestroi pertence a familia Rhinotermitidae e é uma espécie introduzida
no Brasil. A familia Rhinotermitidae compreende os cupins conhecidos como subterraneos,
porque os ninhos sdo geralmente encontrados sob o solo. Os cupins desta familia sédo
caracterizados por apresentar habito criptico e sdo considerados 0s maiores responsaveis por
danos econdmicos em areas urbanas da regido Sudeste do Brasil (COSTA-LEONARDO,
2002). O género Coptotermes engloba o maior nimero de espécies-praga descritas e €
responsavel por severos prejuizos econdomicos (SU; SCHEFFRAHN, 1998). Segundo Evans
et al. (2013), as 28 espécies de cupins consideradas invasoras sempre apresentam trés
caracteristicas comuns que as definem: o tipo de alimentacdo, o tipo de ninho e uma maior
capacidade de produzir reprodutores secundarios.

C. gestroi foi introduzido no Brasil por meio de madeira contaminada transportados
por navios da Malasia e Cingapura, 0s quais chegaram no porto de Santos e Rio de Janeiro na
década de vinte (SCHEFFRAHN; SU, 2000; MARTINS et al., 2010). A espécie é causadora
de grandes prejuizos em areas urbanas atacando estruturas de madeira e arvores vivas, sendo
gue somente na cidade de Sdo Paulo, as perdas com tratamentos, reparos e substituicdes de
pecas atacadas variam de US$ 10 a 20 milhdes anuais (MILANO; FONTES, 2002). O custo

envolvido no controle de cupins subterraneos nas edificagbes da cidade de Sdo Paulo
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avaliadas pelo IPT (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas) em 2005 foi de R$ 7,9 milhdes,
considerando as etapas de inspecdo e/ou tratamento quimicos (ROMAGNANO; NAHUZ,
2006).

O cupim C. gestroi tem ninhos policalicos (varios nucleos ou “calies”) e normalmente,
aceita-se que a atividade da colbnia esta centrada em um ninho principal que contém
reprodutores e cria. Nessa espécie, 0s reprodutores primarios sdo constituidos pelo rei e
rainha, sendo esta fisogastrica e com longevidade de cerca de 15 anos ou mais. Os 0vos
apresentam um comprimento médio de 0,77 mm e cerca de 0,38 mm de largura (COSTA-
LEONARDO, 2002) e deles eclodem imaturos menores, “larvas”, sendo que em C. gestroi
sdo conhecidos 2 instares (larva 1 e larva 2). Esses individuos ndo sdo encontrados nas areas
de forrageamento e sdo totalmente brancos, sem qualquer indicio de esclerotizacéo
(BARSOTTI; COSTA-LEONARDO, 2005).

O ninho de C. gestroi ¢ do tipo ‘multiplas pecas”, ou seja, separado de suas fontes
alimentares, e estes ninhos podem ser subterraneos ou aéreos. Os ninhos aéreos podem ser
construidos em pocos de ventilagdo e caixas de eletricidade e em espacos estruturais de
prédios e edificacdes (FONTES; ARAUJO, 1999; COSTA-LEONARDO, 2008). Colbnias de
C. gestroi também mostram infestacbes mistas, ou seja, constituidas tanto por ninhos
subterraneos como aéreos (MILANO; FONTES, 2002). O ninho de C. gestroi & denominado
de cartonado, pois é rico em lignina, apresentando um aspecto de papeldo, e consiste
geralmente em uma mistura de saliva, madeira e excremento (LELIS, 1995; COSTA-
LEONARDO et al., 1999; COSTA-LEONARDO, 2008).

As populacdes das coldonias maduras de C. gestroi podem atingir 1 milhdo de
individuos e com 6 anos de idade uma colbnia dessa espécie ja pode produzir alados
(COSTA-LEONARDO et al., 2005; COSTA-LEONARDO, 2008). Esses alados tém
aproximadamente 6 mm de comprimento e suas revoadas na Regido Sudeste do Brasil
ocorrem, geralmente, nos meses de agosto e setembro, entre 18 e 19 horas, porém, podem ser
observados vos esporadicos em outros meses, nos quais 0 nimero desses reprodutores é
sempre inferior ao das revoadas de agosto ou setembro (COSTA-LEONARDO, 2002;
COSTA-LEONARDO, 2008) onde 0s voos sdo sincronizados.

Os operarios sdo bastante numerosos em uma col6nia de C. gestroi, constituindo a
maior parte da populacdo. Esses individuos sdo apteros e atuam nas tarefas de construcao,
forrageamento, limpeza e reparagdo do ninho, alimentacdo dos outros individuos e cuidados
com ovos e larvas (COSTA-LEONARDO, 2008). Operarios de C. gestroi apresentam
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longevidade que varia de 3 a 5 anos (COSTA-LEONARDO, 2008) e podem exibir cinco
diferentes instares que sdo encontrados em grupos de forrageiros (BARSOTTI; COSTA-
LEONARDO, 2005). Nao existem publicacbes sobre o sexo dos operéarios de C. gestroi, mas
estudos com a espécie Coptotermes heimi, mostram que os operarios sdo tanto machos como
fémeas, apresentando dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que os machos (PAJNI;
ARORA, 1990).

Os grupos de forrageamento de C. gestroi apresentam de 10 a 15% de soldados, mas
sofrem uma variacdo anual (SCHEFFRAHN; SU, 2000; MAO; HENDERSON, 2007). Estes
soldados sdo bastante agressivos, atuam na defesa da colnia utilizando as mandibulas e a
secrecao da glandula frontal, que funciona como uma espécie de cola (COSTA-LEONARDO,
2002).

O desenvolvimento pds-embrionario de Coptotermes gestroi € bifurcado (BARSOTTI;
COSTA-LEONARDO, 2005), ou seja, logo no inicio do desenvolvimento ha uma divisao

entre a linhagem imaginal e a aptera (Fig. 1).
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Reprodutores primarios

Figura 1. Esquema modificado de Barsotti e Costa-Leonardo (2005) e Chouvenc e Su (2014)
do desenvolvimento pos-embrionario de Coptotermes gestroi. L = larva; PS = pré-soldado; S
= soldado; N = ninfa; Op = operario; A = reprodutor alado (imago).



Introdugdo Geral 18

A figura 2 ilustra o rei e a rainha de uma colbnia inicial de Coptotermes gestroi

cuidando dos ovos.

Figura 2 — Col6nia incipiente de Coptotermes gestroi. Casal de reprodutores cuidando dos

ovos. @ = rainha; & = rei

3.1.8 Biologia de Cornitermes cumulans

Cornitermes cumulans € uma espécie neotropical que pertence a familia Termitidae, a
qual engloba cerca de 75% de todas as especies de cupins existentes (OHKUMA et al, 2004).
A familia Termitidae abrange oito subfamilias, das quais quatro estdo presentes no Brasil:
Termitinae, Apicotermitinae, Nasutitermitinae e Syntermitinae, sendo que Syntermitinae
apresenta 15 géneros incluindo Cornitermes (CONSTANTINO, 2019). Portanto, Cornitermes
é endémico da regido neotropical e ocorre em toda as regides de Cerrado, sendo que as
espécies de maior ocorréncia sdo Cornitermes bequaerti, Cornitermes cumulans e
Cornitermes silvestri (CONSTANTINO, 2015).

C. cumulans é a espécie mais comum e mais bem-sucedida em pastagens, culturas e
cerrados do Brasil, assim como no Paraguai e Argentina (ARAUJO, 1970; REDFORD, 1984).
No Brasil, C. cumulans é a espécie mais frequente nas regides sul e sudeste e no Mato Grosso
do Sul (CANCELLO, 1989; FERNANDES et al., 1998), e pode ser considerada uma espécie-
chave devido a sua grande abundancia e impacto sobre o ambiente (REDFORD, 1984;
CONSTANTINO, 2005). C. cumulans constroi ninhos em monticulos que podem atingir um

tamanho consideravel, chegando até 4m de altura. Os ninhos de C. cumulans tém formato
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cbnico irregular, variando o tamanho e a coloracdo, dependendo da regido onde esta
localizado e da idade do ninho. A parte externa desses ninhos é bastante dura e €
confeccionada pelos cupins principalmente com solo que contém muita argila (COSTA-
LEONARDO, 2005) (Figura 3A). Na parte interna, pode-se observar galerias grandes e de
aspecto arredondado e um centro celulésico de coloracdo escura, de textura lisa e pouco
resistente (FERNANDES et al., 1998), onde os cupins armazenam seu alimento previamente
mastigado e regurgitado (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO, 2005). O alimento
armazenado é moldado em uma bola compacta mesclada com grdos de solo (TORALES,
1982) e lacrado por um material fecal escuro (TORALES, 1982; COSTA-LEONARDO,
2005) (Figura 3B).

Durante a época das revoadas, de setembro a dezembro, os operarios de C. cumulans
constroem plataformas distribuidas irregularmente pelo ninho (Figura 3C). Essas plataformas

sdo arredondadas e horizontais e a construgcdo das mesmas sao para a saida dos reprodutores
alados e é uma estratégia para reduzir a predacdo (COSTA-LEONARDO, 2005).

Figura 3 — Ninho de Cornitermes cumulans. A. Parte epigea. B. Fragmento do nucleo
celulésico. C. Ninho com as plataformas (setas) na época da revoada. D. Detalhe de uma

plataforma com operérios e soldados.
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De acordo com Cosarinsky (2011), o crescimento dos ninhos de C. cumulans obedece
a trés estagios (Figura 4). No primeiro estagio o ninho, recentemente fundado, é totalmente
subterraneo, fragil e contém um amplo nlcleo orgénico. Nessa fase inicial, 0os ninhos sdo
inteiramente cercados por um espaco vazio (“paraecio”) que separa sua parede periférica do
solo circundante. No estagio 2, parte do ninho é subterranea (hipdgea) e sé pequena parte fica
acima da superficie do solo (epigea), mas ja € possivel observar a estrutura tipica do ninho de
C. cumulans. Além disso, o nacleo (centro celulésico) sobe para uma localizacdo central do
monte. O ninho continua a crescer com um aumento do volume da parte hipégea, mas bem
menos que a parte epigea que ocupa a maior parte do ninho. No estagio 3 o ninho de C.
cumulans apresenta um grande volume na parte epigea e uma pequena por¢do subterranea,
separados do solo pelo “paraecio”, que se liga ao exterior por muitas aberturas localizadas em

torno da base do ninho.

Figura 4 — Esquema representando os 3 estagios dos ninhos de Cornitermes cumulans e perfil
do solo circundante (ndo em escala). SN, MN e LN — ninhos pequenos, médios e grandes,
respectivamente; PW - parede periférica; H nlcleo; Pi = pilares; O - abertura; P - “paraecio”;
A e A-C - horizontes do solo (Cosarinsky, 2011).
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C. cumulans constréi um sistema de tuneis subterraneos conectando o ninho ao
alimento, ou seja, nao forrageia a céu aberto (FONTES, 1998) e o tamanho da populagédo de
um ninho dessa espécie foi estimada entre 375.000 a 1.028.000 individuos (PEREIRA DA
SILVA et al., 1979). De acordo com Noirot (1989) os operéarios de C. cumulans séo todos
machos.

O cupim C. cumulans é inserido no grupo ceifador (CONSTANTINO, 2015), ou seja,
alimenta-se principalmente de folhas mortas e raizes de gramineas (LIMA; COSTA-
LEONARDO, 2007) que os operarios coletam e levam para o ninho. Além disso, Milano e
Fontes (2002) e Costa-Leonardo (2005) sugerem que, quando essa espécie come madeira,
prefere madeiras que foram previamente decompostas por fungos como aquelas mantidas em
contato com o solo.

Como a maioria dos cupins da familia Termitidae, o desenvolvimento de Cornitermes
cumulans apresenta dois instares de larva (larva 1 e larva 2) e 5 instares ninfais precedendo o
imago ou alado. Existe uma bifurcacdo precoce que separa a linhagem imaginal da aptera

apos larva 1 (Figura 5).

N2 Op——PS——>S

I

N1 12— PS—— S

Linhagem i \/L m aptera

L1

T

ovo

T

rei e rainha
reprodutores primarios

Figura 5. Esquema provavel do desenvolvimento pos-embrionario de Cornitermes cumulans
(baseado em ROISIN, 1992; 2000). L = larva; PS = pré-soldado; S = soldado; N = ninfa; Op =

operario; A = reprodutor alado (imago).
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A figura 6 ilustra o rei e a rainha de uma col6nia inicial de Cornitermes cumulans

cuidando de larvas.

Figura 6 — Coldnia incipiente de Cornitermes cumulans. Casal de reprodutores cuidando das

larvas. Q@ = rainha; & = rei
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CAPITULO 1

“Cuidado biparental em cupins utilizando Coptotermes
gestroi e Cornitermes cumulans como modelos

(Blattaria, Isoptera, Rhinotermitidae, Termitidae) ”
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1 Resumo

A evolucédo do cuidado parental representa um avango na adaptacdo dos organismos ao
seu ambiente e o cuidado biparental é uma importante estratégia para a sobrevivéncia dos
insetos. Nos insetos sociais, como 0s cupins, 0 cuidado com ovos e a alimentagdo dos imaturos
é tarefa dos operarios, no entanto, no inicio da fundagdo de uma nova col6nia, o cuidado com
aprole é realizado pelo casal real. A diviséo de tarefas, incluindo cuidado com ovos e imaturos,
entre os operarios € bem conhecida e estudada, porém, sdo bastante escassos 0 estudo deste
comportamento em reprodutores. Por meio de estudos comportamentais, 0 presente projeto
objetivou compreender a divisdo de trabalho dos reprodutores em relagcdo aos cuidados com os
ovos e larvas tanto na espécie exdtica Coptotermes gestroi, como na espécie nativa Cornitermes
cumulans. Assim, esses estudos envolveram col6nias incipientes das duas espécies que foram
filmadas, durante o periodo que antecede o aparecimento dos operarios, e avaliados 0s
comportamentos com cuidados com ovos e larvas. Os resultados mostraram que o cuidado com
os ovos foi realizado igualmente pelo rei e rainha na espécie C. gestroi. Contudo, em C.
cumulans a rainha investiu significativamente mais que o rei na atividade de “grooming” dos
ovos. Quanto ao cuidado com as larvas, os dados indicam diferencas significativas entre reis e
rainhas nos comportamentos de “grooming”, trofalaxia estomodeal e trofolaxia proctodeal em
C. gestroi. Adicionalmente, a rainha da referida espécie investiu mais em trofalaxia do que o
rei e a trofalaxia proctodeal como doador foi realizada somente pela rainha. Para C. cumulans
0 cuidado com os imaturos ndo apresentou diferenca entre os reprodutores, mostrando auséncia
de polietismo sexual. O cuidado biparental com 0s ovos e larvas € importante pois aumenta a
sobrevivéncia da prole durante o estabelecimento de novos ninhos, contudo, existem diferencas
de polietismo entre as espécies que parecem estar ligados a biologia das mesmas, incluindo tipo

de ninho e forrageamento.
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2 Introducgéo

A evolucgdo do cuidado parental representa um avango extraordinario na adaptacdo dos
organismos ao seu ambiente e € um importante comportamento na vida de muitos vertebrados
e invertebrados (TALLAMY, 1984). O aumento da aptiddo da prole é uma compensacdo do
cuidado parental e pode ser um excelente exemplo do altruismo que melhora as condic6es dos
filhos as custas dos pais (HAMILTON, 1964; SMISETH et al., 2012; WONG et al., 2013).
Antigamente, as teorias sobre cuidado parental foram aplicadas quase exclusivamente aos
vertebrados, porém, o comportamento eussocial de alguns insetos sociais tem gerado um maior
interesse sobre o tema (TALLAMY, 1984). O cuidado biparental € uma importante estratégia
de sobrevivéncia para os insetos, mas este tipo de cuidado s6 foi descrito em trés ordens:
Blattaria, Coleoptera e Hymenoptera (O"WOMA et al., 2016).

Os cupins sdo baratas sociais que pertencem a ordem Blattaria, infraordem Isoptera e
sdo considerados grupo irmdo das baratas Cryptocercidae que se alimentam de madeira
(KRISHNA et al., 2013). A maioria das baratas mostra alguma forma de cuidado parental
apresentando um comportamento de cuidado com ovos e imaturos, fornecendo alimento e
garantindo a sobrevivéncia, o crescimento e o desenvolvimento desses jovens (TALLAMY;
WOOD, 1986; CLUTTON-BROCK, 1991; BELL et al., 2007). As baratas que se alimentam
de madeira formam ninhos dentro do alimento, que €é constituido por troncos Umidos e podres.
Esse tipo de nidificacdo facilita o cuidado com os jovens e garante a cooperacao dos pais, ou
seja, o cuidado biparental. A alimentacdo em madeira favoreceu o investimento paterno tanto
nas baratas das subfamilias Panesthiinae e Cryptocercinae como também nos besouros da
familia Passalidae e subfamilia Scolytinae (TALLAMY; WOOD, 1986; TALLAMY, 1994;
BELL et al., 2007).

A infraordem lIsoptera é formada por 9 familias, mas s6 4 delas ocorrem no Brasil:
Kalotermitidae, Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae (ENGEL, 2011; KRISHNA et
al., 2013).

A familia Rhinotermitidae agrupa espécies pragas que causam grande impacto
econdbmico em ambientes urbanos, incluindo a espécie Coptotermes gestroi, comumente
conhecida como cupim subterraneo asiatico. Essa espécie é nativa do Sudeste Asiatico e foi
introduzida pelo homem em muitas regides fora da sua area de origem. Esse inseto € uma
importante espécie-praga de estruturas em edificacdes, tanto na sua area de distribuigcdo natural

(YEAP et al.,, 2007; LEE, 2007) quanto nas regides onde foi introduzido pelo homem
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(JENKINS et al., 2007). Segundo Scheffrahn e Su (2011), disseminagdes por navios é 0 meio
mais provavel da introducdo do cupim C. gestroi em novas areas e foi o que provavelmente
aconteceu na década de vinte no Rio de Janeiro e Santos, locais de primeiro registro da espécie
no Brasil. Cupins subterraneos, como C. gestroi, sdo xil6fagos, ou seja, atacam madeira e outros
materiais celuldsicos em areas urbanas e por isso sdo importantes do ponto de vista econémico.
Esse cupim exdtico causa grande prejuizo econdmico em areas urbanas da regido sudeste do
Brasil (LELIS, 1994).

A familia Termitidae é a mais numerosa e diversificada, apresentando varias espécies
com ocorréncia exclusiva na regido neotropical (OHKUMA et al, 2004). O género Cornitermes
é endémico da regido neotropical e ocorre em todas as regides de Cerrado do Brasil
(CONSTANTINO, 2015). Cornitermes cumulans é uma espécie nativa, pertencente a
subfamilia Syntermitinae, que é comum e bem-sucedida em pastagens, culturas e cerrados do
Brasil, assim como no Paraguai e Argentina (ARAUJO, 1970; REDFORD, 1984). No Brasil,
C. cumulans ¢ a espécie mais frequente nas regides sul e sudeste e no Mato Grosso do Sul
(CANCELLO, 1989; FERNANDES et al., 1998), e pode ser considerada uma espécie-chave
devido a sua grande abundancia e impacto sobre o ambiente (REDFORD, 1984;
CONSTANTINO, 2005).

Nos insetos sociais, como 0s cupins, o cuidado com ovos e a alimentacdo dos imaturos
é tarefa dos operarios, sendo que a funcéo dos reprodutores é somente a reproducao (THORNE,
1996; COSTA-LEONARDO, 2002). No entanto, no inicio da fundacdo de uma nova colénia,
0 cuidado com a prole é realizado pelo casal real (ROSENGAUS; TRANIELLO, 1991;
CHOUVENC; SU, 2017). O estagio inicial de uma colbnia é o periodo mais crucial no
desenvolvimento da mesma, pois ocorre uma grande mortalidade antes do aparecimento dos
primeiros operarios (OSTER; WILSON, 1978; MATSUURA; KOBAYASHI, 2010). A
divisdo de tarefas, incluindo cuidado com ovos e imaturos, entre 0s operarios € bem conhecida
e estudada, porém, sdo bastante escassos 0 estudo desse comportamento em reprodutores. Em
vista do exposto, este estudo objetivou entender o cuidado dos reprodutores com 0S OVOS €

larvas no inicio de col6nias dos cupins Coptotermes gestroi e Cornitermes cumulans.
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3 Material e Métodos
3.1 Cupins e formagao de colonias

Insetos: Para este estudo foram utilizados reis e rainhas de col6nias incipientes de Coptotermes
gestroi (Wasmann, 1896) e de Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) formadas e mantidas no
laboratorio de cupins da Unesp — Rio Claro - SP.

Formagcao de coldnias em laboratério:

- Colonias de Coptotermes gestroi: reprodutores alados de C. gestroi foram coletados nos meses
de agosto e setembro de 2016 e 2017 em revoadas provenientes de varios bairros da cidade de
Rio Claro/SP. Durante a coleta esses reprodutores foram armazenados em recipientes com papel
toalha Umido e logo depois levados para o laboratério onde foram sexados sob
estereomicroscopio (Figura 1A). Machos e fémeas foram pareados e dispostos em placas de
Petri plasticas de 6 cm de didmetro. Essas placas foram previamente preenchidas com serragem
de Pinus sp. envelhecida e umedecida, e apés a introducgéo do casal real mantidas em sala escura

com temperatura de 25 £+ 3 °C.

- Coldnias de Cornitermes cumulans: reprodutores alados de C. cumulans foram coletados nos
dias 12 e 14 de outubro de 2016 em revoadas na cidade de Taubaté/SP e no Campus da Unesp
Rio Claro (Rio Claro/SP), respectivamente. Durante a coleta esses reprodutores foram
armazenados em recipientes com papel toalha imido e logo depois levados para o laboratorio
onde foram sexados sob estereomicroscopio (Figura 1B). Machos e fémeas foram pareados e
dispostos em placas de Petri plasticas de 9 cm de diametro. Essas placas foram previamente
preenchidas com serragem de Pinus sp. envelhecida e umedecida, e ap0s a introducédo do casal

real mantidas em sala escura com temperatura de 25 + 3 °C.
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Figura 1. A. Fémea e macho alados de Coptotermes gestroi. B. Vista ventral dos abddmens de
fémea e macho alados de Cornitermes cumulans. As asas foram retiradas para uma melhor
visualizacdo. Observar que o 7° esternito € mais alargado nas fémeas (*) e que os alados de C.

cumulans sdo bem maiores que os de C. gestroi.

3.2 Estudos comportamentais

Nos estudos comportamentais com C. gestroi foi utilizado o tamanho das antenas para
diferenciar a rainha do rei, uma vez que ocorre mutilacéo antenal nessa espécie. Apds a revoada,
no inicio da formacédo da coldnia de alguns cupins mais basais, ocorre sempre uma mutilacdo
antenal, onde parte da antena distal é retirada, em um ou ambos os reprodutores. O dimorfismo
sexual e o tamanho dos reprodutores em C. cumulans permitiu uma facil diferenciacdo entre

reis e rainhas.

Cuidado parental com o0s ovos: Apds a postura dos ovos, 0 comportamento de cuidados com
0s mesmos desempenhados pelo rei e pela rainha (cuidado biparental) foram avaliados e
comparados tanto em coldnias de laboratdrio de C. gestroi como de C. cumulans. As atividades
comportamentais computadas nas analises foram: toque com antenas, toque com mandibulas,
“grooming”, transporte e movimento vibratorio antero-posterior (Tabela 1). As outras
atividades comportamentais realizadas pelos reprodutores que ndo tinham relagdo com o ovo
ndo foram levadas em consideracdo. Para a avaliacdo do comportamento parental de cuidado
com 0s ovos, as coldnias foram observadas por um periodo de 10 minutos utilizando uma
camera Sony Full-HD, sendo que foram computadas a frequéncia e a duracdo das atividades
comportamentais. Antes de serem filmadas, as coldnias ficavam 5 minutos para aclimatacdo na

area de filmagem. O cuidado parental com ovos foi conduzido com 30 coldnias diferentes de
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C. gestroi e com 20 col6nias de C. cumulans. Durante os dois meses de desenvolvimento dos

ovos, foram selecionadas ao acaso, 10 colénias de cada espécie por dia de filmagem.

Tabela 1 - Classificagdo dos comportamentos realizados pelos reprodutores com 0s ovos

Comportamento Definigcdo
Transporte Mudar os ovos de lugar utilizando pecas bucais
“Grooming” Pegar 0 ovo com as pecas bucais e com a ajuda dos palpos

gira-lo depositando saliva ou introduzir o ovo na boca
para lamber.
Toque com as pecas bucais Tocar 0 ovo com as pecas bucais
Toque com antenas Quando o reprodutor toca 0 ovo com as antenas
Movimento vibratério do Movimento vibratorio antero-posterior apos toque do ovo

corpo com as pegas bucais

Cuidado parental com larvas: Apos a eclosdo das larvas, o comportamento de cuidados com
as mesmas pelo rei e rainha foram avaliados e comparados em col6nias de laboratorio de C.
gestroi e C. cumulans, até o aparecimento do primeiro operario, quando foram cessadas as
observacbes. As atividades comportamentais avaliadas foram: toque com mandibulas,
“grooming”, transporte, trofalaxia estomodeal, trofalaxia proctodeal e movimento vibratério
antero-posterior (Tabela 2). As outras atividades comportamentais realizadas pelos
reprodutores que ndo tinham relagdo com as larvas nao foram computadas. Para a avaliacdo do
comportamento parental de cuidado com larvas, as coldnias foram observadas por periodos de
10 minutos, utilizando uma camera Sony Full-HD, sendo que a frequéncia e a duracdo das
atividades comportamentais foram computadas. Antes de serem filmadas, as colonias ficavam
5 minutos para aclimatacdo na area de filmagem. O cuidado parental com larvas foi conduzido
com 25 coldnias diferentes de C. gestroi e com 20 colénias de C. cumulans. Durante os 40 dias
de desenvolvimento das larvas, foram selecionadas ao acaso, 10 coldnias de cada espécie por
dia de filmagem. Os intares larvais (larva 1 e larva 2) ndo foram discriminados durante as

observaces de cuidado com as larvas.
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Tabela 2 - Classificagcdo dos comportamentos realizados pelos reprodutores com as larvas

Comportamento Definicéo
Transporte Mudar as larvas de lugar utilizando as pecas bucais
“Grooming” Lamber a larva com pecas bucais

Toque com as pecas bucais
Trofalaxia proctodeal como receptor
Trofalaxia proctodeal como doador
Trofalaxia estomodeal

Movimento vibratorio do corpo

Retirada de exdvia

Tocar a larva com pecas bucais

O reprodutor ingere fluido via regido anal da larva
O reprodutor fornece fluido via regido anal para uma
larva

Quando ocorre troca de fluido via regido oral entre
dois individuos

Movimento vibratorio antero-posterior apds contato
com a larva

Quando o reprodutor limpa uma larva em muda

retirando partes da exuvia

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados por um teste de normalidade e homogeneidade de

Shapiro Wilk (a = 0,05), como as amostras ndo apresentaram distribuicdo normal foram

realizados testes ndo-parametricos. Os resultados das atividades comportamentais realizadas
pelo rei e pela rainha foram submetidos ao teste de Mann-Whitney. Além disso, esses dados
das atividades comportamentais desenvolvidos pelos reprodutores também foram avaliados por

meio do teste de Friedman. Para todas as analises o nivel de significancia (a) adotado foi de

0,05 (AYRES et al., 2007).
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4 Resultados
4.1 Cuidado parental com ovos em Coptotermes gestroi

Os resultados do monitoramento de 30 col6nias incipientes de C. gestroi estdo dispostos na
tabela 3. A observacdo dessas colonias mostrou que o transporte de ovos foi a atividade
comportamental que mais tempo requisitou de ambos os reprodutores (Figuras 2 e 3). O rei
despendeu mais tempo que a rainha nessa atividade, porém este ndo foi significativamente
diferente daquele despendido pela rainha, assim como a frequéncia desse comportamento (P >
0,05).

O “grooming”, que corresponde a0 comportamento de lamber os ovos, foi uma atividade
realizada pelos dois reprodutores e como ndo existe diferenca significativa na frequéncia e no
tempo (P > 0,05) que ambos levaram para realizar essa atividade comportamental, pode-se dizer
que o casal contribuiu igualmente no referido cuidado.

A atividade de tocar o ovo com a boca foi muito frequente nas observacgdes dos reprodutores
e 0s resultados também ndo mostraram diferenca significativa na frequéncia e no tempo que o
casal desenvolveu essa tarefa (P > 0,05). O toque dos ovos com as antenas e a realizacdo do
movimento vibratorio do corpo ndo foram atividades muito frequentes, sendo que as analises
ndo mostraram diferenca significativa quanto a frequéncia e tempo (P > 0,05) quando se

compara reis e rainhas.

Tabela 3 — Etograma das atividades comportamentais realizadas pelos reis e rainhas em 30

colénias de Coptotermes gestroi.

Rei Rainha
Atividades comportamentais Frequéncia Tempo (s) Frequéncia  Tempo (S)
Transporte 154 2791 123 1594
“Grooming” 92 514 68 575
Toque com as pecas bucais 106 137 98 141
Toque com as antenas 8 8 4 4

Movimento vibratorio do corpo 5 5 7 7
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Figura 2 — Soma e erro padrdo da frequéncia das diferentes atividades comportamentais
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Figura 3 — Soma e erro padrdo do periodo despendido em diferentes atividades

comportamentais realizadas pelos reprodutores de Coptotermes gestroi com 0s 0vos.

As atividades comportamentais que o rei realizou mais vezes e despendeu mais tempo
foram transporte, “grooming” e toque com a boca. A frequéncia com que o rei realizou essas
atividades ndo foram significativamente diferentes entre elas (Fr?> = 4,7037; gl = 2; P = 0,0952).

Contudo, o tempo que o rei gastou realizando cada comportamento mostrou diferenca
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significativa (Fr? = 64,5833; gl = 2; P < 0,0001) (Figura 4). O transporte de ovos foi a atividade
que o rei despendeu mais tempo para realizar e esse foi significativamente diferente do tempo
que ele usou com as atividades de “grooming” (R = 52.5, P < 0,05) e o toque com a boca (R =
82,5, P < 0,05). Além disso, o rei passou 514 segundos do tempo observado realizando
“grooming” no ovo, que foi significantemente diferente do tempo de 137 segundos gastos com
a atividade de tocar o ovo com a boca (R = 30, P <0,05).

As atividades comportamentais que a rainha realizou mais vezes e despendeu mais
tempo foram transporte, “grooming” ¢ toque com a boca. A frequéncia com que a rainha
realizou essas atividades ndo foram significativamente diferentes entre elas (Fr? = 1,75, gl = 2,
P =0,4169). Contudo, o tempo que a rainha gastou realizando cada comportamento apresentou
diferenca significativa (Fr? = 58,369; gl = 2; P < 0,0001). O transporte de ovos foi a atividade
em que a fémea despendeu mais tempo realizando e foi significativamente diferente do tempo
que ela usou para o “grooming” (R = 33,5; P <0,05) e o toque com a boca (R = 70, P < 0,05).
Além disso, a rainha passou 575 segundos do tempo observado realizando “grooming” no ovo
e, este tempo foi significantemente diferente daquele de 141 segundos que a rainha gastou com
a atividade de tocar o ovo com a boca (R = 36.5; P < 0,05) (Figura 5)

O rei despendeu 3455 segundos, ou seja, 4,6% do tempo observado cuidando dos ovos e a
rainha gastou 2321 segundos (3,10%) do tempo cuidando dos ovos. No restante do tempo 0s
reprodutores foram observados reparando o ninho, realizando trofalaxia entre eles, “grooming”

no parceiro (“allogrooming”) ou “grooming” neles mesmos (“self-grooming”).
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Figura 4 — Atividades comportamentais de maior duracdo realizadas pelo rei de Coptotermes
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4.2 Cuidado parental com ovos em Cornitermes cumulans

A tabela 4 mostra todas as atividades comportamentais, assim como a frequéncia e duracao
das mesmas obtidas apds observacdo de 20 colbnias incipientes de C. cumulans. A atividade
comportamental que demandou mais tempo dos reis e rainhas desse cupim foi o “grooming”
(Figuras 6, 7 e 8). A rainha despendeu mais tempo que o rei nesta atividade sendo o resultado
significativamente diferente entre os reprodutores (U = 3176; P = 0,0225), assim como a
frequéncia desse comportamento (U = 3131; P = 0,0158).

Tabela 4 — Etograma das atividades comportamentais realizadas pelos reis e rainhas em 20

col6nias de Cornitermes cumulans.

Rei Rainha
Atividades comportamentais Frequéncia Tempo (s) Frequéncia  Tempo (S)
Transporte 124 2194 98 1215
“grooming” 268 3530 441 6317
Toque com as pecas bucais 85 149 82 128
Toque com antenas 10 31 13 30
Movimento vibratorio do corpo 17 19 13 13

O transporte dos ovos foi a segunda atividade mais realizada pelos reis e rainhas de C.
cumulans e os resultados ndo mostram diferenca significativa na frequéncia e no tempo (P >
0,05) que ambos reproduotres levaram para realizar essa atividade comportamental.

O toque dos ovos com a boca, com as antenas e a realizacdo do movimento vibratério do
corpo ndo foram atividades desempenhadas com muita frequéncia pelos reprodutores, sendo
que os resultados estatisticos também ndo mostram diferenca significativa na frequéncia e no

tempo desses comportamentos (P > 0,05).
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Figura 6 — Soma e erro padrdo da frequéncia das diferentes atividades comportamentais
realizadas pelos reprodutores de Cornitermes cumulans com os ovos. Asterisco (*) indica

diferenca estatistica significativa entre os reprodutores.

7000
6000
5000
4000
3000 mrei

m rainha
2000

1000 .
0 ITTTTTTTITITE  —

transporte ""grooming" toque com as pecas
bucais

Duracéo da atividade (s)

atividades comportamentais

Figura 7 — Soma e erro padrdo do periodo dispendido em diferentes atividades comportamentais
realizadas pelos reprodutores de Cornitermes cumulans com o0s ovos. Asterisco (*) indica

diferenca estatistica significativa entre os reprodutores.
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Figura 8 — Esquema de um rei desenvolvendo a atividade de “grooming” com o ovo em uma

coldnia incipiente de Cornitermes cumulans. lustracdo: lago Bueno da Silva

As atividades comportamentais que o rei realizou mais vezes e gastou mais tempo foram
“grooming”, transporte e toque com a boca. A frequéncia do comportamento de “grooming”
foi significativamente maior (Fr?> = 16,8051; gl = 2; P = 0,0002) que a frequéncia dos
comportamentos de transporte (R = 30, P < 0,05) e toque com a boca (R = 43,5; P < 0,05). O
tempo que o rei despendeu realizando o comportamento de “grooming” foi significativamente
maior que aquele despendido na realizacio do toque com a boca (Fr? = 88,2887; gl = 2; P <
0,0001) (Figura 9).

As atividades comportamentais que a rainha realizou mais vezes e despendeu mais
tempo foram “grooming”, transporte € toque com a boca. A frequéncia do comportamento de
“grooming” foi significativamente maior (Fr? = 36,5833; gl = 2; P < 0,0001) que a frequéncia
dos comportamentos de transporte (R =54, P < 0,05) e toque com a boca (R = 69; P < 0,05). O
tempo que a rainha gastou realizando cada comportamento apresentou diferenca significativa
(Fr? = 105,7569; gl = 2; P < 0,0001). O “grooming” foi a atividade em que a fémea despendeu
mais tempo realizando e foi significativamente diferente do tempo que ela usou para o
transporte (R = 39,5; P < 0,05) e o toque com a boca (R = 121, P < 0,05). Além disso, a rainha
passou 1215 segundos do tempo observado realizando o transporte de ovos e, este tempo foi
significantemente diferente daquele de 128 segundos que a rainha gastou com a atividade de
tocar o ovo com a boca (R = 81,5; P < 0,05) (Figura 10).

Portanto, o rei despendeu 5923 segundos, ou seja, 9,87% do tempo observado cuidando dos
ovos, enquanto a rainha despendeu 7703 segundos (12,83%). No restante do tempo o0s

reprodutores foram observados realizando outras atividades como: reparo do ninho, trofalaxia
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entre eles, “grooming” no parceiro (“allogrooming”) ou “grooming” neles mesmos (“self-

grooming”).
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Figura 9 — Atividades comportamentais de maior duracéo realizadas pelo rei de Cornitermes

cumulans com os ovos. Letras diferentes indicam diferencas significativas
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Figura 10 — Atividades comportamentais de maior duracdo realizadas pela rainha de

Cornitermes cumulans com os ovos. Letras diferentes indicam diferengas significativas
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4.3 Cuidado parental com larvas em Coptotermes gestroi.

Os dados resultantes da observacao de 25 col6nias de Coptotermes gestroi estdo dispostos
na tabela 5. A atividade comportamental que mais tempo ocupou reis e rainhas foi a retirada
das exuvias para a limpeza das larvas que estavam em processo final de muda (Figuras 11 e
12). Essa atividade comportamental ndo apresentou diferenca significativa entre machos e

fémeas quanto a frequéncia e durag&o do comportamento (P > 0,05)

Tabela 5 — Etograma das atividades comportamentais realizadas pelos reis e rainhas em 25

colonias de Coptotermes gestroi.

Macho Fémea

Atividade comportamental Frequéncia Tempo (s) Frequéncia Tempo (s)
Transporte 20 338 15 221
“grooming” 51 605 32 240
Toque com as pecas bucais 25 31 31 45
Trofalaxia proctodeal (doador) 0 0 7 91
Trofalaxia proctodeal (receptor) 4 32 3 18
Trofalaxia estomodeal 1 8 6 77
Movimento vibratorio do corpo 71 71 120 120
Retirada de exuvia 25 1452 18 980

O “grooming”, ou seja, comportamento de limpar as larvas, foi uma atividade realizada
mais pelo rei que pela rainha e os resultados mostram uma diferenca significativa entre essa
atividade desempenhada pelo o casal de reprodutores quanto ao tempo despendido (P = 0,0096).
A frequéncia desse comportamento ndo foi significativamente diferente entre machos e fémeas
(P > 0,05). Além disso, a trofalaxia estomodeal foi umas das atividades realizada com maior
frequéncia (P = 0,0253) e com maior duracao (P = 0,0181) pela fémea em relacdo a praticada
pelo macho.

O movimento vibratério do corpo, transporte das larvas, trofalaxia proctodeal como
receptor e tocar a larva com a boca foram atividades comportamentais exibidas por ambos os
reprodutores, e suas frequéncias e duracdo nao apresentaram diferenca significativa entre reis e
rainhas (P > 0,05).

A trofalaxia proctodeal como doador foi um comportamento observado somente nas
rainhas, e foi significativamente diferente na sua frequéncia e duracdo (P = 0,009) quando reis
e rainhas foram comparados. O comportamento de copula foi observado uma Unica vez durante

a observacdo das col6nias de C. gestroi. Apds 6 segundos de muita antenacdo, os reprodutores,
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de uma colbnia de 2 meses, se posicionaram com o0s abdomens em aposicéo e a copula durou
cerca de 40 segundos. Dez segundos apds a copula, duas larvas realizaram trofalaxia proctodeal
com a rainha, sendo ela a doadora.
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Figura 11 — Soma e erro padrdao da frequéncia das diferentes atividades comportamentais
realizadas pelos reprodutores de Coptotermes gestroi com larvas. Asterisco (*) indica diferenca
estatistica significativa entre os reprodutores.
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Figura 12 — Soma e erro padrdo do periodo dispendido em diferentes atividades
comportamentais realizadas pelos reprodutores de Coptotermes gestroi com larvas. Asterisco
(*) indica diferenca estatistica significativa entre os reprodutores.
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O rei passou 2537 segundos, ou seja, 8,45% do tempo observado cuidando das larvas e
a fémea 1792 segundos (6%) do tempo cuidando das larvas. No restante do tempo 0s
reprodutores foram observados na tarefa de manutencéo do ninho, de cuidado com os ovos e
até realizando “grooming” no parceiro (‘“allogrooming”) ou “grooming” nele mesmo (“self-

grooming”).

4.4 Cuidado parental com larvas em Cornitermes cumulans

Os dados resultantes da observacédo de 20 coldnias de Cornitermes cumulans estéo dispostos
na tabela 6. A atividade comportamental que mais tempo ocupou reis e rainhas foio “grooming”
das larvas (Figuras 13 e 14). Essa atividade comportamental ndo mostrou diferenca significativa
quando se compara reis e rainhas quanto a frequéncia e duragdo do comportamento (P > 0,05)

Tabela 6 — Etograma das atividades comportamentais realizadas pelos reis e rainhas em 20

col6nias de Cornitermes cumulans.

Macho Fémea
Atividade comportamental Frequéncia Tempo (s) Frequéncia Tempo (s)

Transporte 46 488 42 249
grooming 263 2672 304 2028

Toque com as pecas bucais 65 92 68 94

Trofalaxia estomodeal 3 102 2 83

Movimento vibratorio do corpo 52 63 43 51
Retirada de exuvia 12 165 10 162

O movimento vibratorio do corpo, transporte das larvas, toque da larva com a boca e retirada
da exuvia foram atividades comportamentais exibidas por ambos os reprodutores, e suas

frequéncias e duracao ndo apresentaram diferenca significativa entre reis e rainhas (P > 0,05).
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Figura 13 — Soma e erro padrdo da frequéncia das diferentes atividades comportamentais
realizadas pelos reprodutores de Cornitermes cumulans com larvas.
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Figura 14 — Soma e erro padrdo do periodo dispendido em diferentes atividades

comportamentais realizadas pelos reprodutores de Cornitermes cumulans com larvas.

O rei passou 3582 segundos, ou seja, 19,9% do tempo observado cuidando das larvas e a
fémea 2667 segundos (14,81%) do tempo cuidando das larvas. No restante do tempo o0s
reprodutores foram observados na tarefa de manutencdo do ninho, de cuidado com o0s ovos e
realizando “grooming” no parceiro (“allogrooming”) ou “grooming” nele mesmo (“self-

grooming”).
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5 Discussao

Os resultados do presente estudo mostraram que reis e rainhas de coldnias incipientes
de C. gestroi ndo apresentaram polietismo sexual no cuidado com ovos, uma vez que as tarefas
sdo igualmente desenvolvidas por machos e fémeas. A bibliografia sobre cuidados de ovos
pelos reprodutores € infima e estd praticamente restrita ao cupim basal Zootermopsis. A
atividade comportamental que o casal real mais realizou foi o transporte de ovos. De acordo
com Shellman-Reeve (1990), reis e rainhas de Zootermopsis nevadensis (familia
Archotermopsidae) também executaram atividades de transporte e “grooming” no cuidado com
0s ovos e 0s dados do referido estudo ndo mostraram diferenca na porcentagem de tempo
dispendida pelos reprodutores.

No presente estudo, desenvolvido com coldnias incipientes de C. gestroi, foi constatada
diferenca na atividade de reis e rainhas no cuidado com as larvas. Os dados indicam a ocorréncia
de uma especializacdo comportamental baseada no sexo, ja que rainhas mostraram mais
atividade de trofalaxia estomodeal do que os reis, que por sua vez realizaram mais “grooming”.
Esses resultados ndo s&o os mesmos verificados por Shellman-Reeve (1990) para o cupim Z.
nevadensis, uma vez que reis e rainhas dessa espécie desenvolveram igualmente as atividades
de trofalaxia estomodeal e proctodeal com larvas. Contudo, outros estudos com Z. nevadensis
mostraram que as col6nias que foram cuidadas pelo rei e pela rainha sobreviveram melhor do
que aquelas cuidadas por um unico reprodutor (SHELLMAN-REEVE, 1997).

A atividade de transporte de ovos é a mais estudada em col6nias ndo incipientes de
cupins, onde € executada por operarios mais velhos. Segundo Grassé (1982), normalmente os
ovos sdo carregados pelos operarios e agrupados em pilhas no ninho. Estudos de Matsuura et
al. (2000) com Reticulitermes speratus (Rhinotermitidae) sugerem que 0S operarios
reconhecem o0s ovos por meio de sinais fisicos e quimicos, ou seja, pela forma oval, tamanho e
odor. Os ovos emitem duas substancias volateis (n-butil-n-butirato e 2-metil-1-butanol) que
servem para orientar os operarios na tarefa de cuidados para com 0 mesmo (MATSUURA et
al., 2007; MATSUURA et al., 2010; YE et al., 2019). Segundo Matsuura et al., (2009) os ovos
produzem B — glicosidase e lisozima que séo considerados feromdnios de reconhecimento do
0vo. Essas substancias sdo enzimas que estdo presentes na saliva dos cupins e a § — glicosidase
também esta presente na saliva das baratas. Assim, 0s autores sugerem que ancestrais comuns
de baratas e cupins j& possuiam uma das proteina-alvo (p — glicosidase) na saliva antes da
origem da eusocialidade (MATSUURA et al., 2009).
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Os reprodutores de C. gestroi e C. cumulans exibiram o mesmo comportamento quando
realizaram “grooming” nos ovos. Os reprodutores seguravam os ovos utilizando as mandibulas
e com a ajuda dos palpos giravam 0s mesmos na boca ou o0s introduziam para lambé-los (Fig.
8). Nos palpos e base da hipofaringe existem sensilas (PEARCE, 1997; SILVA; COSTA-
LEONARDO, 2017) que permitem a deteccdo de substancias quimicas dos ovos. De acordo
com Grasse (1982), quando os ovos sdo lambidos pelos operérios, ocorre uma projecdo da
hipofaringe para fora da boca e ovos séo esfregados por essa hipofaringe e molhados com saliva.
Como ja comentado, a saliva dos cupins contém lisozima, e essa possui propriedades
antimicrobianas e antifungicas (FUJITA, et al., 2002; MATSUURA et al., 2002; HAMILTON;
BULMER, 2012). O comportamento de “allogrooming” é um comportamento-chave que
aumenta a sobrevivéncia da prole durante o estabelecimento de novos ninhos (ROSENGAUS
et al., 1998).

Em C. gestroi e em C. cumulans os reprodutores foram observados realizando a retirada
da exuvia nas larvas em muda, e para C. gestroi foi 0 comportamento que mais despendeu
tempo do casal real. Segundo Xing et al., (2013), quando um individuo sofre o processo de
muda ele passa por 4 fases, e é na ultima fase, que outros individuos auxiliam retirando a exuvia,
e portanto, colaborando na limpeza desses individuos. No inicio da coldnia, essa tarefa é
executada por ambos reprodutores, conforme observado no presente trabalho. Além disso,
também foi observado o consumo dessas exuvias nas colonias de C. gestroi por ambos
reprodutores. Nos estudos de Whitman e Forschler (2007) com coldnias mais velhas (coldnias
ndo incipientes) de R. flavipes foram observados que durante a muda, os operarios realizaram
“grooming” nos individuos que estavam sofrendo ecdise. Segundo o0s autores, 0s
comportamentos de “grooming” exibidos por esses operarios variaram de 30 segundos a 5
minutos, alem disso, 16 operarios diferentes consumiram a exuvia liberada pelo operario que
sofreu a referida muda. La Fage e Nutting (1978) afirmam que o consumo de exuvia por cupins
é um comportamento de higiene e de reciclagem de nitrogénio, uma vez que a dieta dos cupins
é pobre em nitrogénio (WALLER; LA FAGE, 1987).

A espécie C. gestroi investiu mais tempo transportando os ovos do que a espécie C.
cumulans (Figura 15) que apresentou maior frequéncia e duracdo no comportamento de
“grooming”. O cupim C. gestroi possui ninhos subterréaneos e policalicos, e pode apresentar
uma alocacdo de castas, ou seja, 0s individuos, inclusive o casal de reprodutores, podem mudar
de “calie” (JANEI; COSTA-LEONARDO, 2015). A espécie em questdo, assim como
Reticulitermes flavipes (Rhinotermitidae), apresenta certa mobilidade podendo mudar de ninho

para evitar predacao ou se existe uma oferta melhor de alimento (LONG; THORNE, 2006). C.
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cumulans apresenta ninho em monticulo, onde todos os individuos ficam alocados e somente
os forrageiros deixam o mesmo em busca de alimento. Os ninhos desse cupim possuem uma
porcdo central celuldsica de coloracdo escura onde ficam os ovos e larvas, envolvida por uma
parede bastante dura e resistente (COSARINSKY, 2011). Portanto, a cria nessa espécie de
cupim fica restrita e protegida em uma parte do ninho fazendo com que o transporte seja menos

frequente.

Duragao das atividades com ovos - Coprotermes gestroi Duragéo das atividades com ovos - Cornitermes cumulans

‘ . transporte
|:| “grooming”
|:| toque com a boca

. toque com a antena

|:| movimento vibratorio

Figura 15 — Comparacao entre o tempo despendido pelos reprodutores de C. gestroi e C.
cumualns nas atividades de cuidado com 0s ovos

No presente estudo, a trofalaxia estomodeal foi observada nas duas espécies de cupins,
contudo em C. cumulans ndo foi observada trofalaxia proctodeal. A trofalaxia estomodeal é
descrita em todas as familias de cupins, mas segundo McMahan (1969) a trofalaxia proctodeal
ndo ocorre na familia Termitidae. Estudos recentes relatam observagdes visuais de ocorréncia
desse tipo de trofalaxia nos Termitidae (KOHLER et al., 2012), contudo, esse processo pode
ser um evento muito raro na referida familia.

A trofalaxia proctodeal ¢ um comportamento bastante observado em cupins basais, pois
além de ser uma atividade social, ela fornece nutrientes e microbiota para os individuos que
recebem o alimento (YAGUCHI et al. 2016). Estudos de Maekawa et al. (2012), com o cupim
de madeira imida Z. nevadensis, mostrou que tanto o rei quanto a rainha realizaram trofalaxia
proctodeal como doadores, mas a frequéncia desse comportamento foi significativamente maior
nas rainhas. Na espécie Z. angusticollis, ndo foi observada divisdo sexual no cuidado com a
prole, porém somente a rainha realizou o comportamento de trofalaxia proctodeal como
doadora (ROSENGAUS; TRANIELLO, 1991). No presente estudo, para a espécie C. gestroi,
ndo foi observada trofalaxia proctodeal do rei como doador (n = 0), somente como receptor,

enquanto as rainhas tiveram uma participagéo intensa nessa atividade como doadoras (n = 7).
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Os presentes resultados corroboram com os obtidos nos estudos de Du te al. (2017) para a
espécie Coptotermes formosanus (Rhinotermitidae), mas discorda dos estudos de Du et al.
(2016) em que o rei realiza essa tarefa esporadicamente em relacéo a rainha mostrando que essa
ultima é mais ativa nesse comportamento. Ainda ndo se sabe exatamente o contetdo transferido
pela trofalaxia proctodeal, mas, nutrientes, feromoénios e hormoénio juvenil sdo passados para as
larvas (YAGUCHI et al. 2016). Estudos de Machida et al. (2001) com Hodotermopsis japonica
mostraram que a concentracdo de proteina nos fluidos proctodeais das fémeas foi
significativamente maior que nos fluidos dos machos depois que eclodiram as primeiras larvas.
Portanto, parece que a rainha de C. gestroi consegue uma boa dominéncia via trofalaxia.

Durante as observacgdes de cuidado com os ovos e larvas foi possivel acompanhar o
comportamento de copula na espécie C. gestroi. No inicio, a fémea toca 0 macho com as
antenas. Depois desse primeiro toque, ocorre uma grande antenacao entre o casal por todo o
corpo até se posicionarem com os abdomens em aposicédo e realizarem a copula. Nos estudos
de Whitman e Foschler (2007) com colbnias incipientes de 18 meses, também foi observado o
comportamento de copula entre os reprodutores de R. flavipes. O ritual de acasalamento durou
de 34 a 42 segundos e foi dividido em 3 fases: antenacéo, posicionamento e cépula, sendo que
cada fase durou de 7-9, 3-8 e 22-30 segundos respectivamente. No presente estudo a cépula
também mostrou essas fases, porém com diferentes duracdes daqueles descritas para R. flavipes.

Korb et al. (2012) realizaram um estudo com quatro espécies de cupins relacionando o
cuidado parental com evolucédo da socialidade. Os autores analisaram o cuidado de ovos e larvas
realizados por operarios e definiram dois tipos de comportamento: altruista (transporte e
“grooming” dos ovos, trofalaxia estomodeal e proctodeal) e de comunicacdo (antenacdo e
movimento vibratdrio). No presente estudo os dois tipos de comportamento foram observados,
altruista e de comunicacdo, sendo que nas duas espécies modelos as atividades
comportamentais relacionadas com o altruismo foram realizadas mais vezes e tiveram maior
duracdo do que as atividades de comunicacéo.

O cuidado cooperativo com a prole pelos operarios é aceito como um fator que levou a
socialidade (vida social) e isso esta claro para 0s Hymenoptera mas ndo para os Isoptera. De
acordo com Korb et a. (2012), o cuidado com a cria em cupins s6 se tornou importante quando
0s cupins mudaram o estilo de vida, ou seja, sairam dos ninhos dentro do proprio alimento
(“pega unica”) para ninhos separados do alimento (“ninho multiplas pegas™). Portanto, nos
cupins basais que tém ninhos “peca unica” como Cryptotermes secundus 0s operarios néo

cuidam dos ovos e larvas ou cuidam menos no caso de Z. nevadensis (Korb, 2007). Parece que
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somente quando as colonias de cupins evoluiram e foram buscar fontes externas de alimento,

0S operarios comegaram a ajudar o casal real.
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CAPITULO 2

“Polietismo fisiologico em reprodutores primarios dos
cupins Coptotermes gestroi e Cornitermes cumulans

(Blattaria, Isoptera, Rhinotermitidae, Termitidae) ”
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1 Resumo

Polietismo, ou a alocagdo de determinada tarefa em coldnias de insetos sociais, esta
embasado na maturacdo de 6rgdos, inclusive glandulas exdcrinas. A secrecéo salivar dos cupins
tem multiplas fungdes, atuando na digestdo e trofalaxia. A trofalaxia estomodeal ocorre entre
membros das colénias de cupins e envolve a troca de saliva e alimento regurgitado. No inicio
da fundag&o do ninho, o casal real cuida dos ovos da primeira cria, alimentando as larvas até o
aparecimento dos primeiros operarios. A partir deste fato, os reprodutores se dedicam
exclusivamente a reproducéo, e passam a ser alimentados pelos operarios. Assim, o objetivo do
presente estudo foi verificar a ocorréncia de polietismo etario e sexual nos reprodutores
primarios de cupins representantes de duas familias: Coptotermes gestroi (espécie exotica) e
Cornitermes cumulans (espécie nativa). O presente estudo verificou as mudancas
morfofisioldgicas das glandulas salivares em reis e rainhas no inicio da formacéao das coldnias,
usando técnicas histoldgicas e histoquimicas, além da avaliacdo morfométrica desses 6rgaos.
Os resultados mostraram que glandulas salivares de reis e rainhas primarios de C. gestroi e C.
cumulans apresentam desenvolvimento similar no inicio da formacéo das col6nias, e indicam
investimento igual de ambos o0s sexos na producéo de saliva. Contudo, em col6nias mais velhas
de C. gestroi ocorreu uma diminuicdo da area dos &cinos salivares em ambos os reprodutores,
0 que pode indicar uma mudanca de fungédo da glandula salivar nessa fase. A histologia das
glandulas salivares mostrou acinos salivares multicelulares, constituidos por células parietais e
centrais, sendo que em C. cumulans foram observados dois tipos de células centrais. As células
parietais sao periféricas, menores em relacdo as centrais e sdo caracterizadas pela presenca de
um canaliculo intracelular. As células centrais possuem muitas vesiculas secretoras, e testes
histoquimicos das glandulas salivares de reprodutores no inicio da formagdo das colonias
mostraram a presenca de proteinas e polissacarideos, além de lipidios em C. gestroi. Nos
reprodutores mais velhos de C. gestroi, a secre¢do proteica diminuiu, mas houve um actimulo
maior de polissacarideos. Os resultados sugerem que apds o aparecimento dos operarios, 0s
quais passam a alimentar a cria, a secrecdo salivar diminui e sofre alteracdo funcional em reis

e rainhas.
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2 Introdugéo

As colbnias de insetos sociais constituem grupos de individuos que vivem juntos e se
reproduzem como uma unidade (BESHER; FEWELL, 2001). Uma das mais importantes
caracteristicas das colénias de insetos sociais € que alguns membros se especializam em
diferentes tarefas, ou seja, existe uma divisdo de trabalho entre os companheiros de ninho
(OSTER; WILSON, 1978). Geralmente, esta alocacdo de trabalho nas colOnias de insetos
sociais pode ser baseada em casta, sexo, tamanho ou idade dos individuos e esse fenbmeno é
denominado polietismo (MCMAHAN, 1979).

De uma maneira geral, nos insetos sociais existem padrées de polietismo, como
polietismo temporal e polietismo morfoldgico. No primeiro, o desenvolvimento da tarefa esta
ligado a idade e no segundo, ao tamanho e/ou forma do individuo (BESHER; FEWELL, 2001).
Contudo, algumas vezes, as tarefas desenvolvidas pela casta ndo estdo relacionadas a idade e
sim ao sexo (MCMAHAN, 1979).

O cuidado com ovos e a alimentacdo dos imaturos nos cupins é tarefa dos operarios,
sendo que a funcdo dos reprodutores é somente a reproducdo (THORNE, 1996; COSTA-
LEONARDO, 2002). No entanto, no inicio da fundacdo de uma nova col6nia, o cuidado com a
prole ¢ realizado pelo casal real (ROSENGAUS; TRANIELLO, 1991; CHOUVENC; SU,
2017). Bases quimicas e fisiolégicas embasam o polietismo, ou seja, a alocacdo para
determinada tarefa esta ligada a maturacdo de um determinado sistema, como o muscular ou
nervoso ou ligado a atividade de alguma glandula exdcrina, como por exemplo, producdo de
secrecdo pelas glandulas salivares, em uma determinada casta.

As glandulas salivares dos cupins sdo pares e constituidas por dutos ligados a um
conjunto de &cinos secretores e dois reservatorios transparentes (COSTA-LEONARDO, 2002).
As glandulas salivares ocorrem em todos os individuos da col6nia, o que reforca funcdes
primordiais em todas as castas (GRASSE 1982). Apesar de ser encontrada com a mesma
organizacdo em todos os cupins, o desenvolvimento glandular e o tamanho do reservatério,
além do numero e tamanho dos acinos, variam de espécie para espécie e também entre as castas
(NOIROT, 1969; DELIGNE et al., 1981).

A secrecdo salivar tem multiplas fungdes nos cupins, atuando na digestéo, nas atividades
de construcdo, na alimentacao via trofalaxia e na comunicacéo intraespecifica (NOIROT, 1969;
GRASSE, 1982; COSTA-LEONARDO, 2002). Trofalaxia é a troca de fluido do trato digestivo
entre os membros das coldnias de cupins (MCMAHAN, 1969). Ela pode ser de dois tipos:

estomodeal e proctodeal. Trofalaxia estomodeal € a troca de saliva e alimento regurgitado,
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enquanto trofalaxia proctodeal é a troca de fluidos do intestino posterior, contendo microbiota,
produtos da digestdo dos cupins e feromonios (MCMAHAN, 1969; MACHIDA et al. 2001).
Em vista do exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar as mudancas
morfofisioldgicas das glandulas salivares em reis e rainhas no inicio da fundacéo das col6nias
em duas espécies de cupins, tentando relacionar com o polietismo etario e sexual. As espécies
de cupins escolhidas foram Coptotermes gestroi, espécie exdtica e Cornitermes cumulans,
espécie nativa, sendo que na primeira também foram analisadas as glandulas salivares de

reprodutores primarios mais velhos, que estavam sendo alimentados pelos operarios.
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3 Material e Métodos
3.1 Insetos

Para esse estudo foram utilizados reis e rainhas de coldnias incipientes sem operarios de
Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) e de Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) formadas e
mantidas no laboratorio de cupins da Unesp — Rio Claro - SP. Além disso, foram estudados reis
e rainhas de coldnias de 1 ano de C. gestroi com operarios. As caracteristicas individuais das
colonias utilizadas estéo dispostas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo das coldnias das quais os reprodutores foram extraidos:

Colbénia Espécie Idade  ovos larvas PS  Operarios soldados
25 C.gestroi 2 meses 8 7 - - -
83 C.gestroi  2meses 10 1 - - -
92 C.gestroi 2 meses 9 4 - - -
95 C.gestroi  2meses 13 - - - -
123 C.gestroi 2meses 15 1 - - -
07 C. gestroi 1 ano 1 2 - 19 3
09 C. gestroi 1 ano 2 2 - 20 3
15 C. gestroi 1 ano - - - 21 2
37 C. gestroi 1 ano - 1 - 24 2

5 C.cumulans 2meses 23 13 1 - -

7 C.cumulans 2meses 19 5 - - -

19 C.cumulans 2meses 30 2 - - -

49 C.cumulans 2meses 30 19 - - -

25 C.cumulans 2meses 20 4 - - -
- auséncia

PS: pré-soldado

3.2 Formacéo de coldnias em laboratoério:

- Coldnias de Coptotermes gestroi: reprodutores alados de C. gestroi foram coletados nos
meses de agosto e setembro de 2016 em revoadas provenientes de varios bairros da cidade de
Rio Claro/SP. Durante a coleta esses reprodutores foram armazenados em recipientes com papel
toalha Umido e logo depois levados para o laboratério onde foram sexados sob
esteromicroscopio. Machos e fémeas foram pareados e dispostos em placas de Petri plasticas
de 6 cm de diametro. Essas placas foram previamente preenchidas com serragem de Pinus sp.
envelhecida e umedecida, e apos a introducdo do casal real mantidas em sala escura com

temperatura de 25 + 3 °C.
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- Colbnias de Cornitermes cumulans: reprodutores alados de C. cumulans foram coletados
nos dias 12 e 14 de outubro de 2016 em revoadas na cidade de Taubaté/SP e no Campus da
Unesp Rio Claro (Rio Claro/SP), respectivamente. Durante a coleta esses reprodutores foram
armazenados em recipientes com papel toalha imido e logo depois levados para o laboratério
onde foram sexados sob esteromicroscopio. Machos e fémeas foram pareados e dispostos em
placas de Petri plasticas de 9 cm de didmetro. Essas placas foram previamente preenchidas com
serragem de Pinus sp. envelhecida e umedecida, e apés a introducdo do casal real mantidas em

sala escura com temperatura de 25 = 3 °C.

3.3 Histologia das glandulas salivares

Reis e rainhas de C. gestroi e C. cumulans foram fixados inteiros em F.A.A. 3:1:1 (3
partes de &lcool absoluto, 1 parte de acido acético glacial e 1 parte de formaldeido a 40%) ou
Formol Ca 1%. Apos a fixacdo, os torax desses reprodutores foram isolados e desidratados em
uma bateria de solucgdes crescentes de etanol (70 a 95%) sendo que cada banho teve duracéo de
1 hora. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma solucdo de resina (Leica) de
infiltracdo, na qual foram mantidas por 48 a 72 horas em geladeira. Apds essa etapa, as amostras
foram incluidas em moldes especiais, preenchidos com historesina acrescida de catalisador,
para a polimerizagdo em estufa a 37°C. Depois de polimerizados, os blocos foram seccionados
com navalhas de tungsténio em micrétomo. As seccbes tinham 3 um de espessuras e foram
hidratadas e recolhidas em laminas de vidro. Depois da secagem das laminas, 0s cortes
histologicos obtidos foram corados com hematoxilina—eosina, azul de toluidina ou azul de
toluidina facsina. O material foi analisado e fotografado em fotomicroscépio (Leica
DM500/Leica ICC50)

3.4 Morfometria dos acinos

A area dos &cinos das glandulas salivares dos reprodutores foi medida com o auxilio do
software Image J. Para essa avaliagdo foram utilizados &acinos sagitais de duas seccOes
escolhidas ao acaso de 10 laminas. Para essas medidas foram utilizadas as mesmas laminas

preparadas para a analise histologica.

3.5 Histoquimica
Para avaliar a natureza das secre¢fes das glandulas salivares dos reprodutores, foram

realizados testes para detectar proteinas, polissacarideos e lipideos. Os cortes histologicos para
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a realizacdo da histoquimica foram obtidos pelo mesmo procedimento descrito no item 3.3

(histologia das glandulas salivares).

3.5.1 Proteinas
Para a deteccdo de proteinas foi utilizada a técnica do azul de bromofenol (PEARSE,
1960) e do xylidine Ponceau (MELLO; VIDAL, 1980).

- Azul de bromofenol: Esse método de coloracdo visa detectar a presenca e o teor aproximado
de proteinas totais presentes nas células e na secrecdo celular. Dependendo do teor proteico, as
células e a secrecdo sdo coradas com diferentes tonalidades de azul. O azul de bromofenol
evidencia as proteinas, corando-as de azul intenso. As amostras passaram pelo mesmo
procedimento e etapas da preparacdo histologica até os cortes serem dispostos nas laminas
histologicas. As Iaminas com as sec¢fes do material foram colocadas no azul de bromofenol a
temperatura ambiente, por 1 hora. Apos esse procedimento, as ldminas foram lavadas com agua
corrente por 5 minutos e passadas rapidamente em acido acético 0,5% para remogéo do corante
ndo fixado as proteinas. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada, secas e

montadas em balsamo sintético.

- Xylidine Ponceau: Esse método de coloracao detecta a presenca de proteinas acidas presentes
nas células. As células e a secre¢do sdo coradas com a cor vermelho alaranjado. As laminas
com as seccdes do material foram colocadas no corante por 30 minutos. Apds esse
procedimento as laminas ficaram por 1 minuto no tampao de acetato de sédio pH 2,6 e foram
lavadas em &gua destilada. Depois de secas, as laminas foram montadas em balsamo e
documentadas em fotomicroscopio.

3.5.2 Polissacarideos

Para a detecgdo de polissacarideos foi utilizada a técnica do PAS (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

- Acido perioddico de Shiff — PAS: Esse método evidencia os polissacarideos neutros e as
glicoproteinas, 0s quais se coram intensamente de vermelho-purpura. Apds fixacdo e todo
procedimento de rotina, os cortes histologicos foram banhados em acido periddico 0,4% por 10
minutos. Em seguida, lavados em &gua destilada por cerca de 1 minuto e, posteriormente,
corados com reativo de Schiff por 60 minutos em local escuro. Apds este procedimento, 0s

cortes foram submetidos a trés banhos de agua sulfurosa por cerca de 1 minuto cada. Em
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seguida, lavados em agua corrente por 5 minutos e as laminas foram secas a temperatura
ambiente. Depois de secas, as ldminas foram montadas em balsamo e documentadas em

fotomicroscopio.

3.5.3 Lipidios
Para a deteccdo de lipidios acidos e neutros foi utilizada a técnica do azul do Nilo

(PEARSE, 1960). Essa técnica foi utilizada somente com os reprodutores de C. gestroi.

- Azul do Nilo: O sulfato de azul de Nilo é uma mistura que contém diversos componentes, 0s
quais se dissolvem diferentemente nos lipidios conforme a composicao destes. Desse modo, 0s
lipidios neutros se coram em rosa, enquanto os lipidios acidos e alguns outros componentes
celulares ndo lipidicos se coram em azul. As laminas com as sec¢des do material foram
colocadas no corante azul do Nilo a temperatura de 37°C, por 5 minutos. Apds esse
procedimento, as laminas foram lavadas em &gua corrente e passadas no acido acético 1% por
1 minuto. Depois de secas, as laminas foram montadas em glicerina e documentadas em

fotomicroscopio.

3.6 Analise estatistica
O teste de Mann-Whitney (o = 0,05) foi realizado para comparar as areas dos acinos
salivares entre rei e rainha e entre os reprodutores das coldnias de idades diferentes de C.

gestroi.
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4 Resultados

4.1 Histologia das glandulas salivares de reis e rainhas de colénias de 2 meses de

Coptotermes gestroi

As glandulas salivares dos reprodutores C. gestroi sdo pares, e compostas por dutos e
grupos de acinos. Esses acinos sdo multicelulares e os dutos dos mesmos estdo conectados a
dois reservatorios que terminam em um duto comum que desemboca na cavidade bucal. No
presente estudo foram observados dois tipos de células nos acinos das glandulas salivares de
reprodutores de C. gestroi: células secretoras centrais (células do tipo 1) e células parietais
(Figura 1). Essas Gltimas geralmente ocorreram em pares, na periferia dos acinos e séo
caracterizadas pela presenca de um canaliculo intracelular (Figura 1F).

As células centrais do tipo | foram as células mais numerosas nas sec¢des histologicas
dos acinos salivares desses reprodutores e mostraram granulos secretores enormes, de aspecto
heterogéneo quando corados com hematoxilina e eosina. Ja, as células parietais, foram
observadas em menor quantidade e ndo apresentaram granulos de secrecdo (Figura 1). Além
disso, é possivel observar que os dutos penetram nos &cinos (Figuras 1B e 1F), e suas células
constituintes podem ser observadas nas seccoes histologicas dos mesmos.
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Figura 1 - Seccéo histoldgica do térax de reprodutores de Coptotermes gestroi. A e B. Acinos
da glandula salivar da rainha (colonia 25). C e D. Acinos da glandula salivar do rei (colonia
25). E. Vista geral do torax da rainha (coldnia 92) de C. gestroi mostrando a disposi¢do dos
acinos salivares. F. Acinos da glandula salivar da rainha (colonia 92). G. Vista geral do torax
do rei (colbnia 92) de C. gestroi mostrando a disposi¢do dos &cinos salivares. F. Acinos da
glandula salivar do rei (colénia 92). A-D: hematoxilina-eosina; E-H: azul de toluidina. a =
acino; cc = célula central; cp = célula parietal; d = ducto; n = nucleo; r = reservatorio; td = tubo
digestivo.

4.2 Morfometria dos &cinos salivares de reis e rainhas de coldonias de 2 meses de
Coptotermes gestroi

A area dos acinos salivares de reis e rainhas de Coptotermes gestroi provenientes das
trés colonias analisadas (colonias 25, 92 e 123) ndo foram significativamente diferentes (Figura
2).
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Figura 2 — Média e erro padrdo das areas dos &cinos dos reis e rainhas das trés col6nias
analisadas. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P > 0,05)

4.3 Histoquimica das glandulas salivares de reprodutores de 2 meses de Coptotermes

gestroi

A histoquimica dos acinos dos reprodutores mostrou que reis e rainhas de C. gestroi
apresentaram proteinas, lipidios e polissacarideos na secre¢do das células centrais do tipo |

(Figuras 3 e 4). A tabela 2 resume os resultados dos diferentes testes histoquimicos aplicados.
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Tabela 2 — Resultados dos testes histoquimicos aplicados em secc@es histologicas dos &cinos
das glandulas salivares de reprodutores de Coptotermes gestroi

Rei
Coloragdo Célula central Célula Célulacentral ~ Célula parietal
tipo | parietal tipo |
azul do Nilo + - +
azul de bromofenol + - +
xylidine Pounceau + - +
PAS + - +

+ positivo — negativo

Figura 3 - Seccdo histoldgica do térax dos reprodutores de Coptotermes gestroi (colénia 95). A
e B. Acino salivar de rainha corado com azul do Nilo para detecgo de lipidios. C e D. Acino
salivar de rainha corado com azul do Nilo para deteccdo de lipidios. Setas indicam células
parietais; a = acino; cc = célula central; d = ducto; n = ndcleo; r = reservatério; td = tubo
digestivo.
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O teste histoquimico de xylidine Ponceau mostrou granulos caracteristicos de proteinas.

Gréanulos de proteinas foram mais evidenciados pelo corante nos acinos salivares do rei que nos

da rainha (Figura 4).

Figura 4 — Seccdo histoldgica das glandulas salivares de reprodutores de Coptotermes gestroi.
A. Acino salivar de rainha (col6nia 83) corado com xylidine Ponceau. Seta indica granulo de
proteina. B. Acino salivar de rei (col6nia 83) corado com xylidine Ponceau. Setas indicam
granulos e cristais de proteina. C. Acino salivar de rainha (colénia 92) corado com azul de
bromofenol. Setas indicam granulos de proteinas. D. Acino salivar de rei (colénia 92) corado
com azul de bromofenol. Setas indicam granulos e cristais de proteina. E. Acino salivar de
rainha (colbnia 92) corado com PAS. Setas indicam presenca de polissacarideos. F. Acino
salivar de rei (colénia 92) corado com PAS. Setas indicam presenga de polissacarideos. a =
acino; cc = célula central; cp = célula parietal; d = ducto; n = nucleo; td = tubo digestivo. Escala:
20 pm
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4.4 Morfometria comparada dos acinos salivares de rainhas de 2 meses e de 1 ano de
Coptotermes gestroi

As médias das areas dos acinos salivares das rainhas de dois meses e de um ano estéo
dispostas na Figura 5. As rainhas de 1 ano exibiram acinos menores do que aqueles presentes
nas rainhas mais jovens (P < 0,0001), cujas tarefas incluiam alimentar os imaturos (Figura 6).
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Figura 5 — Média e erro padrédo das areas dos acinos de rainhas de coldnias iniciais de 2 meses
e de coldnias com 1 ano de C. gestroi. Letras diferentes apresentam diferenga significativa
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Figura 6 - Seccdo histolégica das glandulas salivares de reprodutores de Coptotermes gestroi.
A, B e C. Acinos salivares de rainhas de 2 meses provenientes de colénias incipientes (coldnias
25, 123 e 92, respectivamente) antes do aparecimento de operarios. D, E e F. Acinos salivares
de rainhas provenientes de col6nias de 1 ano de idade (colbnias 7, 9 e 37, respectivamente).
Notar que as rainhas de 2 meses possuem acinos mais arredondados. A, B, D e E: hematoxilina-
eosina; C e F: azul de toluidina. Setas indicam células parietais; a = &cino; cc = célula central;
d = ducto; n = nicleo; r = reservatorio. Escala: 20 um
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4.5 Morfometria comparada dos &acinos salivares de reis de 2 meses e de 1 ano de
Coptotermes gestroi

A média das areas dos &cinos salivares dos reis de dois meses e de um ano estdo
dispostas na Figura 7. Os reis de 1 ano exibiram &cinos menores (P < 0,0001) do que aqueles

presentes em reis mais jovens, cujas tarefas incluiam realizar “grooming” nas larvas (Figura 8).
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Figura 7 — Média e erro padrédo das areas dos acinos de rainhas de coldnias iniciais de 2 meses
e de coldnias com 1 ano de C. gestroi. Letras diferentes apresentam diferenca significativa
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Figura 8 - Seccdo histoldgica das glandulas salivares de reis de Coptotermes gestroi. A, B e C.
Acinos salivares de reis de 2 meses provenientes de col6nias incipientes (colonias 25, 123 e 92,
respectivamente) antes do aparecimento de operarios. D, E e F. Acinos salivares de reis
provenientes de coldnias de 1 ano de idade (col6nias 37, 7 e 15, respectivamente). Notar que 0s
reis de 2 meses possuem acinos mais arredondados. A, B, D e E: hematoxilina-eosina; C e F:
azul de toluidina. Setas indicam células parietais; a = 4cino; cc = célula central; d = ducto; n =
nucleo; r = reservatério. Escala: 20 um

4.6 Histoquimica comparada dos acinos salivares de reis de 2 meses e de 1 ano de

Coptotermes gestroi.

As células centrais do tipo | de ambos os reprodutores de 2 meses mostraram a presenca
de proteinas e polissacarideos, além de lipidios. Contudo, a secre¢do proteica diminuiu nos reis
e rainhas de 1 ano, diferente dos polissacarideos cuja quantidade aumentou com o

envelhecimento desses reprodutores (Figura 9).
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Figura 9 - Seccdo histoldgica das glandulas salivares de reis de 2 meses e de 1 ano de
Coptotermes gestroi. A. Acino salivar de rei de 2 meses (colonia 83) corado com xylidine
Ponceau. Setas indicam granulos e cristais. B Acino salivar de rei de 1 ano (col6nia 15) corado
com xylidine Ponceau. C. Acino salivar de rei de 2 meses (coldnia 92) corado com PAS. Setas
indicam presenca de polissacarideos. D. Acino de rei de 1 ano (coldnia 7) corado com PAS.
Setas indicam presenca de polissacarideos. a = acino; cc = célula central; cp = célula parietal;
d = ducto; n = nucleo; td = tubo digestivo. Escala: 20 um

4.7 Histologia dos &cinos das gandulas salivares de reis e rainhas de coldnias de
Cornitermes cumulans

Assim como em C. gestroi, as glandulas salivares presentes em reprodutores de C.
cumulans sdo pares e compostas por ductos e grupos de acinos multicelulares, conectados a
dois reservatorios transparentes.

Os acinos das glandulas salivares dos reprodutores de C. cumulans apresentaram trés
tipos de células: células secretoras centrais do tipo I, células secretoras centrais do tipo Il e
células parietais. Celulas do tipo | sdo mais numerosas, com grandes granulos de secrecdes,
enquanto celulas do tipo 2 sdo mais alongadas e menos comuns. Celulas parietais ocorrem em

pares na periferia dos &cinos e ndo contém secrecao (Figura 10).
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Figura 10 — Seccéo histologica do torax de reprodutores de Cornitermes cumulans. A e B.
Acinos da glandula salivar da rainha (colonia 19). C e D. Acinos da glandula salivar do rei
(coldnia 19). E. Vista geral do térax da rainha (colénia 5) de C. cumulans mostrando a
disposicdo dos acinos salivares. F. Acinos da glandula salivar da rainha (colbnia 5). G. Vista
geral do torax do rei (coldnia 5) de C. cumulans mostrando a disposi¢ao dos acinos salivares.
H. Acinos da glandula salivar do rei (colonia 5). Coloracdo: A-D: hematoxilina-eosina; E-H:
azul de toluidina fucsina. Setas indicam células parietais; a = acino; cc | = célula central tipo I;
cc Il = célula central tipo II; d = duto; m = muasculo; n = ndcleo; td = tubo digestivo.

4.8 Morfometria dos 4cinos salivares de reis e rainhas de Cornitermes cumulans

A area dos &cinos salivares dos reprodutores de C. cumulans provenientes das trés
colbnias analisadas (colonias 5, 19 e 49) ndo foram significativamente diferentes quando foram
comparados reis e rainhas (Figura 11).
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Figura 11 — Média e erro padrdo das areas dos acinos dos reis e rainhas das trés coldnias

analisadas. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P > 0,05)
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4.9 Histoquimica das glandulas salivares em reprodutores de Cornitermes cumulans

A histoguimica dos &cinos salivares dos reprodutores mostrou que reis e rainhas de C.
cumulans apresentaram proteinas e polissacarideos na secrecdo das células centrais do tipo |
(Figura 12). As células centrais do tipo 11 ndo reagiram com nenhum dos corantes, assim como
as células parietais. A tabela 3 resume os resultados dos diferentes testes histoquimicos

aplicados.

Tabela 3 — Resultados dos testes histoquimicos aplicados em sec¢fes histoldgicas dos acinos

das glandulas salivares de reprodutores de Cornitermes cumulans.

Rei Rainha
Coloracéo Célula Célula Célula  Célula Célula Célula
central central  parietal central  central tipo parietal
tipo | tipo Il tipo | I
Azul de bromofenol + - - + - -
xilidine Pounceau + - - + - -
PAS + - - + - -

+ positivo - negativo
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Figura 12 — Seccdo histoldgica das glandulas salivares de reprodutores de Cornitermes
cumulans da coldnia 5. A. Acino salivar de rainha corado com xylidine Ponceau. B. Acino
salivar de rei corado com xylidine Ponceau. C. Acino salivar de rainha corado com azul de
bromofenol. D. Acino salivar de rei corado com azul de bromofenol. E. Acino salivar de rainha
corado com PAS. Setas indicam presenca de polissacarideos. F. Acino salivar de rei corado
com PAS. Setas indicam presenca de polissacarideos. ccl = célula central do tipo I; cc 2 =
celula central do tipo I1; cp = célula parietal. Escala: 20 pm
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5. Discussao

As glandulas salivares ou labiais estdo presentes em todas as castas de Isoptera, mas
poucos trabalhos contemplam a morfologia dos acinos em reprodutores. De acordo com Noirot
(1969) e Costa-Leonardo (1986/1987, 1997), essas glandulas pares estdo constituidas por um
conjunto de &cinos e dois reservatorios ligados a um sistema de dutos, os quais desembocam
em um duto comum na base da hipofaringe. Esta morfologia basica, com glandulas similares a
cachos de uvas e reservatorios para armazenagem de secrecdo, € a mesma descrita para baratas
por Day (1950), Kessel e Beams (1963), Bland e House (1971) e Just e Walz (1994). De acordo
com Sillam-Dussés et al. (2012), a secre¢do das glandulas salivares de operarios de cupins ndo
esta limitada a poucos compostos, mas contém celulases e hidroquinonas, confirmando o papel
dessas glandulas na digestdo e defesa dessa casta, respectivamente. Além disso, existem alguns
compostos tdxicos que foram identificados tanto em operarios quanto em soldados de algumas
espécies de Isoptera, confirmando o envolvimento defensivo dessas castas nas espécies
estudadas pelos referidos autores. Portanto, fica claro que as glandulas salivares secretam
enzimas que participam da digestdo dos individuos, contudo, Noirot (1969) enfatiza a
participacdo dessas glandulas exdcrinas na alimentacdo dos imaturos, e afirma que larvas
recebem apenas uma alimentacdo constituida por saliva, que é a mesma alimentacdo recebida
pelos reprodutores de uma coldnia que possui operarios (GRASSE, 1982).

No presente estudo, constatou-se que o acinos salivares dos reprodutores de C. gestroi
e C. cumulans sdo constituidos por células parietais e células centrais, sendo que as ultimas
podem ainda apresentar varios tipos celulares diferentes, como descrito para glandulas salivares
de outras espécies de cupins (NOIROT, 1969; BILLEN et al., 1989). Cinco diferentes tipos
celulares foram observados nas glandulas salivares de falso operarios de Prorhinotermes
simplex (SOBOTNIK; WEYDA, 2003). No operario do cupim Serritermes serrifer, os 4cinos
salivares dos operarios apresentam um tipo celular, que é caracterizado por uma grande
quantidade de secrecdo eletrondensa, na forma de anéis ou espirais concéntricas, que nunca foi
descrito para outras espécies (COSTA-LEONARDO, 1997). As células parietais tém
caracteristicas de células que transportam ions e 4gua da hemolinfa para a glandula (BLAND;
HOUSE,1971; BILLEN et al., 1989; SOBOTNfK; WEYDA, 2003) e s6 parecem exercer
atividade secretora em algumas espécies de cupins onde as glandulas salivares estdo envolvidas
na defesa (SOBOTNIK et al., 2014). As células parietais foram observadas em maior niimero
nos acinos salivares de reis e rainhas de C. gestroi, quando comparadas com aqueles acinos de

reprodutores de C. cumulans, o que sugere uma maior necessidade de agua pelos acinos da
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primeira espécie. Além disso, em reprodutores mais velhos de C. gestroi, 0 nimero dessas
células é ainda maior, indicando uma maior aquisi¢do de agua pelos acinos nessa fase.

Nos cortes histoldgicos dos acinos salivares de reprodutores de C. gestroi e C. cumulans,
observou-se que as células centrais sdo secretoras, com citoplasma carregado de enormes
grénulos de secrecdo. Em Macrotermes belicosus e P. simplex, reprodutores alados possuem
acinos constituidos pelos mesmos tipos celulares que ocorrem em operarios (BILLEN et al.,
1989; SOBOTNIK; WEYDA, 2003). Contudo, em reprodutores neoténicos de P. simplex, falta
um tipo de célula central (SOBOTNIK; WEYDA, 2003). No caso de reprodutores de C. gestroi,
ndo foram observados diferentes tipos de células centrais, mas pode ser que o tipo Il seja
extremamente raro e dificil de detectar com microscopia de luz.

Apesar da quase uniformidade estrutural das glandulas salivares entre diferentes castas,
existem diferencas histoquimicas importantes entre as células acinares de diferentes espécies, e
que também foram verificadas na presente pesquisa. De acordo com Noirot (1969), no operario
de Cephalotermes rectangularis (Termitidae), as células centrais do tipo | secretam lipidios e
polissacarideos, enquanto as do tipo Il secretam glicoproteinas. Proteinas e polissacarideos
também foram verificados nas células centrais dos acinos de glandulas salivares de operarios
de C. gestroi (CICOTE, 2003), concordando em parte com os resultados encontrados nas
glandulas salivares de reis e rainhas da espécie. E interessante destacar, que quando 0s
reprodutores param de alimentar os imaturos e comegam a receber alimento dos operarios, a
quantidade de polissacarideos aumentou em seus acinos salivares.

Resultados histoquimicos dos acinos salivares de reprodutores também confirmam a
presenca de polissacarideos e proteinas nas glandulas salivares de reis e rainhas fundadores dos
ninhos de C. cumulans. De acordo com Klowden (2007), as glandulas salivares estdo associadas
com a producdo de enzimas digestivas e é considerada por Tokuda et al. (2012) um dos
principais locais de sintese de lignocelulases.

Estudos ultraestruturais das glandulas salivares mostrou que Sousa et al. (2017)
encontraram extensa rede de reticulo endoplasmatico nas células secretoras dos acinos salivares
de operarios de C. cumulans, enquanto Cicote (2003) também observou grande quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso nas formas lamelar e vesicular nas mesmas células de operarios
de C. gestroi. Estes relatos estdo de acordo com os resultados histoldgicos observados no
presente estudo para reprodutores, que evidenciaram uma rede citoplasmatica nas celulas
centrais coradas com azul de toluidina, e os resultados positivos de testes histoquimicos para
xylidine Ponceau e azul de bromofenol. As caracteristicas morfoldgicas das células centrais

confirmam as atividades de biossintese na producgéo de proteinas e polissacarideos, sendo que
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este Ultimos devem estar fornecendo energia para manter os processos metabolicos, como
ocorre nas glandulas salivares de operéarios de cupins, onde muitos granulos de glicogénio foram
observados (COSTA-LEONARDO; CRUZ-LANDIM, 1991).

A morfometria da area dos acinos salivares nao resultou em diferenca significativa entre
reis e rainhas, contudo, reprodutores mais velhos de C. gestroi, 0s quais ndo alimentam 0s
imaturos, apresentam um menor desenvolvimento das glandulas salivares. Operarios mais
velhos de Nasutitermes lujae mostraram glandulas salivares menos desenvolvidas do que
operarios jovens, que sao 0s que permanecem no ninho alimentando a cria (PASTEELS, 1965).

Relatos de mudancas na habilidade de secretar produtos glandulares relacionados com
a idade j& foram descritos para outras glandulas. Noirot e Noirot-Timothée (1965) encontraram
que as glandulas esternais regridem muito em reprodutores funcionais velhos de Kallotermes
flavicollis e esta regressdo também foi documentada em rainhas fisogastricas de Trinervitermes
bettonianus (QUENNEDEY; LEUTHOLD,1978) e de C. cumulans (IGNATI; COSTA-
LEONARDO,2001). Polietismo e mudancas fisioldgicas estdo conectadas e, de acordo com 0s
resultados obtidos para as glandulas salivares de reprodutores de C.gestroi, 0 polietismo esta
relacionado a idade. Adicionalmente, ndo existe evidéncias de polietismo sexual e tudo indica
que ambos o0s reprodutores contribuem com a mesmas atividades funcionais das glandulas
salivares. Hizen et al. (2002) assumem que o contetido de proteina representa atividade nas
glandulas salivares e, devido a isto, concluem que estas estruturas estdo mais ativas em 0s
operarios que estdo nas camaras reais de Macrotermes bellicosus em comparacdo aquelas
glandulas encontradas em operarios forrageiros. Os autores ainda sugerem que 0s operarios da
camara real possuem alto conteido proteico nas glandulas salivares e atuam na transferéncia de
saliva para os reprodutores.

Polietismo etario envolvendo glandulas salivares esta bem documentado em operarios,
mas ndo em reprodutores, o que ressalta a importancia do presente estudo com essa casta. Billen
et al. (1987) foram os primeiros que relataram que operarios forrageiros de M. bellicosus
apresentavam glandulas salivares reduzidas, assim como Pasteels (1965) havia relatado para
Nasutitermes lujae. Mais tarde, como j& foi mencionado, em M. bellicosus, diferencas entre as
glandulas salivares de operarios que atendem a rainha e operarios forrageiros foram
relacionadas a idade, j& que estes Ultimos ndo parecem estar envolvidos em muita sintese
proteica (HINZE et al., 2002). Além disso, Costa-Leonardo e Soares (1996) observaram com
estudos ultraestruturais, a presenca de estruturas degenerativas nas glandulas salivares de
operarios forrageiros de Heterotermes tenuis, confirmando de certa forma a ocorréncia de

polietismo etario nesta casta. Os resultados obtidos aqui com reprodutores de C. gestroi
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sugerem que ap6s o aparecimento dos operarios, 0s quais passam a alimentar a cria, a secrecao

salivar diminui e sofre alteracdo funcional em reis e rainhas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Reprodutores primarios de Coptotermes gestroi ndo apresentaram polietismo sexual no
cuidado com os ovos no inicio da formacéo das col6nias;

Reprodutores primarios de Coptotermes gestroi apresentaram polietismo sexual no
cuidado com as larvas no inicio da formag&o das colonias;

Rainhas primarias de Coptotermes gestroi investiram mais em trofalaxia estomodeal e
proctodeal com larvas do que reis no inicio da formacgéo das coldnias;

Reis primarios de Coptotermes gestroi investiram mais na atividade de “grooming” das
larvas do que rainhas no inicio da formag&o das col6nias;

Reprodutores primarios de Cornitermes cumulans apresentaram polietismo sexual no
cuidado com ovos no inicio da formagéo das coldnias;

Rainhas primarias de C. cumulans investiram mais no comportamento de “grooming”
em ovos do que reis no inicio da formacdo das colénias;

Reprodutores primarios de Cornitermes cumulans ndo apresentaram polietismo sexual
no cuidado com larvas no inicio da formacao das col6nias;

Reprodutores primarios de Coptotermes gestroi investiram mais em transporte de ovos
do que os reprodutores de Cornitermes cumulans no inicio da formacéo das colonias;
Reprodutores primarios de Cornitermes cumulans investiram mais em atividade de
“grooming” em ovos do que oS reprodutores de Coptotermes gestroi no inicio da
formagé&o das colbnias;

Glandulas salivares de reis e rainhas primarios de Coptotermes gestroi e Cornitermes
cumulans apresentaram desenvolvimento similar no inicio da formag&o das col6nias;
Acinos das glandulas salivares de reprodutores primarios de Coptotermes gestroi
mostraram um unico tipo de célula central (tipo I) no inicio da formacéo das col6nias;
Acinos das glandulas salivares de reprodutores primarios de Coptotermes gestroi
apresentaram mais celulas parietais do que aqueles presentes em glandulas salivares de
reprodutores primarios de Cornitermes cumulans no inicio da formacéo das colbnias;
Acinos das glandulas salivares de reprodutores primarios de Cornitermes cumulans
mostraram dois tipos de células centrais secretoras (tipo | e I1) no inicio da formacéao
das coldnias;

Os reprodutores primarios de Coptotermes gestroi mostraram um polietismo etario

quanto ao desenvolvimento das glandulas salivares.



