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RESUMO
A casta operaria dos cupins é responsavel por diferentes tarefas, como escavagao
de tuneis, construgcado de ninhos, coleta de alimento, cuidado com individuos jovens
e alimentagdo das castas dependentes, entre outras. O uso das antenas, érgédo com
muitas estruturas sensoriais, € muito importante na comunicagdo e percepg¢ao do
ambiente para a realizagdo dessas tarefas. A dindmica de escavacado dos tuneis
ainda €& pouco conhecida em Cornitermes cumulans, espécie construtora de
monticulo, comum no sudeste do Brasil. Deste modo, o presente trabalho avaliou os
efeitos da ablacdo (seccdo) de antenas sobre a atividade de tunelamento dessa
espécie. Assim, foram realizados dois bioensaios prévios com 23 operarios e 2
soldados, sendo que no primeiro, todos os 23 operarios sofreram ablagao total de
ambas antenas e no segundo sO ocorreu ablacdo total unilateral, com remocéo da
antena direita. Nos controles, de ambos os bioensaios, as antenas dos operarios
permaneceram intactas. Apds duas repeticbes dos experimentos, em ambos
bioensaios, que nao resultaram em escavacao de tuneis pelos cupins, optou-se pela
realizagcao dos bioensaios 3 e 4. No bioensaio 3, houve ablagcdo parcial da antena
direita dos operarios, enquanto no bioensaio 4, ocorreu a ablagao parcial das duas
antenas desses individuos. Estes bioensaios, por sua vez, tiveram 5 repeticdes e 5
grupos controle (sem nenhum tipo de ablagao), sendo que em cada grupo havia 23
operarios e 2 soldados, e as observagdes e registros fotograficos ocorreram apos
24h e 48h. A partir desses registros, foi analisada a presenga de tuneis, a
classificagdo dos mesmos em primarios e secundarios, além da avaliacdo dos
didametros minimos e maximos e comprimento de cada um. Foram confeccionadas
laminas, de montagem total da antena, para a analise de estruturas sensoriais
presentes nesses apéndices em operarios, com o uso do corante violeta cristal. Os
resultados obtidos mostraram que em nenhum bioensaio ocorreu o tunelamento,
apenas em grupos controles ocorreram tuneis primarios e secundarios. A ablacao
retirou grande parte das sensilas quimiorreceptoras, localizadas majoritariamente na
parte distal da antena, responsaveis pelo reconhecimento do ambiente e

comunicacao dos individuos, o que pode ter resultado na auséncia de tunelamento.

Palavras-chave: sensilas, tunelamento, térmita, comunica¢ao quimica.



ABSTRACT
The worker caste of termites is responsible for various tasks, such as tunnel
excavation, nest construction, food collection, caring for immature individuals,
feeding the dependent castes, among others. The use of antennae, appendages with
many sensory receptors, is crucial for communication and environment perception
when performing these tasks. The dynamics of tunnel excavation are still poorly
understood in Cornitermes cumulans, a mound-building species common in
southeastern Brazil. Thus, this study evaluated the effects of antennal ablation
(sectioning) on the tunneling activity by workers of this species. Two preliminary
bioassays were conducted with 23 workers and 2 soldiers each. In the first bioassay,
all 23 workers underwent total ablation of both antennae, while in the second, only
unilateral total ablation occurred, with the removal of the right antenna. The antennae
of the workers remained intact in the controls. After two replications for each
bioassay, which did not result in tunnel excavation by workers, bioassays 3 and 4
were conducted. In bioassay 3, there was partial ablation of the right antenna of the
workers, while in bioassay 4, partial ablation of both antennae of these individuals
occurred. These bioassays, in turn, had 5 replications with respective control groups
(with no ablation of any kind), using 23 workers and 2 soldiers in each group.
Observations and photographic records were made after 24h and 48h. Based on
these records, the presence of tunnels was analyzed, and they were classified as
primary and secondary in addition to evaluating their minimum and maximum
diameters and length. Histological slides were used for the total mounting of the
worker antennae, stained with crystal violet, aiming to identify sensory structures
present in this organ worker. The results obtained showed that tunneling did not
occur in any experimental group, whereas only primary and secondary tunnels
occurred in control groups. Ablation removed a large portion of the chemoreceptor
sensilla, located mainly in the distal part of the antenna. Since these receptors are
responsible for environmental recognition and communication among individuals,
their removal might have affected these interactions, resulting in the absence of

tunneling.

Key-words: sensillae, tunneling, termite, chemical communication.
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1 INTRODUGAO GERAL

Cupins ou térmitas, sdo insetos sociais com colonias predominantes em
regides tropicais e subtropicais (Eggleton, 2000). O grupo pertence atualmente a
ordem Blattaria, infraordem Isoptera, seguindo a classificagdo de Krishna et al.
(2013). Além disso, atualmente aceita-se que existem 9 viventes familias dentro
deste grupo: Mastotermitidae, Hodotermitidae, Archotermopsidae, Stolotermitidae,
Kalotermitidae, Stylotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae
(Krishna et al., 2013).

Os Isopteras sédo considerados eussociais, ou seja, os individuos tém uma
relacdo de divisdo de castas, seguindo uma divisdo reprodutiva de trabalho, além de
sobreposicao de geragdes dentro de uma mesma sociedade (Engel; Grimaldi;
Krishna, 2009). As castas apresentam morfologia especifica, que capacita estes
individuos a desenvolverem determinadas tarefas com eficiéncia. Entre os individuos
reprodutores estdo o casal real, rei e rainha, que fundam os ninhos e permanecem
neles durante toda a vida da colonia (Costa-Leonardo, 2002). Soldados séao
individuos que tém morfologia especializada para a defesa, tais como cabecga e
mandibulas fortemente esclerotizadas, contudo, sdo incapazes de se alimentarem
sozinhos. Os operarios sao responsaveis pela maioria das tarefas nas colbnias,
entre elas a coleta e processamento do alimento, construgdo do ninho e tuneis, além
da alimentacdo das outras castas e individuos jovens (Grassé, 1982; Eggleton,
2011).

A dieta dos cupins pode ser bastante variada, sendo que eles se alimentam
de material vegetal em decomposi¢cdo, gramineas, plantas herbaceas, fungos e
hiamus (Lima e Costa-Leonardo, 2007). Por possuirem essa dieta variada e
diferentes habitos ecoldgicos, os cupins chamam atengao tanto pela ciclagem de
nutrientes no ecossistema quanto pelos danos estruturais de constru¢ées humanas

e a agricultura (Cameron et al., 2012).

1.1 Comunicagao entre cupins

A comunicagdo pode ser definida como um processo que envolve a

transmissao de sinais (Nascimento e Sant‘ana, 2001). De acordo com Tegoni et al.



10

(2004), os insetos constituem o grupo que mais utiliza odores para desempenhar
funcdes vitais, como acasalamento, entre outras atividades. Contudo, nos insetos
sociais, a comunicagao quimica € que mantém a coesao e 0 sucesso da sociedade
e essa comunicagéo é feita por meio de feromdnios (Costa-Leonardo et al. 2009).

Segundo Vilela e Della Lucia (1987), a comunicagao dos insetos por meio de
feromonios é controlada por fatores fisioldgicos e do ambiente no qual o inseto vive.
Além disso, diversos fatores fisioldgicos podem agir simultaneamente, determinando
a ocorréncia, producao e a liberacdo de um dado feroménio, bem como a resposta
do individuo a estes compostos quimicos. Feroménios sdo em geral, substancias
constituidas por diferentes compostos, que formam um rastro de odor e com
diferentes concentragcbes dos diversos componentes que o integram. Essas
substancias tém diferentes volatilidades, o que permite a emissdo mensagens
complexas, veiculando diferentes informagdes ao mesmo tempo. (Vilela e Della
Lucia, 2001).

De acordo com Costa-Leonardo e Haifig (2014), a comunicagdo quimica € o
tipo de comunicagdo mais importante para os cupins, e pode envolver estimulos
olfativos ou gustativos. Uma grande variedade de produtos quimicos pode atuar
como feromdnios na comunicagao interespecifica e quase todas as atividades
sociais dos cupins requerem uma ou mais substancias quimicas para comunicagao
entre individuos. Além disso, ocorre comunicacgao indireta durante as atividades de
construcdo através de um mecanismo auto-organizado no qual a informacédo que
provoca o comportamento dos cupins vem de mudangas no ambiente e ndo requer
contato direto entre individuos.

A antena é um apéndice cefalico fundamental para a captacdo desses sinais
quimicos e portanto para a comunicagdo entre os individuos da sociedade de
cupins. De acordo com Costa-Leonardo e Soares (1997), a antena é composta por
trés partes principais: escapo, pedicelo e flagelo (Figura 1). O escapo € a regiao
mais proximal da cabega do inseto, geralmente mais alongado que os demais
segmentos antenais, o pedicelo atua como uma conexao entre o escapo e o flagelo,
o qual constitui a regido do restante da antena, mais distal a cabecga (Yanagawa et
al., 2009).
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Figura 1 - Micrografias de antenas em microscopia eletronica de varredura.

1) Antena de um operario de Serritermes serrifer. Barra = 100 ym. 2) Vista dorsal da cabega
de um soldado de Heterotermes tenuis mostrando as antenas. Barra = 50 ym. 3) Escapo e
pedicelo de soldado de Serritermes serrifer. Barra = 25 ym. As setas indicam sensilas
campaniformes. f = flagelo, | = labro, m = mandibula, p = pedicelo, s = escapo, * = cuticula.
Fonte: Adaptado de Costa-Leonardo e Soares (1997).

As antenas dos cupins apresentam estruturas sensoriais que captam essas
pistas quimicas, ja que operarios e soldados sdao cegos. Assim, a presenga de
receptores sensoriais € extremamente importante para a orientagdo e comunicagao
nesses insetos (Costa-Leonardo e Soares, 1997), inclusive durante as atividades de

forrageamento. Esses 6rgaos sensoriais sdo chamados de sensilas, podendo ser
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classificadas em tricoides, basicénicas, celocOnicas, campaniformes e quéticas
(Schneider, 1964; Richard, 1969; Yanagawa et al., 2009). As sensilas tricoides séo
pelos sensoriais, que podem ser ocos ou nao, com o comprimento variado e com
didmetro que diminui gradativamente, enquanto as sensilas basicdnicas tém uma
forma cbnica e apresentam didmetro na maior parte inalterado. Os tipos sem
perfuragdo podem ser mecanorreceptores, ou seja, conseguem informagdes por
meio de agdes mecanicas (Schneider, 1964; Richard, 1969), mas as sensilas
perfuradas sao sensilas quimiorreceptoras que sao estimuladas por substancias
quimicas, como os feroménios (Vilela e Della Lucia, 1987). Ja as sensilas
campaniformes sido arredondadas e tem um formato de cupula, com fungao
mecanorreceptora (Schneider, 1964; Richard, 1969). As sensilas quéticas sao mais
finas em sua porgdo mais distal, sem poro terminal, geralmente pequenas e
retilineas (Yanagawa et al., 2009). Por fim, as sensilas celocénicas sdo pequenas
depressdes circulares com algumas cuticulas em seu entorno (Gémez e Carrasco,
2008).

1.2 Construgao e escavacao de tuneis em cupins

A construgdo de tuneis tem sido bem estudada nos cupins subterréneos da
familia Rhinotermitidae, onde essas estruturas sdo produzidas por uma rotacéo de
operarios escavadores que se deslocam em direcdo ao fim do tunel para remover o
solo com suas pecgas bucais, e depois retornam com ele e o depositam nas paredes
de tuneis ou em espacos abertos (Bardunias e Su, 2009a). Esses operarios
escavadores orientam a direcdo dos tuneis gerando um vetor através da integragao
do caminho, que se afasta da origem do tunel (Bardunias e Su, 2009b) e depois
volta para o ponto de origem (Collett et al., 1998). Os operarios escavadores
removem o solo e a diregao dos tuneis resulta do acaso (Bardunias e Su 2009b).

Cupins subterraneos da familia Rhinotermitidae escavam uma rede de tuneis
e galerias em busca de alimento. O forrageamento desses cupins é coordenado pelo
feromonio de trilha que é depositado quando os operarios pressionam o abdémen
contra o substrato e liberam a secregao da glandula esternal. Durante a busca por

novas fontes alimentares, os cupins estabelecem trilhas de exploracdo e quando os
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operarios exploradores escavam tuneis eles se movimentam em curvas € movem
constantemente as cabegas e antenas (Reinhard e Kaib 2001). Assim, a escavagao
de novos tuneis € realizada por cupins que varrem repetidamente a ponta do tunel
com suas antenas. Desse modo, os cupins escavadores tém interacao tatil direta
com as paredes do tunel e entre si (Bardunias e Su 2010).

A topologia das redes de tuneis pode ser caracterizada em termos de angulos
de ramificagdo e taxa de ramificacdo. Quando os cupins encontram depressdes nas
paredes dos tuneis, eles podem escavar o solo da depressao, o que pode resultar
na formacao de novos ramos, ou podem depositar solo previamente escavado de
outro lugar, o que pode preencher a depresséo. Assim, a probabilidade de formagao
de uma nova ramificagao é determinada pelo equilibrio entre a chegada do solo e o
preenchimento do vazio e o solo sendo escavado para aumentar o tunel (Bardunias
e Su, 2009a). Os elementos basicos do sistema de escavagao/deposicéo e feedback
entre os dois podem ter sido selecionados durante a evolugédo para otimizar a rede
de tuneis e, assim, manter o equilibrio custo/beneficio da alimentagao.

As antenas, como mencionadas anteriormente, possuem um papel
fundamental na percepcao do ambiente e da comunicagcdo entre cupins, incluindo
também o processo de escavagao de tuneis. Um estudo feito por Bardunias e Su
(2010), mostrou que a ablacado (secgao) de antenas em Coptotermes interfere no
processo de escavacao de tuneis, pois os individuos do ninho tateiam as camaras e
tuneis para guiar o tunelamento e manter uma comunicagéo efetiva, podendo se
aplicar a outras espécies.

Algumas espécies de cupins pertencentes as familias Rhinotermitidae e
Termitidae, constroem ninhos com diversas partes interligadas por meio de tuneis,
formando tuneis compostos (Noirot, 1970). Uma das estratégias para a formagéao
destes tipos de tuneis nos ninhos, € encontrada na espécie Cornitermes cumulans,
onde os individuos marcam os locais com fezes para a formacédo de novos tuneis
(Torales, 1982).
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1.3 Biologia de Cornitermes cumulans

A espécie utilizada no presente estudo foi Cornitermes cumulans (Kollar,
1832). S&o cupins endémicos da regido Neotropical e pertencentes a familia
Termitidae, subfamilia Syntermitinae, que constroem ninhos em monticulos em areas
urbanas e pastagens, sendo muitas vezes, considerado uma praga estética
(Costa-Leonardo, 2002; Cosarinsky, 2011). Os seus ninhos tém uma base com a
presenca de buracos para a aeragao, sendo que em sua fase final de crescimento
apresenta uma porgao parcialmente emergida do solo e outra totalmente
subterranea (Costa-Leonardo, 2002). Além disso, a superficie mais externa é
extremamente dura, constituida principalmente de solo, e a mais interna, mais
escura e mole, composta por matéria organica associada ao solo (Costa-Leonardo,
2002).

Essa espécie se alimenta principalmente de folhas e raizes mortas de
gramineas, por isso alguns autores a consideram pragas de pastagens (Torales,
1982; Costa-Leonardo, 2005), e constréi uma rede de tuneis ao redor do ninho para
encontrar os recursos alimentares. Apesar de ser uma das espécies mais comuns
na regidao sudeste do Brasil, pouco se sabe sobre a construgdo de tuneis e os

passos envolvidos no processo (Torales, 1982; Jost et al., 2012).

2 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral esclarecer a influéncia da ablacao total e
parcial das antenas no tunelamento do cupim Cornitermes cumulans, utilizando
arenas bidimensionais preenchidas com areia umedecida. A hipotese inicial era de
que a ablagao parcial ou total das antenas em operarios resultaria em um efeito
negativo na comunicagao entre eles e na percepg¢ao do substrato, comprometendo a
escavagao de tuneis. Isso ocorreria pois as antenas possuem diversos quimio e
mecanorreceptores, responsaveis por mediar a comunicagao entre castas e a

percepg¢ao do ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cupins

Dois ninhos de Cornitermes cumulans foram coletados no Campus da Unesp
em Rio Claro, SP, Brasil (22° 24’ 43.9” S; 47° 36 34.0” W) respectivamente nos dias
18 de abril de 2023 e 24 de julho do mesmo ano. Em seguida, os ninhos foram
transferidos e mantidos em caixas plasticas, em sala climatizada, com auséncia de

luz, e temperatura de 25 °C £ 1. A origem dos individuos esta disposta na Tabela 1:

Tabela 1 - Origem dos cupins presentes no estudo em relacdo aos seus ninhos.

Ninho Operarios Soldados

1 276 24
2 184 16
Total 460 40

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos experimentos foram utilizados 460 operarios e 40 soldados, sendo 276
operarios e 24 soldados provenientes do Ninho 1 e o restante do Ninho 2.

Houve a necessidade de coleta do segundo ninho depois do primeiro, pois
depois de alguns meses, ja ndo haviam mais soldados e operarios viaveis do Ninho
1 para a continuidade do estudo. Assim, o Ninho 2 foi coletado em um local préximo
do Ninho 1, sendo que foi transportado e mantido com as mesmas condi¢cdes que o
anterior.

Quando necessario, o ninho foi aberto com o uso de martelo e forméo,
processo que reduz o mesmo em pequenas porgdes para que, posteriormente,

operarios e soldados fossem coletados com o uso de pingas de ponta mole.

3.2 Ablacao das antenas

Depois de coletados, os individuos eram triados para que apenas 0s cupins
saudaveis e com todas as estruturas corporais intactas sofressem a ablagao das
antenas. Assim, apenas operarios foram resfriados a 4°C por 2 a 4 minutos, com o

intuito de diminuir o movimento e limitar a perda de hemolinfa desses insetos.
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Os insetos foram manipulados sob a lupa Zeiss Discovery v8 para realizagao
da ablacdo das antenas. Para a ablag&o parcial, além das pingas entomoldgicas de
ponta dura para imobilizar o inseto, utilizou-se também uma tesoura de disseccao
para a seccdo da antena pela metade de seu comprimento total. Para a ablacao
total, foram utilizados os mesmos instrumentos, mas ocorreu uma sec¢ao da antena
inteira. O processo de ablagdo das antenas dos operarios envolveu apenas uma
antena ou duas, dependendo do bioensaio em questio.

Apds esse processo, os operarios foram aclimatados e permaneceram no
recipiente de soltura por cerca de 30 minutos, antes da adigdo de soldados ao
mesmo grupo. Por fim, os cupins foram soltos pela conexdo entre as arenas

bidimensionais e o recipiente plastico que continha os insetos (camara de soltura).

3.3 Bioensaios para observagao do comportamento de tunelamento

Para os bioensaios, foram utilizadas arenas bidimensionais (Arab &
Costa-Leonardo, 2005; Chouvenc et al., 2011) compostas por duas placas de vidro
(830cm x 30cm x 0,4cm) separadas por uma moldura de vidro (30cm x 2,5cm X
0,2cm). As arenas foram dispostas horizontalmente, sendo que no meio da placa
superior foi aberto um orificio. Nesse orificio, foi colocado um recipiente plastico de
80 mL (recipiente de soltura), local onde os grupos de cupins foram postos para
serem soltos nas arenas (Figura 2). O orificio no meio da placa foi denominado

camara inicial.

Figura 2 - Arena de vidro e recipiente de soltura dos cupins para realizagdo dos
bioensaios de tunelamento.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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No espaco existente entre as placas de vidro (altura de 0,2 cm) foi colocada
uma matriz com umidade de 85%, composta de areia esterilizada e agua destilada.
A areia utilizada foi esterilizada em estufa, e depois misturada a agua destilada para
que atingisse a umidade desejada. Apos a colocacdo da matriz entre as placas de
vidro, foi deixada uma area central sem a mesma, para o encaixe do pote de soltura,
ou seja, a denominada camara inicial.

Na presente pesquisa foram realizados dois bioensaios prévios com 23
operarios e 2 soldados, sendo que no bioensaio 1, todos os 23 operarios sofreram
ablacao total de ambas antenas e no bioensaio 2 s6 ocorreu ablacao total unilateral,
com remogao da antena direita. Nos controles, de ambos os bioensaios, as antenas
dos 23 operarios permaneceram intactas. Apos duas repeticbes dos experimentos,
em ambos bioensaios, que nao resultaram em escavagédo de tuneis pelos cupins,
optou-se pela realizagao dos bioensaios 3 e 4.

Assim, neste estudo foram realizados mais 2 bioensaios com 2 diferentes
grupos experimentais: no bioensaio 3, houve ablagédo parcial da antena direita dos
operarios, enquanto no bioensaio 4, houve ablagio parcial das duas antenas desses
individuos. Ou seja, a parte distal do flagelo das antenas foi seccionada. Cada
bioensaio compreendeu cinco repeticdes experimentais e cinco controles (operarios
sem qualquer tipo de ablagdo das antenas), sendo que em cada unidade
experimental foram utilizados 23 operarios e 2 soldados, provenientes do mesmo
ninho.

Posteriormente, os grupos (23 operarios e 2 soldados de cada repeti¢cao)
foram soltos com a ajuda do recipiente de soltura na camara inicial, e em seguida,
as extremidades das placas de vidro foram fechadas com prendedores de fichario
grandes.

Para cada repeticdo, foi realizado um registro fotografico da arena de
tunelamento com uma camera digital no periodo exato de 24h e 48h apds a
montagem de cada experimento. Para cada fotografia, uma régua foi posicionada ao

lado das placas de vidro (arenas) como referéncia de escala.
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3.4 Montagem total das antenas

Alguns operarios do ninho 1 foram fixados em FAA (alcool absoluto, acido
acético glacial, formaldeido 40%, 3:1:1). As antenas desses operarios foram
seccionadas e coradas com uma solugédo de violeta cristal, segundo a técnica de
Slifer (1960) com o objetivo de identificar e localizar os diferentes tipos de sensilas
com poros presentes na referida estrutura. Posteriormente, as antenas foram
mantidas no corante por cerca de 25 minutos, lavadas em agua destilada e
posicionadas em lamina histolégica, coberta por uma laminula. As antenas foram
observadas e documentadas em fotomicroscopio Leica ICC150, com auxilio do

software LAS v4.0 para o registro fotografico.

3.5 Processamento de dados

No presente estudo foi avaliado o numero e o comprimento dos tuneis
formados no grupo controle, sendo esses classificados em primarios, secundarios,
terciarios e quaternarios, de acordo com Arab e Costa-Leonardo (2005). Além disso,
foram medidos os didmetros minimos e maximos, assim como 0os comprimentos dos
tuneis, com o auxilio do Programa Imaged (http://imagej.nih.gov/ij/), utilizando a
ferramenta “straight line” para os didmetros e “free hand” para o comprimento. Apés
realizagdo de todas as medidas, foi calculada uma média e respectivo desvio

padrao.

4 RESULTADOS
4.1 Bioensaios para observagao do tunelamento
4.1.1 Bioensaios 1 e 2

Em ambos bioensaios os cupins nao tunelaram, permanecendo no centro das
arenas de tunelamento nas duas repeticbes (Figuras 3 e 4). Verificou-se que
qualquer alteragdo na matriz de areia umedecida foi decorrente da locomogao

erratica dos individuos.
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Apesar da sobrevivéncia, os cupins ndo apresentaram nenhum vestigio de
tunelamento apos 24h (Tabela 2), permanecendo desorientados. Contudo, apds 48 h

de experimento, essa sobrevivéncia diminuiu (ver item 4.1.2 Bioensaios 3 e 4).

Figura 3 - Unidade experimental do bioensaio 1 (ablagao total das duas antenas)
com observagao apos 24h.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Unidade experimental do bioensaio 2 (ablagao total da antena direita)
com observagao apos 24h.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.2 Bioensaios 3 e 4

Os resultados também mostram que nos dois bioensaios onde ocorreu o
processo de ablagdo parcial das antenas (de uma ou duas) os cupins nao
escavaram nenhum tunel, permanecendo apenas na camara inicial do teste (Figuras
5 e 6). Além disso as pequenas alteragdes na matriz de areia umedecida das arenas
experimentais, aconteceram também relacionadas a locomogao erratica, e ndo ao
processo de escavagao propriamente dito. Apesar de n&o ter ocorrido escavagao na
matriz de areia, os cupins se movimentavam por toda a camara inicial, ou seja,

centro e periferia.

Figura 5: Exemplar do grupo experimental 3 (ablagao parcial da antena direita) apos
24h de montagem do exerimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6: Exemplar do grupo experimental 4 (ablagao parcial da ambas as antenas)
apos 24h de montagem do experimnto.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Tabela 2 mostra a sobrevivéncia dos operarios e soldados e deve ser
notado que em todos os bioensaios, apos 24 horas, a maioria dos cupins estava
viva, sendo que eles marcaram a arena com fezes, contudo, eles ndo conseguiram

escavar tuneis.

Tabela 2 - Sobrevivéncia dos individuos nos Bioensaios de 1 a 4.

Ndamero de Individuos Sobreviventes
Bioensaio Réplica (Operario + Soldado)
Apds 24h Apos 48h
a 22+2 14 +2
| b 16 +2 15 + 1
a 18 +2 16 + 2
2
b 21+2 15 + 1
a 21+2 18 + 2
b 20 +1 15 + 1
3 c 17 +2 17 +2
d 16 + 2 14 + 2
e 22+2 17 + 2
a 21 +1 16 + 0
b 19 + 2 18 + 2
4 c 14 +2 11+ 1
d 19+ 2 17 + 2
e 22+2 18 +2

OP = operarios. S = soldados. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.3 Caracterizagdo dos tuneis dos bioensaios

Em nenhum grupo controle dos bioensaios 3 e 4 ocorreram tuneis terciarios
seguindo a descrigao de Arab e Costa-Leonardo (2005), apenas tuneis primarios e
secundarios (Figura 7). Nas primeiras 24h, o numero de tuneis primarios dos grupos

controle dos bioensaios 3 e 4 variou de 1 a 4, enquanto os tuneis secundarios
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variaram de 0 a 1. Depois de 48h a quantidade de tuneis primarios permaneceu de 1
a 4, mas o de secundarios variou de 0 a 2. As medidas dos didmetros e o

comprimento dos tuneis escavados estao dispostas nas Tabelas 3 e 4.

upos controle

Figura 7: Identificacado de tuneis primarios e secundarios em gr

24h|B

A: Escavacéao de tuneis em um grupo controle do bioensaio 4 apds 24h, com a presenca de
2 tuneis primarios de grande extensdo. B: Grupo controle do bioensaio 3 apds 24h,
mostrando que depois da bifurcacdo, os tuneis deixam de ser um primario, tornando-se 2
secundarios. C: Grupo controle do bioensaio 3 apds 48h, apresentando 2 tdneis
secundarios. D: Grupo controle do bioensaio 3 apds 48h, indicando o avangco em
comprimento na escavacgao dos tuneis. As pontas de seta indicam a camara de soltura. 1 =
tunel primario. 2 = tunel secundario. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 3: Caracteristicas morfométricas de tuneis primarios e secundarios do
experimento 3 apoés 24 e 48h.

24 h 48 h
Identificagao
Grupo dos tuneis Diametro Diametro | Comprimento | Diametro Diametro | Comprimento
minimo (mm) | maximo (mm) (cm) minimo (mm) | maximo (mm) (cm)

Primarios |2,512+0,353 4,544 + 1,268 9,942 +5,927 2,787 +0,667 5,111 + 1,541 12,546 £
Controle 7,642

Secundérios | 2,346 £0,332 3,64 +0,605 4,343 +0,955 3,166 +0,546 4,892+ 1,012 4,536 + 0,699

Ablagao parcial Primarios - - - - - -
da antena
direita

Secundarios - - - - - -
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Experimento com a ablagdo parcial da antena direita. Médias dos didmetros sdo dados
como mm x DP e médias de comprimento sdo dadas em cm = DP. Fonte: Elaborado pelo
autor.

Tabela 4: Caracteristicas morfométricas de tuneis primarios e secundarios do
experimento 4 apos 24 e 48h.

24 h 48 h
Identificagdo
Grupo dos tineis Diametro Diametro | Comprimento | Diametro Diametro | Comprimento
minimo (mm) | maximo (mm) (cm) minimo (mm) | maximo (mm) (cm)
11,016 £ 16,574 +
Primarios | 2,588 + 0,703 5,178 + 1,532 016 2,437 £ 0,743 5,801 £ 1,244 6.5
Controle 4,882 8,018
Secundarios 1,86 4,31 3,55 1,76 £ 0,383 3,742+ 1,294 3,147 £ 0,731 |
Ablagao parcial Primarios - - - - - - |
de duas
antenas Secundarios - - - - - -

Experimento com a ablagdo parcial das duas antenas. Médias dos didmetros sdo dados
como mm = DP e médias de comprimento s&do dadas em cm + DP. Fonte: Elaborado pelo
autor.

4.2 Analise das antenas

Foi observado que o numero de segmentos antenais, ou seja, a soma dos
segmentos do flagelo com o pedicelo e escapo, registrado nos operarios de
Cornitermes cumulans variou de 14 a 15 (Figura 8). A montagem das laminas
também evidenciou a presenga de alguns O6rgdos sensoriais, mas com uma

concentragao de corante na porgao onde a antena foi seccionada.

Figura 8: Antena de Cornitermes cumulans sob microscopia 6ptica.
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L

Destaque para os segmentos antenais. E: Escapo. P: Pedicelo. F1-F13: Segmentos
flagelares. Barra = 500um Fonte: Elaborado pelo autor.

Com maior ampliacao, foi possivel observar que o corante violeta cristal corou

as sensilas de maneira marcante, principalmente as quimiorreceptoras (Figura 9).
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Deu-se destaque para as sensilas tricoides, basicénicas, celocdnicas e quéticas pois
eram visiveis sob microscopia éptica e eram de interesse do presente estudo.

Figura 9: Detalhes de sensilas em segmentos flagelares de antena em operario de
Cornitermes cumulans.

A) Destaque de um segmento flagelar da antena, onde as pontas de seta indicam sensilas
celoconicas. Barra = 50um. B) Destaque de outro segmento flagelar da antena com a
presenca de diferentes tipos de sensila, onde: st = sensila tricoide; sb = sensila basiconica;
sq = sensila quética. Barra = 50um. Fonte: Elaborado pelo autor.

‘._j..u

A classificagao de cada tipo de sensila varia muito conforme o autor e por isso
optou-se pela identificagcdo de sensilas quimiorreceptoras segundo Cruz-Landim
(2009). O corante violeta cristal permitiu a visualizagado de poros e de uma espécie
de tubo no interior das sensilas, que € de interesse do estudo, e que demonstra o
carater quimiorreceptor das sensilas tricoides, quéticas, basiconicas e celoconicas.
Com a observacdo da antena sob microscopio Optico, percebeu-se que a
distribuicdo de sensilas varia conforme o segmento de antena. Assim, os resultados
mostram que existem mais sensilas quimiorreceptoras nas porgdes distais do flagelo

das antenas dos operarios, do que nas proximais, junto da cabeca.

5 DISCUSSAO

No presente estudo foi adaptada a metodologia de Arab e Costa-Leonardo
(2005) e Chouvenc et al. (2011) no uso de arenas bidimensionais de vidro, o que
permite uma boa visualizagdo das atividades dos cupins em laboratério. Dessa
forma, foi observada a escavacao de tuneis ou a auséncia dos mesmos, nas arenas

utilizadas com Cornitermes cumulans. Campora e Grace (2009) relataram que o uso
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de arenas artificiais € um dos melhores métodos para a observacéo de tunelamento
em espécies de cupins subterraneos.

Os cupins subterrdneos mostram uma intensa escavacdo de tuneis,
dependendo do equilibrio entre forrageamento, comunicagdo entre os individuos,
alimentacao, entre outros (Bardunias e Su, 2009a). Por serem animais com um
modo de vida criptico, a comunicagdo quimica e mecanica tem uma importancia
muito significativa (Costa-Leonardo, 2002). Isso implica uma ocorréncia de sensilas
mecano e quimiorreceptoras por todo o corpo, mas as antenas tém um destaque por
serem as principais vias de comunicagdo entre esses animais (Costa-Leonardo,
2002).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que operarios de
Cornitermes cumulans que sofreram ablacdo das antenas ndao escavaram nenhum
tunel, fosse essa ablacao parcial ou total de uma ou duas antenas. Esse fendmeno
nao acontece em decorréncia da mortalidade dos cupins, mas porque a percepgao
do ambiente e a comunicacdo entre os individuos foi prejudicada com a secg¢do das
antenas, eliminando porc¢des que contém muitas sensilas.

Bardunias e Su (2010a) em seu estudo, de maneira semelhante ao presente
trabalho, submeteram individuos de Coptotermes formosanus a uma ablacéo total
de uma antena para verificar a atividade de tunelamento. Porém o resultado do
estudo em questdo mostrou que os operarios sem uma antena ndo tiveram uma
mudanga significativa no tunelamento quando comparados com os individuos que
nao foram submetidos a ablacao.

Espécies subterrdneas fazem escavagao em grandes quantidades em busca
de alimento e para a expansao do ninho, portanto outros mecanismos podem estar
associados a esse processo além da comunicacdo por antenas. Lee e
colaboradores (2008) observaram que em Coptotermes formosanus, o processo de
tunelamento pode ser alterado por irregularidades no solo, podendo ser diferengas
de umidade ou composicdo do substrato. Ainda em C. formosanus, existe uma
divisdo de tarefas do tunelamento entre os operarios, com alguns individuos que
guiam a escavagao, por exemplo (Bardunias, Su e Yang, 2010). Porém cupins do

género Cornitermes sao construtores de monticulos e ndo subterrdneos como
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Coptotermes, o que pode implicar que os cupins do género Cornitermes podem ser
mais sensiveis a mutilacdo das antenas.

Ifere e colaboradores (2022) fizeram a ablagao de antenas de uma espécie de
grilo (Gryllus bimaculatus) para verificar a capacidade do animal de desviar de
obstaculos, e constataram que mesmo sem uma antena, nao existiu uma diferenga
significativa para o tempo e distdncia de resposta para algum objeto. Isso
demonstrou que para desviar de algum obstaculo, os grilos poderiam usar outros
0rgaos sensoriais, ndo apenas mecanorreceptores antenais. Porém, o presente
estudo mostrou que grande parte das sensilas de C. cumulans, esta presente nas
antenas, e por serem individuos sociais com divisdo de tarefas, a ablagao teve um
grande impacto em suas atividades, tendo um papel fundamental na percepg¢ao do
ambiente e consequentemente na escavacgao de tuneis.

A analise das antenas dos operarios de C. cumulans coradas com violeta
cristal mostrou que as sensilas quimiorreceptoras predominaram majoritariamente
na porcdo distal do flagelo. Sensilas quimiossensoriais com fungdo de
reconhecimento dos companheiros do ninho foram descritas nos segmentos
terminais da antena de Reticulitermes chinensis (Huang, 2012). A dificuldade em
reconhecer os companheiros de ninho poderia ser um dos provaveis motivos da falta
de escavacgao de tuneis em C. cumulans, que € uma atividade coletiva. Bardunias e
Su (2010b) demonstraram que durante todo o processo de tunelamento, cupins da
espécie C. formosanus tateiam o solo com a antena inteira para o reconhecimento
do substrato, mostrando a importancia do referido érgéo.

Quando foi realizada a seccdo de metade da antena, o inseto perdeu
justamente a por¢cdo mais utilizada para a manutengdo de parte de seu sistema
sensorial. Por este motivo, em todos os bioensaios, mesmo que com ablagdes
diferentes das antenas dos cupins, foi obtido o mesmo resultado. Apesar dos cupins
permanecerem vivos, nao conseguiram escavar tuneis por uma provavel falha na
comunicacao e percepgao correta do ambiente.

Os grupos controle por sua vez, que nao sofreram qualquer tipo de ablagao,
conseguiram tunelar e até formar tuneis secundarios. Porém, no presente
experimento ndo houve fornecimento de nenhum tipo de alimento e além disso, a

observacao foi respectivamente de 24h e 48h, o que poderia explicar a auséncia de
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tuneis terciarios ou quaternarios. Diferentemente, no estudo de Campora e Grace
(2009), que ofereceram alimento e utilizaram mais tempo de observacgao (7 dias), os
cupins conseguiram escavar tuneis quaternarios em condi¢oes laboratoriais.

Cupins utilizam antenas em diferentes intera¢des sociais (Bagnéres e Hanus,
2015), especialmente em espécies que exploram o ambiente aberto, caso de C.
cumulans, e desenvolveram uma comunicagdo quimica eficiente (Sillam-Dusseés et
al., 2023). A mutilacdo de antenas, portanto, altera ndo sé a percepgao do ambiente,
mas também a comunicagcdo entre companheiros de ninho, que coordenam
construgdes a partir da comunicagao entre si e das caracteristicas do substrato (Lee
et al., 2008; Jost et al., 2012).

6 CONSIDERAGOES FINAIS

As antenas apresentam diferentes estruturas cuticulares, as sensilas, que
abrigam diferentes tipos de neurbnios que conseguem perceber substancias
quimicas, umidade, temperatura e estimulos tateis. O processo de ablacdo impede o
processo de escavagao de tuneis, mas nao interferiu na sobrevivéncia dos mesmos.

A comunicagcdo quimica € essencial para que operarios de Cornitermes
cumulans consigam fazer escavagao de tuneis, e como foi observado, grande parte
das sensilas quimiorreceptoras estdo na parte mais distal da antena desses
individuos. Quando as antenas foram seccionadas, eliminou-se majoritariamente o
sistema sensorial dos insetos, 0 que ocasionou a auséncia de determinados
comportamentos, como o tunelamento.

Concluindo, sdo necessarios futuros estudos com C. cumulans com o objetivo
de identificar todas as variaveis que influenciam a escavacgao de tuneis na referida

espécie.
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