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RESUMO

O surgimento e a manutencdo da eussocialidade nos insetos € uma questdo que
intriga a ciéncia hd muito tempo. Por que e como um individuo renuncia ao seu sucesso
reprodutivo para auxiliar no sucesso reprodutivo de outros? Nos Gltimos anos, uma série
de estudos demonstraram que o surgimento e a manutencdo da eussocialidade em insetos
estdo ligados aos beneficios de se viver em grupo. A eussocialidade pode contribuir com
aumento na defesa, no forrageio e na sobrevivéncia em situacdes de estresse (privacdo de
alimento, infeccdo de patdgenos ou até mesmo envenenamento por inseticida). Embora
estudos tenham demonstrado os beneficios da vida em grupo, tais estudos foram
realizados apenas com operarios, sem levar em consideracdo o possivel o papel dos
soldados (ou seja, 0 contexto social). Sendo assim, o objetivo desta dissertacdo foi avaliar
o efeito da facilitacdo social (tamanho do grupo) e do contexto social (presenca de
soldados) na exposigédo de doses subletais do inseticida imidacloprido em Nasutitermes
corniger (Motschulsky) (Termitidae: Nasutitermitinae). Em geral, os resultados
demonstraram que a sobrevivéncia dos grupos de cupins aumenta linearmente com o
tamanho do grupo e que a presenca de soldados aumenta a sobrevivéncia apenas em

grupos expostos ao inseticida comparados com grupos sem soldados. Desta forma, o



presente trabalho mostra a importancia dos soldados de N. corniger na tolerancia ao
inseticida estudado, contribuindo para novas perspectivas no controle de N. corniger e

acrescentando uma nova funcéo a esta casta nas colonias de cupins.
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ABSTRACT

The emergence and maintenance of eusociality in insects is a question that has
intrigued scientists for a long time. Why and how does an individual give up its
reproductive success to help in the reproductive success of others? In the last few years,
a series of studies have been shown that the response to the emergence and maintenance
of eusociality in insects is related to the benefits of living in groups. The eusociality can
contributes to increase defense, foraging and survival in situations of stress (i.e.,
starvation, pathogen infection or even insecticide poisoning). Although several studies
have been demonstrated the benefits of living in group, such studies were performed only
with workers, without considering the possible role of soldiers (i.e., social context).
Therefore, the objective of dissertation was to evaluate the effect of social facilitation
(group size) and social context (presence of soldiers) on the exposure of sublethal doses
of the insecticide imidacloprid in Nasutitermes corniger (Motschulsky) (Termitidae:
Nasutitermitinae). In general, our results showed that the survival of termite groups
increases linearly with the size of the group and that the presence of soldiers increases
survival in groups exposed to the insecticide compared to groups without soldiers. Thus,

the present work shows the importance of N. corniger soldiers in insecticide tolerance,



contributing to new perspectives in the control of this group and adding a new function

of this caste in termites.

KEY WORDS: termite, applied ecology, soldier, survival, urban pest.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

Cupins: taxonomia e aspectos biol6gicos

Cupins sdo insetos eussociais pertencentes a ordem Blattodea, subordem
Termitoidea (Inward et al. 2007). Os estudos mais recentes registraram aproximadamente
3000 espécies de cupins que estdo distribuidas em nove familias (Krishna et al. 2013,
Constantino 2020), estando presentes em quase todos os ambientes terrestres (Grasse
1986, Krishna et al. 2013). Nos neotrdpicos sao conhecidas atualmente 615 espécies vivas
de cupins que se distribuem pelas familias Kalotermitidae, Rhinotermitidae,
Serritermitidae, Stolotermitidae e Termitidae (Constantino 2020). No Brasil, j& foram
catalogadas 349 espécies de cupins (Constantino 2020). No entanto, estima-se que este
valor esteja subestimado devido a baixa amostragem em algumas regides (Constantino &
Acioli 2006, Vasconcellos & Ernesto 2015).

Os cupins podem ser divididos em dois grandes grupos: (i) cupins
filogeneticamente basais (também chamados de ‘cupins primitivos’) e (ii) cupins
filogeneticamente derivados (ou ‘cupins superiores’) (Engel et al. 2009). Os cupins das
espécies filogeneticamente basais formam pequenas col6nias com sistema de castas
simples, no qual as castas possuem a capacidade de realizar mudas regressivas em
resposta as condicdes ecoldgicas (Noirot & Pasteels 1987, Engel et al. 2009). Por outro
lado, os cupins filogeneticamente derivados vivem em coldnias populosas e possuem um
sistema de castas bem definido (Engel et al. 2009). As castas em cupins sdo distintas
morfologicamente entre si, onde cada uma possui caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais que auxiliam no desenvolvimento das suas fungdes dentro

da coldnia (Krishna & Weesner 1969). Uma colénia de cupins é formada por castas
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reprodutivas (casal real) e estéreis (operarios e soldados). Os operarios representam a
casta mais numerosa dentro da colbnia e sdo responsaveis pela construcdo, reparo,
limpeza dos ninhos, assim como protecéo e cuidados com ovos e individuos jovens, além
da alimentacdo das demais castas (Grassé 1982).

Os soldados sdo morfofisiologicamente diferentes dos operarios e sdo responsaveis
principalmente pela protecdo da col6nia e dos operarios durante atividades de
forrageamento (Traniello 1981, Casarin et al. 2008, Almeida et al. 2016). Além de sua
funcdo primordial de defesa, os soldados, em grupos mais filogeneticamente derivados
(por exemplo: Nasutitermes), também sdo capazes de aumentar a eficiéncia de exploracao
e busca de recursos (Sacramento et al. 2020). E importante destacar que a casta defensiva
— soldados — surgiu de forma independente em diversas espécies eussociais (Hermann
1984) e apesar desta casta ter forte contribuicdo para defesa e sobrevivéncia de suas
col6nias, sua producdo esta ligada a altos custos e pode diminuir a producdo de operarios
(Rivera-Marchand et al. 2008). Dessa forma, a quantidade de soldados nas coldnias deve
alcancar uma propor¢do 6tima, de modo que ocorra a otimizacdo de suas funcdes de
acordo com as demandas defensivas do ambiente no qual a coldnia esta inserida (Ishikawa
& Miura 2012). Sendo assim, espera-se que a proporc¢do de soldados dentro das col6nias
de cupins varie de acordo com a espécie e as condicdes ecologicas. De fato, Harverty
(1977) demonstrou que a proporcdo de soldados em 112 espécies de cupins é variavel,
sendo a proporc¢do para o género Nasutitermes de aproximadamente 30% de soldados em
uma coldnia.

O casal reprodutor é formado pelo rei e pela rainha, que sdo responsaveis apenas
pela reproducdo (Krishna & Weenser 1969). Em algumas espécies, além dos reprodutores

primarios, estdo presentes também os ‘reprodutores secundarios’, que sdo individuos que



substituem os reprodutores primarios ap0s a sua morte ou senescéncia (Vargo &
Husseneder 2010).

O ciclo de vida da coldnia de cupim se inicia com a revoada dos novos reprodutores
(chamados de alados). Os alados, apds pousarem e perderem as asas, iniciam 0 processo
de coorte sexual, no qual a fémea libera feromonios sexuais que servem para a atracao do
macho. Ap0s a aceitacdo da fémea inicia a procura por um ambiente adequado para a
nidificacdo (Nutting 1969, Vasconcellos 2003). A copula ocorre somente ap0s encontrar
o local para nidificacdo e as primeiras posturas sdo realizadas dias ou semanas apos o
estabelecimento do ninho. No inicio da col6nia, é o casal reprodutor que alimenta os
imaturos (‘ninfas’) até se tornarem adultos. As primeiras geraces sdo geralmente
formadas apenas por operarios e posteriormente inicia a producdo de soldados (Eggleton
2010). Os individuos reprodutores sdo formados apenas quando a col6nia estd madura, 0
que geralmente ocorre quando a coldnia ja esta bem estabelecida e com alguns milhares
de individuos em col6nias de cupins derivados (Vasconcellos 2003)

Os ninhos de cupins (ou cupinzeiros) podem ser classificados de acordo com sua
caracteristica estrutural (Noirot 1970), sendo: (i) pega tnica (“one-piece” ou “single-
piece”), (ii) intermediario e (iii) separado (Abe 1987). Os ninhos do tipo “one-piece”
estdo presentes nas espécies de cupins filogeneticamente basais (por exemplo:
Termopsidae, Kalotermitidae e alguns Rhinotermitidae) (Noirot & Darlington 2000). No
ninho do tipo peca Unica, as caracteristicas de crescimento e longevidade da coldnia sdo
delimitadas pela peca de madeira escolhida no inicio da nidificacdo e ndo ha separacdo
entre o local de nidificacdo e o recurso. Nos ninhos de tipo intermediario, as colonias se
encontram tanto dentro do recurso como ao redor destes, sem uma separag¢ao bem definida
entre ninho e recurso. Esse tipo de ninho é comum na maioria das espécies de

Rhinotermitidae. Os ninhos do tipo separado estdo presentes em Termitidae e se



caracterizam pela separacdo total entre ninho e recurso. Os ninhos do tipo separado
podem ser encontrados em cima de arvores (arboricolas), acima (epigeos) ou abaixo do
solo (subterraneo ou hipdgeo) (Vasconcellos 2003).

O tipo de nidificacdo mais basal dos cupins consiste na colonizacdo de pecas de
madeira “one-piece”, que com o decorrer da evolugdo do grupo foi diferenciando a
posicao entre ninho e recurso (Abe 1987, Noirot & Darlington 2000). Essa distin¢ao entre
ninho e recurso se deve ao surgimento de uma casta de operario verdadeiro, inexistente
em cupins filogeneticamente basais, cuja fungdo ¢é realizada pelos “falsos operarios” (ou
“pseudergates”’). Os pseudergates foram definidos inicialmente como individuos capazes
de se desviar da rota direta (ovo — alado) através de mudas “regressivas” — sensu stricto
(Grassé & Noirot 1947); e posteriormente, como trabalhadores imaturos totipotentes
capazes de se diferenciar em outras castas — sensu lato — de acordo com a condicgédo
ecologica da colbnia (por exemplo, escassez de recurso) (Luscher 1952, Noirot & Pasteels
1987). A separacdo total entre ninho e recurso também desencadeou um aumento na
proporcao de soldados na colénia (Noirot & Darlignton, 2000, Sacramento et al. 2020).

Os cupins se alimentam de material a base de celulose em diferentes graus de
decomposicdo, como por exemplo materiais vegetais (Lee & Wood 1971, Lima & Costa-
Leonardo 2007) e compostos de origem animal (fezes e carcacas) (La Fage & Nutting
1978, Radek 1999). A digestdo ocorre principalmente por meio da associagdo com
microrganismos (protozoarios e bactérias) presentes no intestino dos cupins (Ibrahim &
Adebote 2012). No entanto, algumas espécies filogeneticamente derivadas (por exemplo,
Nasutitermes) ja sdo capazes de produzir enzimas sem o auxilio de microrganismos
(Warnecke et al. 2007, Lima et al. 2014). Entre os individuos da coldnia a alimentagdo
ocorre por meio de trofalaxia. A trofalaxia pode ocorrer de forma estomodeal (operarios

regurgitam o alimento na cavidade bucal do companheiro do ninho) ou proctodeal (o



companheiro do ninho se alimenta das excretas liberada pelo operario) (Nalepa 1994,

Grasse 1949).

Comunicacéo e comportamentos coletivos em cupins: papel na colénia

A transi¢ao da nidificacdo do tipo “pegas Unicas” para o tipo “separados” foi
acompanhada por uma série de adaptacdes que resultaram em um eficiente sistema de
comunicacdo e uma gama de comportamentos coletivos complexos (Bagnéres & Hanus
2015).

Os cupins sdo, em sua maioria, individuos cegos e possuem diferentes mecanismos
de comunicacdo que variam desde sinais acusticos até sinais quimicos (Costa-Leonardo
& Haifig 2010). Os sinais acusticos consistem em movimentos vibratdrios corporais que
podem ser longitudinais (sacudir), verticais (bater a cabeca nos tuneis e substratos do
ninho) ou ainda em zig-zag (Howse 1965). Os sinais acusticos sdo geralmente realizados
em resposta a um disturbio na coldnia; ao perceber o distrbio, o cupim pode executar
uma oscilacdo longitudinal e recuar, ao detectar outro individuo da colénia 0 mesmo
executa o zig-zag para empurrar o companheiro. Em ambas as situagdes, 0s cupins
recrutados (soldados em sua maioria) seguem até o local de disturbio (Bagneres & Hanus
2015). Os movimentos longitudinais tendem a ser mais basais; movimento de bater a
cabeca é exibido apenas por cupins filogeneticamente derivados e essa acao é realizada
quando ha fortes distirbios no ninho (Hertel et al. 2011). Além de informar sobre
distdrbios na colénia, os sinais vibratorios também podem informar sobre possiveis
infeccbes no ninho por patdgenos (Rosengaus et al. 1998), bem como a qualidade do
alimento (Evans et al. 2005), ou ainda sobre a presenca de competidores (Evans et al.

2009, Ferreira et al. 2018) e inquilinos (Cristaldo et al. 2016).



Os feromonios sdo os principais sinais utilizados pelos cupins, sendo estes
responsaveis por diferentes tarefas dentro da colénia (Costa-Leonardo & Haifig 2010,
Cristaldo 2018). Durante a defesa, os feromonios de alarme sdo essenciais e agem
auxiliando na coordenacdo e defesa da colénia (Ahmad et al. 2018). Invasbes e/ou
violacdes por predadores ao ninho desencadeiam a liberacdo dos feromonios de alarme,
0S quais recrutam os soldados para o ponto de distarbio e os operarios tendem a fugir do
local (Roisin et al. 1990, Costa-Leonardo & Haifig 2013). O feroménio de alarme é
secretado e liberado pela glandula frontal presente apenas na casta dos soldados (Costa-
Leonardo & Haifig 2013). Recentemente, Cristaldo et al. (2015) demonstraram que a
resposta ao feromdnio de alarme em cupins parece ser multimodal e que indica aos
companheiros do ninho sobre a gravidade da perturbacao na col6nia com a integracao dos
sinais acusticos com os sinais quimicos. Acredita-se que o surgimento do feroménio de
alarme apenas nos grupos com tipo de ninho separado esta relacionado com a pressédo de
predacdo e competicdo do forrageio fora do ninho (Cristaldo 2018).

O forrageamento dos cupins sempre se inicia com a deposicao dos feroménios de
trilha, os quais sdo responsaveis por estimular acdes de recrutamento e orientacdo em
busca das fontes de alimento (Hall & Traniello 1985, Costa-Leonardo 2008). Os
feromonios de trilha sdo secretados e liberados pela glandula esternal presente em
operarios e soldados. Os cupins filogeneticamente basais que nédo requerem este tipo de
mecanismo. Entretanto, podem utilizar compostos excretados pela glandula esternal na
colonizagdo de pecas de madeira proximas a sua col6nia (Bordereau & Pasteels 2011,
Cristaldo 2018). De acordo com Traniello & Leuthold (2000), os feromdnios de trilha
podem ter efeitos transitivos e persistentes durante o processo de forrageamento, sendo
estes responsaveis por diferentes fases organizacionais. O periodo de duracdo da trilha

serve como parametro para a caracterizagdo da fungédo que a mesma exerce (Bordereau &



Pasteels 2011). Em cupins filogeneticamente derivados, as estratégias de forrageamento
sdo mais complexas e as tarefas realizadas podem divergir de acordo com a idade do
operario (Watson & McMahan 1978).

Assim como em outros insetos sociais, 0 contato € em muitos casos essencial, como
no reconhecimento social, no qual os compostos epicuticulares (hidrocarbonetos
cuticulares) sdo reconhecidos por meio do contato pelas antenas (Ozaki et al. 2005,
Bagneres & Hanus 2015). Cada colénia possui um conjunto (‘blend’) de hidrocarbonetos
cuticulares especifico que varia de acordo com a casta e caracteristicas da coldnia
(alimentacdo, microbiota intestinal e fatores ambientais) (Dronnet et al. 2006, Ahmad et
al. 2018).

Os cupins possuem comportamentos coletivos gque auxiliam na manutencdo e
comunicacdo dos individuos dentro da colénia. O grooming ou limpeza, é considerado
um comportamento de defesa comportamental (Holldobler & Wilson 1990), podendo
auxiliar na remocdo de possiveis cargas microbianas parasitarias presentes (Eggleton
2010). O comportamento de limpeza pode ser divido em self-grooming (autolimpeza) e
allogrooming (limpeza que se realiza em um companheiro de ninho) (Holldobler &
Wilson 1990). Outro comportamento € a antenacao, que possui funcdo de reconhecimento,
possibilitando reconhecer os companheiros de ninho por meio dos hidrocarbonetos
cuticulares presentes na cuticula dos cupins (Ozaki et al. 2005, Bagnéres & Hanus 2015),
assim como conidios entomopatogénicos que possam estar presentes na estrutura
corporea do inseto (Yanagawa et al. 2009).

A trofalaxia permite a troca e compartilhamento de doses néo letais de patdgenos,
imunoproteinas (Traniello et al. 2002), como também podem transferir compostos toxicos
(Woodrow & Grace 2008). Os comportamentos agressivos podem ocorrer quando ndo ha

o0 reconhecimento de um companheiro de ninho (Bagnéres & Hanus 2015), e sua causa



possivelmente deriva das interferéncias quimicas, como inseticidas repelentes, que
afetam o reconhecimento ou até mesmo provocam a nao aceitacdo dos individuos
infectados (Bacci et al. 2015).

Outra estratégia adotada pelos insetos sociais € o comportamento de facilitacéo
social, bastante comum em cupins (Springhetti 1990). Diversos estudos demonstraram
este comportamento como um mecanismo de defesa que auxilia na sobrevivéncia dos
individuos da coldnia durante situacfes de stress, como por exemplo: escassez de
alimentos, doencas e envenenamento (Miramontes & De Souza 1996, Rosengaus et al.

1998, DeSouza et al. 2001, Santos et al. 2004).

Facilitacdo e contexto social

Os insetos sociais vivem em coldnias e os individuos estdo em contato direto
constantemente. Essas interacGes frequentes atreladas com as condi¢cdes demogréaficas
dos ninhos podem tornar os insetos sociais mais vulneraveis a transmissdo e a propagacao
das doencas sociais (Hamilton 1987, Schmid-Hempel 2011) e de contaminantes.
Entretanto, embora o contato social entre os individuos aumente a transmissdo de doencas
e contaminantes, estes insetos desenvolveram diversos comportamentos complexos (Gao
et al. 2011) que auxiliam na sobrevivéncia quando se deparam com situacdes de estresse
(Miramontes & De Souza 1996, Rosengaus et al. 1998, DeSouza et al. 2001, Santos et al.
2004), como por exemplo, a facilitacao social.

A facilitagdo social é definida como a formacdo de grupos nos quais os individuos
apresentam padrdes de comportamento comuns entre si e que sdo iniciados apés
identificar a presenca ou acdo de animais proximos ao ninho (Zajonc 1965, Clayton 1978,
Wilson 1980, DeCastro 1995). A facilitacdo social dependente de fatores externos para

que possa ser desencadeada (Wilson 1980, Miramontes & DeSouza 1996). Nos Gltimos



anos, varios estudos sobre os beneficios da facilitagdo em insetos sociais tém sido
publicados. Em abelhas, formigas e cupins, estudos mostram a relacdo entre a
sobrevivéncia e resisténcia de doencas (Rosengaus et al. 1998, Traniello et al. 2002,
Shimizu & Yamaji 2003, Yanagawa & Shimizu 2006, Ugelvig & Cremer 2007, Cremer
2007, Wilson-Rich et al. 2009, Rosengaus et al. 2010, Gao et al. 2011).

Os insetos eussociais desenvolveram defesas coletivas para auxiliar no combate a
doencas, parasitas e contaminantes como formas de imunidade social que podem ser
medidas tanto por mecanismos comportamentais quanto celulares (Wilson-Rich et al.
2009). Como formas de comportamento profilatico estdo grooming, catacao, evitacdo e
secrecdes glandulares. De acordo com Wilson-Rich et al. (2009), essas formas de
imunidade social — quaisquer mecanismos fisiolégico ou comportamental que auxiliem
nas defesas imunolodgicas sociais — podem ter seu custo aliviado por meio da facilitacdo
social. Fefferman et al. (2006) demonstraram que o allogrooming, apesar de facilitar a
transmissdo de patdgenos e/ou contaminantes, auxilia na reducdo de carga patogénica
entre os individuos expostos. Alguns estudos também demonstraram o grooming como
comportamento responsavel por aumentar a sobrevivéncia em grupos de cupins (Traniello
et al. 2002, Shimizu & Yamaji 2003, Yanagawa & Shimizu 2006).

Existem também estudos sobre as vantagens da facilitacdo social levando em
consideracdo a capacidade desses grupos de resistir e sobreviver quando em situacdes de
envenenamento (i.e., substancias toxicas). Em cupins, a facilitacdo social parece ser
responsavel pelo aumento do tempo de sobrevivéncia de operarios de Cornitermes
cumulans Kollar (Termitidae: Syntermitinae) submetidos a aplicacdo de inseticidas (ver
detalhes em DeSouza et al. 2001, Santos et al. 2004). Tais resultados podem ser efeito

dos comportamentos profilaticos (grooming e/ou trofalaxia) que diminuem a ac¢do na



fisiologia do inseto causada pela acdo dos toxicos (DeSouza et al. 2001, Santos et al.
2004, Santos et al. 2007).

Além da facilitacdo social, o “contexto social” também parece otimizar a
sobrevivéncia de grupos de insetos sociais. O contexto social pode ser definido como um
mecanismo em que a resposta observada (ou seja, comportamentos, sobrevivéncia, defesa,
etc.) é dependente do contexto no qual os individuos estdo inseridos (Bengston & Jandt
2017). O contexto social inclui a identidade dos individuos dentro do grupo (por ex. castas
[Ishikawa & Miura 2012], idade) e/ou caracteristicas bioticas (por ex. quantidade de
recurso, pressao de predacao, competicao) e abioticas (stress hidrico, baixas temperaturas,
etc.).

Ao ocorrerem mudancas nas proporcfes de castas dentro da colénia ou de
individuos com funcdes especificas dentro de uma col6nia, esses grupos exibem respostas
plasticas devido a essas alteracbes (Wilson 1971). Ishikawa & Miura (2012)
demonstraram, por exemplo, que ‘pseudargates ’ expostos a formigas predadoras exibiam
baixos niveis de agressividade guando seus grupos continham soldados. No entanto,
qguando os ‘pseudargates’ estavam na presenca apenas de neoténicos, 0s niveis de
agressividade se tornavam maiores.

Ao longo da evolucdo dos grupos de cupins — das espécies filogeneticamente basais
até as filogeneticamente derivadas — houve um aumento na proporc¢do de soldados e na
complexidade de comportamentos defensivos dessa casta. Embora, por muito tempo, a
defesa da coldnia tenha sido o Unico papel atribuido aos soldados de cupins, estudos
recentes tém demonstrado que esta casta atua ativamente na selecdo de recursos
alimentares (Almeida et al. 2016), nas decisOes de forrageio (Sacramento et al. 2020) e
também no aumento da imunidade social de grupos expostos a um fungo

entomopatogénico (Ferreira, em preparacéo). Desta forma, é possivel que a presenca de
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soldados possa, de alguma forma, afetar também a resposta de cupins expostos as
substancias toxicas, como por exemplo, inseticidas.

De um modo geral, 0 aumento do tamanho do grupo aumenta as taxas de
sobrevivéncia em cupins expostos a inseticidas. Entretanto, os trabalhos realizados até o
presente momento foram conduzidos apenas com grupos de operarios (DeSouza et al.
2001, Santos et al. 2004) e ainda ndo se sabe como 0s comportamentos e a sobrevivéncia
podem ser modificados quando estes grupos sdo formados por operarios e soldados em

proporcéo natural.

O status de praga em cupins

Os cupins compdem um importante grupo de invertebrados decompositores de
matéria organica morta presente em regides tropicais e subtropicais (Bignell & Eggleton
2000). Esses insetos desempenham uma funcgéo ecologica primordial na decomposicéo
de materiais celulésicos, além de auxiliarem na estruturacdo fisico-quimica do solo
(porosidade, hidrologia, composicdo quimica) e no aumento da biodiversidade local
(Pearce 1997, Pringle et al. 2010, Ahmad et al. 2018). Apesar disso, aproximadamente
10% das espécies sdo consideradas pragas por causarem danos em ambientes urbanos,
agricolas e florestais (Rust & Su 2012). As perdas econdmicas relacionadas as atividades
dos cupins sdo de aproximadamente 2,32 bilhdes de ddlares/ano (Ghaly & Adwards
2011).

Com o estabelecimento dos cultivos comerciais e da monocultura, a troca dos tipos
de sistemas acabam por afetar a diversidade de cupins no ambiente agricola, favorecendo
algumas espécies em detrimento de outras (Junqueira et al. 2008). De acordo com
Upadhyay (2013), cupins sdo pragas polifagicas de plantas, alimentando-se de folhagens,

mudas, madeira e até mesmo produtos armazenados na pos-colheita. Tanto os cupins

11



filogeneticamente basais quanto as espécies filogeneticamente derivadas causam
prejuizos a agricultura, sendo o Gltimo grupo mais agressivo em locais de clima Tropical
(Rouland-Lefévre 2010).

Na América do Sul, 77 espécies de cupins pertencentes as familias Kalotermitidae,
Rhinotermitidae e Termitidae sdo consideradas pragas (Constantino 2002a). De acordo
com o referido autor, os problemas causados por cupins na América do Sul estdo se
tornando cada vez mais seérios na regido. Apesar dos constantes danos causados pelos
cupins, estudos focados no controle de espécies Neotropicais ainda sdo raros.

O controle de cupins visa proteger as edificacGes e 0s materiais celuldsicos e pode
ser realizado por meio de métodos quimicos, fisicos e biologicos. Os produtos
organoclorados foram intensamente utilizados no inicio dos processos de dedetizacdo de
cupins e foi considerado eficaz no processo. No entanto, devido seu longo periodo de
meia-vida e estabilidade no solo, houve uma bioacumulagdo nas cadeias alimentares e
ambientais, causando diversos problemas ambientais e de satde publica (Nobre & Nunes
2001). No Brasil, existem atualmente oito termiticidas legalizados com o0s seguintes
ingredientes ativos: imidacloprido, fipronil e tiametoxan (Agrofit 2020).

Para um produto quimico ser considerado eficaz no controle de cupins € importante
que este cumpra alguns requisitos: (i) deve ser ndo-repelente; (ii) ser de acdo lenta para
que os cupins infectados possam ter tempo de voltar a colénia e disseminar entre os
individuos e chegar a rainha; e (iii) deve ser eficiente em baixas concentracdes (Woodrow
& Grace, 2008).

Entre os grupos quimicos utilizados no controle de cupins tem-se os piretroides,
neonicotinoides e fenil-pirazol (Woodrow & Grace 2008), os quais agem no sistema
nervoso e muscular dos insetos. Os termicidas estdo classificados em trés grupos:

repelentes (ex. piretroide), ndo-repelente com agédo rapida (ex. clordano e clorpirifds) e
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ndo-repelente com acdo lenta (ex. imidacloprido e fipronil), nomenclaturados como
grupos I, 11 e 111, respectivamente (Su et al. 1982, Woodrow & Grace 2008). Produtos dos
grupos | e Il matam os cupins assim que chegam na area tratada (Woodrow & Grace
2008). Os principios ativos do terceiro grupo sdo 0s mais recentes no mercado e podem
controlar a populacdo de cupins além da area tratada (Shelton & Grace 2003, Ibrahim et
al. 2003) onde, possivelmente, a transferéncia dos compostos ocorre atravées da coleta de
alimentos infectados e seu repasse aos outros companheiros de ninho (Woodrow & Grace
2008).

As iscas foram desenvolvidas com base no conhecimento do comportamento de
forrageamento dos cupins e tem como objetivo fazer com que o operario transporte o
material contaminado para dentro da colonia (Woodrow & Grace 2008). Os inibidores de
sintese de quitina sdo os compostos em iscas mais eficazes (ex. benzoilfenilureias,
hexaflumeron, novaflumeron) (Rojas & Morales-Ramos 2004). Em casos de altas
infestacdes de cupins, opta-se por utilizar o uso direto do inseticida no ninho ou na
madeira infestada (Su & Scheffrahn 2000).

Testes de toxicidade em Reticulitermes flavipes Kollar (Rhinotermitidae) com
clorantraniliprol a 300 ppm registrou dados com 100% de cupins classificados como
moribundos seguidos de morte com acao de seis horas (Quarcoo et al. 2010). Scheffrahn
et al. (2014) observaram que os locais com aplicacdo de imidacloprido (Premise® 2 a
1000 ppm) e fipronil (Termidor® SC a 1200 ppm) diminuem a quantidade de coldnias
vivas de N. corniger.

O método por inundagdo como forma de erradicacdo é muito eficiente em colbnias
cujos individuos se concentram em um determinado local — cupins de madeira seca,
alguns de madeira Umida e monticulos — (Grace et al. 2009), pois facilita que o produto

entre em contato com o maior numero possivel de cupins sem que seja necessario 0
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alastramento do produto por contato entre individuos. Contudo, este tipo de procedimento
se torna inadequado quando aplicado em cupins subterraneos, em razdo dos ninhos
possuirem estrutura alongada, percorrendo grandes extensdes, tornando inacessivel a
maior parte da col6nia (Chouvenc et al. 2011).

Quando uma substancia é detectada como agente nocivo, os individuos evitam
retornar aos locais com a presenca do toxico, os cupins infectados se isolam e emitem
sinais para informar aos companheiros sobre o perigo, evitando o alastramento da
substancia toxica. Dessa forma, o inseticida ndo consegue chegar aos reprodutores e

impede o controle da col6nia.

Nasutitermes corniger (Motschulsky) (Termitidae: Nasutitermitinae)

O género Nasutitermes possui 248 espécies catalogadas (Constantino 2020) e séo
cupins que constroem ninhos arboricolas e epigeos (Scheffranhn et al. 2014). Na América
do Sul foram registradas 67 espécies vivas catalogadas que compreendem,
aproximadamente, 54% das espécies de cupins da regidao Neotropical (Constantino 20023,
Constantino 2020). A espécie N. corniger € uma das principais espécies do género
Nasutitermes. Essa espécie é geograficamente nativa da regido Neotropical e possui alta
capacidade adaptativa a diferentes habitats (Scheffrahn et al. 2005, Scheffrahn et al.
2002). Os soldados de N. corniger possuem um tubo frontal (nasus) onde esta localizada
a glandula exdcrina, responsavel por secretar compostos quimicos que atuam na defesa
da colénia (Eisner et al. 1976). Os soldados compreendem cerca de 30% da populagéo da
col6nia (Thorne 1984).

Os ninhos de N. corniger sdo classificados como policalicos, — com diversos ninhos
interligados por tlneis e galerias (Thorne 1982), sendo que o0 ninho que possui a0 menos

uma rainha é denominada ninho satélite ou secundario (Silva 2008). A estrutura dos
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ninhos é dividida em, basicamente, trés partes: (i) superficial, responsavel por evitar
predadores, assim como evitar perda ou excesso de agua; (ii) intermediaria: local de
conexdo entre galerias e camaras; e (iii) cAmara reprodutiva, localizada proxima ao centro
do ninho (McMahan 1962).

A troca dos ambientes naturais por espacos urbanos vem contribuindo para que 0s
cupins desta espécie sejam uma importante praga urbana, sendo considerada voraz pela
grande variedade e abundancia de enzimas no trato digestivo (Santos 2016, Lima et al.
2013). Na agricultura causa danos em culturas como milho, cana-de-agucar, mandioca e

arvores frutiferas (Constantino 2002a).
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GROUP SIZE AND SOLDIERS AFFECTING TOLERANCE TO NEONICOTINOID

INSECTICIDE IN A NASUTE TERMITE SPECIES

ABSTRACT — The survivorship of social insects is known to increase with group size,
even in situations of stress, such as starvation and exposition to entomopathogenic fungi
and insecticides. However, in termites, previous studies have been conducted only with
workers group. In Nasutitermes species, the role of soldiers in the termite colonies goes
beyond the nest defense. Soldiers improve the decision-making by an efficient trade-off
between exploration and exploitation of food resources. Here, we evaluated the effect of
group size and presence of soldiers on exposure to sublethal doses of the insecticide
imidacloprid in Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae). For this, survival
bioassays were conducted with termite groups with and without soldiers in different sizes
(two, six, 10, 14, 22, 26, 30 and 60), exposed and non-exposed to insecticide. In general,
the survivorship of termite increases linearly with group size. However, the survival of
groups with soldiers was significantly higher only in groups exposed to insecticide. Our
results demonstrate that soldiers can help to increase the tolerance of termite groups to
the insecticide. The size of group and social context can, therefore, modulate behavioral

and physiological responses that enhance the ability to survive under stressful situations.

KEY WORDS: imidacloprid, social facilitation, survivorship
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TAMANHO DO GRUPO E SOLDADOS AFETANDO A TOLERANCIA AO

INSETICIDA NEOCOTINOIDE EM UMA ESPECIE DE CUPIM NASUTO

RESUMO - — A sobrevivéncia de insetos sociais € conhecida por aumentar com o
tamanho do grupo, mesmo em situacdes de estresse, tais como fome e exposicdo a fungos
entomopatogénicos e inseticidas. Entretanto, em cupins, os estudos anteriores foram
conduzidos apenas com grupos de operarios. Em espécies de Nasutitermes, o papel dos
soldados nas coldnias vai além da defesa. Os soldados auxiliam nas tomadas de deciséo
por meio de um eficiente trade-off na exploracdo de fontes de recurso. Aqui, nds
avaliamos o efeito do tamanho do grupo e da presenca de soldados na exposicdo a doses
subletais do inseticida imidacloprido em Nasutitermes corniger (Termitidae:
Nasutitermitinae). Para isto, bioenssaios de sobrevivéncia foram conduzidos com grupos
de cupins com e sem soldados em diferentes tamanhos (dois, seis, 10, 14, 22, 26, 30 e
60), expostos e ndo expostos ao inseticida. Em geral, a sobrevivéncia dos cupins
aumentou linearmente com o tamanho do grupo. No entanto, a sobrevivéncia de grupos
com soldados foi significativamente maior apenas em grupos expostos ao inseticida.
Nossos resultados demonstram que soldados podem ajudar aumentando a tolerancia de
grupos de cupins ao inseticida. O tamanho do grupo e o contexto social podem, portanto,
modular as respostas comportamentais e fisiologicas de modo a aumentar a capacidade

de sobrevivéncia sob situacGes de estresse.

PALAVRAS-CHAVE: imidacloprido, facilitagdo social, contexto social, sobrevivéncia
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Introduction

Eusociality, behavior in which some individuals reduce their own reproductive
success to increase the reproductive success of related individuals, is the most advanced
form of social organization (Wilson 1971; Nowak et al. 2010). In insects, eusociality is
observed in all species of termites and ants, as well as in some species of bees, wasps,
thrips, aphids, and beetles (Shibao 1998; Chapman et al. 2000; Wilson & Holldobler
2005; Smith et al. 2009). Eusocial insects are the most successful group of insects in
terrestrial environments (Wilson 1990). Termites and ants, for example, represent more
than half of the insect biomass on the planet, although they account for only 2% of the
approximately 9 million species of insects known worldwide (Wilson & Holldobler
2005). Much of the evolutionary and ecological success of these groups are due to group
life, which involves organization, specialization and cooperation supported by an efficient
communication system and a range of complex behaviors (Wilson & Hoélldobler 2005;
Nowak et al. 2010; Wilson 2013).

A series of evidences have been shown that the answer to the emergence and
maintenance of eusociality is related to the benefits of living in group. Eusocial insects
benefit a lot from sociality compared to solitary insects. They can collectively perform
caring, search for food and defense, which improves the survival of all group members.
In addition, eusocial insects have enhanced and disseminated complex behaviors among
nestmates, so patterns not found in solitary insects have developed over time, being one
of the most basic forms of social facilitation (Miramontes & DeSouza 1996). Alpport
(1924) coined the term “social facilitation” to describe the increase in a given movement

or behavior just by seeing or hearing other individuals performing the same action. Also

29



defined as common patterns of behavior initiated or increased when in the presence or
action of other animals (Zajonc 1965; Wilson 1980).

Social facilitation can be found in several species of invertebrates, such as crab
(Kurta 1982), centipedes (Hosey et al. 1985), scorpions (El Bakary & Fureau-Braesch
1987), wasps (Fowler 1992; Reid et al. 1995), bees (Grassé & Chauvin 1994), ants
(Hamilton 2010; Nascimento et al. 2012), beetles (Novais et al. 2018), cockroaches (Sitja
et al. 2018; Neider et al. 2019), and lepidopterans (Jayanthi et al. 2020). In termites,
studies on social facilitation are mainly associated with the effect of the group on the
survival of individuals in stressful situations, such as food deprivation (Miramontes &
DeSouza 1996, Haifig et al. 2017), pathogen infection (Rosengaus et al. 1998) and
insecticide poisoning (DeSouza et al. 2001, Santos et al. 2004). These studies have been
shown in common the longest survival time as the number of individuals per group
increases. In a study conducted by DeSouza et al (2001), survivorship of termites under
poisoning conditions increases until the number of individuals in the group is considered
optimal and then, it presents a decrease in the mean time to death.

On the other hand, the response of eusocial groups, such as behavior and survival,
can be influenced by the social context. That is, individuals can change their behavior
according to the situation to which they are exposed. Ishikawa & Miura (2012)
demonstrated, for instance, that termite aggression levels can change according to the
exposed situation and the identity of caste present in the bioassays. Although termite
soldiers are a defensive caste, recent studies have been demonstrated the role of this caste
in other colony activities, mainly in the phylogenetic derived species (i.e.
Nasutitermitinae subfamily) (Casarin et al. 2008; Almeida et al. 2016; Sacramento et al.

2020).
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Although it is already known the benefits of group life to increased survival, such
studies were carried out only with worker caste, disregarding a possible effect of soldiers.
Thus, this study aimed to evaluate the effects of group size and presence of soldiers on
the group survival of a nasute termite species under poisoning by insecticide. Specifically,
we tested the hypothesis that groups of Nasutitermes corniger (Motschulsky)
(Termitidae: Nasutitermitinae) exposed to the neonicotinoid insecticide imidacloprid
increase their survivorship under optimal size and in the presence of soldiers compared
to nasute termite groups in uncrowded and crowded conditions and without the presence

of soldiers (see Fig. 1).

Material and Methods

Ethics statement. Permits for termite collection were issued by ICMBio-IBAMA
(#47652). No specific permits were required for the described studies undertaken in the
laboratory with a non-endangered or protected species.
Termite collection. Arboreal nests of N. corniger (N= 6) were collected at the campus
SEDE of the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) (8°04°03”°S e
34°55°00°°0), located in the municipality of Recife, Pernambuco, Brazil. The climate in
the region is characterized as tropical dry and wet (Aw), according to Koppen system,
with an average annual temperature around 25,8 °C and an average annual rainfall of
1,804 mm (Climate-data 2020).

Nests with active and health colonies were collected and taken to Laboratory of
Synanthropic Insects— UFRPE. In the laboratory, colonies were placed separately in plastic

boxes (50 cm diameter x 20 cm height), which were kept closed and under controlled
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conditions (25£2 °C, 70+5% R.H., and darkness). Individuals from the collected colonies
were used in the bioassays within 24 hours after collection.

The specimens were identified based on the current literature (Constantino 2002)
and through comparison with the material deposited at the Museum of Termitology of the

Laboratory of Synanthropic Insects — UFRPE.

Survival bioassays. Survival bioassays were conducted to check whether group size and
the presence of soldiers in the group affect the survivorship of nasute termites non-
exposed and exposed to insecticide. The insecticide used was the neonicotinoid
imidacloprid, in the form of granules dispersed in water (700 g a.i/kg), commercially
purchased from Bayer CropScience® (Sdo Paulo, Brazil). The control consisted of
acetone solvent (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC PAI-ACS, 99.9%), the compound utilized
to dilute the insecticide in laboratory experiments.

Termites were extracted from each collected colony and arbitrarily placed into
groups, with and without the presence of soldiers, of different sizes (two, six, 10, 14, 22,
26, 30 and 60 individuals). In the group with soldiers, the soldier proportion was 30% to
represent the natural proportion of soldiers in N. corniger colonies (Haverty, 1977). For
each combination of group size x with or without soldiers, three replicates were performed
for each of the six colonies tested per treatment (insecticide and control), totaling 576
experimental units. The mean value of three replicates/nest were then used in the
statistical analyses.

Survival bioassays were conducted in Petri dishes (@ 6 cm x 2 cm [height]) covered
with a filter paper. In the insecticide treatment, the lethal dose to kill 50% of the
population (LDso; 139 pL) was applied directly to the filter paper using a Hamilton®

micro-syringe. The LDsg was obtained in a previous bioassay showed in SMO1. In the
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control, the same amount of acetone was applied to the filter paper. After evaporation of
the substances, the termite groups were placed in the Petri dishes. Each Petri dish was
closed and kept under controlled conditions (25+2 °C, 70+5% R.H., and darkness). The
quantification of dead individuals was performed at 15-minute intervals until completing

two hours of observation and then one-hour intervals until the death of all individuals.

Statistical Analyses. To check whether the survivorship of N. corniger (y-var) was
affected by group size (xi-var) and presence of soldiers (xo-var), data were initially
submitted to censored survival analysis using Weibull error distribution to obtain the
mean time to death. The mean time to death of all individuals in the Petri dish was
calculated to the nests submitted to each combination of treatments. Then, data were
submitted to Generalized Linear Modelling (GLM) followed by residual analyses to
check the suitability of error distribution choose and model used. Independent tests were
performed for each treatment (control and insecticide).

All statistical analyses were performed in the R statistical software. Model
simplification, when necessary, occurred through the extraction of non-significant

explanatory variables (P > 0.05).

Results
As expected, N. corniger groups non-exposed to insecticides (control) survival
longer compared to termite groups exposed to insecticide. The mean time to death in
termite groups non-exposed to insecticide was 3,446 min., varying from 1,884 to 5,835
min. In the N. corniger groups exposed to imidacloprid, the mean time to death was 1,925

min., varying from 923 min to 3,091 min.
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The mean time to death of termites non-exposed to insecticide was significantly
affected by group size (F194= 19.31; P=0.001); however, there were no significant effect
of presence of soldiers (F193= 0.035; P=0.85) nor the interaction between group size and
presence of soldiers (F19.= 0.007; P=0.92) (Table 1). The survivorship of N. corniger
groups non-exposed to insecticide increased linearly with group size (Fig. 2A).
Interestingly, the mean time to death of N. corniger groups exposed to insecticides was
significantly affected by group size (F194= 15.69; P= 0.001) and presence of soldiers
(F1e3= 16.40; P= 0.001); however, there was no significant effect of the interaction
between group size and presence of soldiers (Fie2= 0.49; P= 0.48) (Table 1). The
survivorship of N. corniger groups exposed to insecticides increase linearly with group
size; and groups with soldiers survived longer than groups without the presence of
soldiers (Fig. 2B).

Cannibalism was not observed during the bioassays in both non-exposed and
exposed to insecticides groups. A high number of vibratory movements in groups exposed
to insecticides compared to non-exposed to insecticide was observed during bioassays

(data not shown).

Discussion
In the present study, we investigated how the size of group and the presence
of soldiers can affect the survivorship of a nasute termite species exposed to insecticide.
In general, our results showed that group size increases the mean time to death of termites
in groups non-exposed and exposed to insecticides (Fig. 2A-2B). However, we
demonstrated, for the first time, that presence of soldiers in N. corniger groups exposed
to insecticides increases the survivorship compared to termite groups without the

presence of soldiers (Fig. 2B).
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The positive effect of group size in the survivorship of N. corniger groups, non-
exposed and exposed to insecticides, suggest that social facilitation can be a mechanism
enhancing termite survival. In fact, social facilitation seems to be a common phenomenon
increasing survivorship in termite species (see Grassé and Chauvin, 1944; Springhetti,
1990; Mishra & Singh, 1978; Lenz & Williams, 1980; Miramontes & DeSouza, 1996).
Social interaction emerged from social facilitation seems to be also effective in
deleterious actions of stresses such as starvation, diseases and poisoning by insecticide.
That is, larger groups promote a high frequency of encounters and, consequently, a high
number of positive behaviors (e.g. grooming, tropholaxis), which help to relieve stress.
This hypothetical mechanism remains to be investigated but it was already used to explain
the similar pattern in other termite species (DeSouza et al. 2001; Santos et al. 2004).

The longer survivorship in large groups under stress was already reported in the
literature (Miramontes & DeSouza 1996, Rosengaus et al. 1998, Traniello et al. 2002,
Shimizu & Yamaji 2003; Oliveira & Araujo, 2019). For N. corniger, Oliveira & Araujo
(2019) demonstrated that survivorship of groups under starvation increase linearly with
group size. However, for Cornitermes cumulans (Termitidae, Symtermitinae), DeSouza
et al. (2001) and Santos et al. (2004) demonstrated that survival in poisoned termites
depended on the number of individuals in the group, presenting a peak at a density around
8 individuals/test tube (called as ‘optimal density’). It is important to highlight those
experiments with C. cumulans were carried out in test tubes instead of Petri dishes, which
may explain the differences in the results.

The positive effect of soldiers in the survivorship of N. corniger groups exposed to
insecticides compared to groups without soldiers can be related with behavioral and/or
physiological mechanisms triggered by soldier caste (Fig. 3). Behaviorally, it is possible

to hypothesize that soldiers perceive the presence of the toxic compounds alerting their
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nestmates through vibratory movements (Fig. 3A). Such alert triggered by soldiers could
provoke: (1) an increase in the number of grooming among individuals in the group (Fig.
3B); or (2) an increase in the number of grooming directed at soldiers (Fig. 3C).
Imidacloprid acts both by ingestion and by contact, and sublethal doses of the compound
impair mobility in termites. (Thorne & Breisch 2001, Rao et al. 2004). When soldiers
perceive the presence of the insecticide, they initiate vibratory behaviors that, possibly,
stimulate grooming to eliminate the toxic compounds present on the exoskeleton surface.

In both scenarios, it would reduce the toxic effect of the insecticide increasing the
survival of groups with soldiers (Fig. 2 and Fig. 3E). In fact, during bioassays was
possible to perceive a high number of vibration movements in groups exposed to
insecticides, which was not observed among termite groups non-exposed to insecticides
(control). Alarm behavior triggered by soldiers after detecting the presence of
entomopathogenic fungus was reported in the termite Zootermopsis angusticollis
(Rosengaus et al. 1999). Recently, Cristaldo et al. (2015) showed that termites can inform
their nestmates though alarm communication about different threats. Thus, it is possible
that termites were also able to inform their nestmates about presence of insecticides
through alarm communication.

Another possibility to explain the longer survival in termite groups with soldiers is
related to physiological mechanism. It is possible that soldier caste presents a higher
activity of enzymes capable of detoxifying the insecticide from their bodies compared
with workers (Fig. 3D), which would also increase the survival of groups with soldiers.
In Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae), Dahlgren et al. (2012) showed different
susceptibility of enzymes from castes exposed to insecticides. According to authors,
gueens are up to 54 times more tolerant than workers. This hypothetical scenario is open

to be investigated in future studies.
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In termite colonies, the main role of soldier caste is defense; however, in the last
years, a series of studies have been shown that role of soldiers in termite societies goes
beyond defense. In N. aff coxipoensis, soldiers have been observed helping in foraging
by exploring new sites and recruiting soldiers and workers, as well as carrying out their
basic defensive task by escorting the workers (Almeida et al. 2016). Groups of N. corniger
with soldiers showed to improve the foraging decisions throughout a more efficient
balance between exploitation and exploration of food resources (Sacramento et al. 2020).
The presence of soldiers also improved the performance of workers, strengthening
collective responses in groups of C. cumulans (Castiblanco et al. 2022). When exposed
to pathogens, groups with soldiers of Reticulitermes flavipes showed a greater survival
compared to groups without soldiers (Gao et al. 2011). Soldier caste also seems to
contribute to improve the social immunity of N. corniger groups exposed to
entomopathogenic fungus (Ferreira et al., in preparation). The presence of soldiers also
modulates the aggressive behavior of other castes according to the social context in
groups of Hodotermopsis sjostedti (Ishikawa & Miura 2012). Thus, soldiers, in addition
to their defensive functions, play an important role in decision-making, survival and
behavior in termite colonies. The results of the present study show once again the
importance of soldiers in termite colonies, reinforcing that the role of this caste is not
limited to physically defending the colony. The greater survival in groups with soldiers
suggests that this caste decreases the group's susceptibility to insecticide.

Our results suggest that the defense capacity of soldiers in N. corniger colonies
may be beyond the usually known physical defense and may act by increasing the group's
tolerance capacity to harmful agents, such as insecticide. This information can be directly
used to think the forms of handling with termite pests, since soldiers seem to inform the

presence of the insecticide and activate a defense that increases the tolerance of
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individuals in the colony to insecticides. Future studies can be carried out to assess how
termite behavior is modulated when exposed to insecticides in groups with and without

soldiers during resource selection.
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Table 1. Effect of group size (GS) and soldiers (S) on the mean time to death (censored

by Weibull model) in Nasutitermes corniger groups non-exposed (control) and exposed

to nicotinoid insecticide. Group size (number of termites confined together) is a

continuous variable, whereas soldier (absence or presence) is categorical. Each treatment

(control and insecticide) was analyzed in an independent model. Generalized Linear

Modelling under Gaussian errors.

Source d.f. Deviance Re(sji;i.ual Ss\s/iigﬁgé F P
CONTROL
Null model 95 74638420
Group Size (GS) 1 12948227 94 61690194 19.319 0.0001 ***
Soldier (S) 1 23541 93 61666653  0.035 0.85 ns.
GS:S 1 5322 92 61661331  0.007 0.92 n.s
INSECTICIDE
Null model 95 16778933
Group Size (GS) 1 2114013 94 14664920 15.69  0.0001 ***
Soldier (S) 1 2209276 93 12455644  16.40  0.001  ***
GS:S 1 66241 92 12389403  0.49 0.48 n.s

*** P < 0.001; n.s.= non-significant
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Figure 1. Hypothetical graph of the effects of group size and soldiers on the mean time to death

of termite groups exposed to insecticide.
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Termite groups with soldiers survive longer time compared to groups without soldiers,

when poisoned with insecticide
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Supplementary Material 01. Acute toxicity of imidacloprid to groups of workers and soldiers

of Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae)

Here, we investigate the toxic effects of imidacloprid insecticide on N. corniger groups
composed by workers and soldiers. Such procedure was conducted in order to determine the
dose of insecticide to be used in the main experiments.

The study was performed at Synanthropic Insects Laboratory from the Federal Rural
University of Pernambuco (UFRPE), campus SEDE, in the municipality of Recife, Pernambuco,
Brazil. Three nests with active colonies of N. corniger were collected from field and taken to
the laboratory for the conduction of bioassays. In the lab., N. corniger colonies were kept in
plastic box containing moistened cotton and pieces of sugarcane. All bioassays were conducted
under controlled condition (252 °C, 70% U.R.), in less than 24 hours after collection of
colonies. The identification of species was performed based on Constantino (2002) and by
comparison with specimens deposited in the collection of Synanthropic Insects Laboratory -
UFRPE.

Bioassays were performed to determine the lethal doses of the neonicotinoid insecticide
imidacloprid (Evidence 700 WG - Bayer®) required to kill 30%, 50% and 90% of N. corniger
population (LD3o, LDsp and LDgo, respectively). For this, N. corniger groups were exposed, by
contact, to different doses of the neonicotinoid insecticide imidacloprid. A total of eight doses
were tested ranged from 1 to 1000 pL of imidacloprid. Acetona solvent were used as control.
All bioassays were conducted in Petri dishes (60 mm x 15mm) covered with filter paper. The
treatments (doses of imidacloprid) and control were applied directly in the filter paper. After
evaporation of substances, termite groups composed by 10 individuals (seven workers and three
soldiers) were placed in the Petri dish and kept under controlled conditions (252 °C, 70% U.R.,

darkness). For each dose tested, two repetition per colony were performed, totalizing 54
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experimental units. The evaluations of mortality were carried out after 24 h of the beginning of
the bioassays. Individuals who did not respond to stimuli made with a brush or who remained
immobile for more than 10 s were considering dead.

Data of mortality were corrected in relation to control group using Abbott’s formula
(1925). These data were submitted to Probit Analysis on R statistical software (R Development
Core Team, 2019), being accepted curves with P > 0.05 by 2 test. From these curves, the LDzo,
LDso and LDgs were estimated.

The percentage of N. corniger mortality in groups exposed to different doses of
imidacloprid ranged from 10 to 100%. Mortality of termites was significantly affected by doses
of imidacloprid tested in the present study (F7,40=13.15, P < 0.001). Lower doses of imidacloprid
(i.e. 1, 5 and 10 pL) did not reach 50% of mortality of individuals in the termite groups. The
50% of mortality was reached in the groups submitted to doses of 50, 100, 300 and 500 pL of
imidacloprid. The 100% of mortality was reached only in groups exposed to dose of 1000 pL
of insecticide (Fig. SM1). The percentage of termite mortality did not differ among groups
exposed to 1, 5, 10, 50 and 100 pL of imidacloprid. No significantly differences were observed
in the termite mortality of groups exposed to 300 and 500 pL of imidacloprid.

The neonicotinoid insecticide imidacloprid showed efficient insecticidal activity against
N. corniger groups (Tab. SM1). The concentration of insecticide required to kill 50% (LDso) of
N. corniger groups 24 h after exposure by contact was 138,86 L. The LDz and LDg are shown
in Tab. SM1.

Concluding, our results showed that imidacloprid insecticide present acuate toxicity, by
contact, to N. corniger groups. Thus, in the main experiments, we used the lethal dose required

to kill 50% of population (LDsp).
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Table SM1. Toxicity of imidacloprid to Nasutitermes corniger groups measured 24 h after

exposure by contact.

Na LD3o L Dso L Doo Slope X2b  p-value

240 23.34 138.86 14.148 2.53+0.33 091 0.98

aTotal number of tested insects.
b Chi-square value to check the adjusted model.
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Fig. SM1. Mortality of different doses of imidacloprid insecticide to groups of workers and

soldiers of Nasutitermes corniger 24 h after exposure by contact.
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CAPITULO 3
CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho sugerem que a sobrevivéncia de grupos de Nasutitermes
corniger aumenta linearmente com o tamanho do grupo. Porém, quando grupos de N. corniger
sdo expostos ao inseticida imidacloprido, a presenca de soldados no grupo aumenta a
sobrevivéncia comparado com grupos sem soldados. Tais resultados parecem indicar que 0s
soldados sao capazes de detectar a presenca do inseticida e responder de forma rapida e eficiente
a presenca do composto. Desta forma, € possivel reafirmar a capacidade de respostas dos
soldados aos diferentes tipos de perigos pelas quais suas col6nias possam ser expostas. No
entanto, novos estudos futuros devem ser realizados a fim de investigar quais mecanismos
comportamentais e/ou fisioldgicos sdo ativados nos soldados, ou atraves deles, que permitem
que grupos com soldados aumente a tolerancia ao inseticida.

Concluindo, o presente trabalho contribui com novas informac6es sobre o efeito do
tamanho do grupo e da presenca de soldados na sobrevivéncia de N. corniger quando expostos
a inseticida. Esperamos que os resultados obtidos nesse trabalho possam proporcionar uma nova
visdo tanto do ponto de vista tedrico (mecanismos que propiciam a manutencdo da

eussocialidade em insetos, papel dos soldados em cupins) como aplicado (controle de cupins).
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