Universidade Federal De Minas Gerais
Instituto De Ciéncias Bioldgicas
Departamento De Biologia Geral
Programa De P6s-Graduacdo Em Ecologia, Conservacdo E Manejo De
Vida Silvestre
(PPG-ECMVYS)

A

o)

ECMVS

ARLEU BARBOSA VIANA JUNIOR

INTERACOES ENVOLVENDO CUPINS: FATORES
AMBIENTAIS ALTITUDINAIS E REVISAO META-
ANALITICA

Belo Horizonte

2017



ARLEU BARBOSA VIANA JUNIOR

INTERACOES ENVOLVENDO CUPINS: FATORES AMBIENTAIS
ALTITUDINAIS E REVISAO META-ANALITICA

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgéo
em Ecologia, Conservacdo e Manejo da Vida
Silvestre do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obtencéo do titulo de
Doutor em Ecologia, Conservacdo e Manejo da
Vida Silvestre.

Orientador: Prof. Dr. Frederico de Siqueira Neves (UFMG)

Co-orientador: Prof. Dr. Og Francisco Fonseca de Souza (UFV)

Belo Horizonte

2017



AGRADECIMENTOS

“Nosinhora”, é inacretitavel que ja se passaram quatro anos que Sai do menor
estado em territdrio geopolitico do Brasil (Sergipe), da décima nona capital mais
populosa desse pais (Aracaju), para viver na grande Minas Gerais, especificamente em
Belo Horizonte (BH), a sexta maior capital do Brasil. Pense no medo que foi sair de 1&
para vir para ca, “ni...”. Mesmo sem saber o que me aguardava, fui chegando “de
mansinho”, como dizem no velho e bom mineirés “cumendo pelas beradas” e quando

me dei conta, j& tinha uma familia formada aqui. Pense “num trem baum, s6”.

Porém eu gostaria de fazer um enorme agradecimento a minha familia bioldgica.
Mesmo de forma relutante, me apoiou na escolha de tentar desbravar essa parte do
Brasil. Eu ndo sou o melhor membro da familia para demonstrar o quanto sou grato a
todos vocés. E é nesse momento, com essas palavas rebuscadas, diante do computador,
que venho dizer a cada integrante da minha familia 0 meu MUITO OBRIGADO! A
minha tia Horténcia que me criou, a minha mée (Ana Maria) que sempre esteve
presente, as minhas tias (Virginia, Tania, lzabel) pela crenca que me foi dada, aos meus
tios (Jorge e Guga) pela solidez, ao grande mestre seu Zaca e a minha tia-avo
Guilhermina e minha madrinha Caita. N&o ha palavra de agradecimento tudo que foi
feito para que eu chegasse até aqui. Agradeco também a Dona Neide e ao seu Lielson
por me receber logo quando cheguei em BH e por estar sempre a disposi¢édo caso eu

precisasse de qualquer ajuda.

Em segundo lugar, e ndo tem como deixar para depois, quero agradecer a pessoa
gue me recebeu da melhor maneira possivel, o professor orientador Frederico Neves.
Vocé foi uma pessoa muito além ou aquém de um orientador. Tenho em vocé um

mentor, uma pessoa de espirito agregador, me passou a energia do que € ser mineiro, do



gue é ser um integrande do LEI (Laboratdrio de Ecologia de Insetos), do que é ter uma
familia dentro do ambiente de trabalho, a Villa Parentoni. Nos momentos mais dificeis,
onde pensei que boa parte do que tentei construir poderia ter ido por “4gua abaixo”, eu
ouvi de vocé palavras de apoio, de incentivo e de poder seguir em frente. Muito
obrigado professor Fred, realmente vocé me fez querer ficar nessa terra e ndo sair dela

tdo cedo.

Outra pessoa que merece um paragrafo de agradecimento é o professor Ricardo
Solar, vulgo Bob. Em vocé enxerguei a inspiracdo, a motivacdo de que se um dia eu for
me tornar um bom investigador, eu quero ser igual a vocé. Muito obrigado por todos 0s

conselhos, palavras de motivacao, puxdes de orelhas e senso de justica.

N&o posso deixar essa sessdo em branco sem falar da parte mais feliz do que
tenho de Minas Gerais, a familia Villa Parentoni. “N6sinhora” que galera sensacional.
Risos, experiéncias, festas e tantas outras coisas que ndo caberiam nessas paginas. Sem
ordem de importancia, Jodo Mateus, 1zabela Vilani, Fernanda Costa, Marina Beir&o,
Flavim Raiz (Siqueira), Flavim Nutella (Camarota), Doisberto, Paloma, Gabizola, Bolo
doido (Agregado), Rodrigo Massara, Ana Paschoal, Dudu cabecéo, Lucas Perillo (maior
referéncia de bidlogo que ja conheci), Cajuru Demo (Ivan), Leo “gordinho gostoso”,
Luiza Panetoni, Reuber cobra criada, Guilherme Capita (e descobri que Capita ndo é seu
sobrenome - —), Rafael Pinheiro, Gabriel Feliz, Augusto Gomes, Fabio Tulio, cada um
de vocés fazem parte do que eu sou hoje. Meu muito obrigado a cada um. E aqui
gostaria de deixar um agradecimento especial a cada mulher dessa familia que pude
conhecer. Para mim vocés representam muito bem o que é a forgca da mulher na ciéncia
e foi com vocés que aprendi o quanto todos nés (homens e mulheres) precisamos lutar
para uma equidade de género na ciéncia, entdo dessa forma coloco aqui 0 meu apoio

#WomenlInScience.



Porém dentro dessa gigante familia, duas pessoas foram muito especiais. A
primeira dela é o meu amigo e irméo Rafael Almeida. Bicho, que foi isso, hein! Estou
aqui a meia hora, com o cursor do teclado ativo, sem saber o que falar do que foi nossa
parceira. Acho que se eu descrever ndo caberia nessas linhas, nesse espago, néo caberia
nessa tese. O apoio foi tdo imenso que essa tese tem uma grande contribui¢do sua. Meus
campos, no qual vocé foi em todos, sem pestanejar, sem dizer em nenhum dia que néo
poderia, jogando seu carro em cada buraco e subindo cada serra com um esforco surreal
na qual eu percebia que sé a nossa amizade era que lhe dava forga. Cara muito obrigado
mesmao. Esses quatro foram os melhores da minha vida porque em 50% deles era a

gente junto. Valeu meu parceiro!

A outra pessoa se chama Ludmila Rufnagel. Eita “trenzin" sinistro essa “muié”.
Lurdinha minha filha, que mulher sensacional eu pude conhecer em vocé. Jamais
poderia imaginar uma amizade tdo fraternal, tdo honesta, tdo alegre, tdo bonita, tdo
alcoolica quanto a nossa. Aprendi com vocé a melhor parte do povo mineiro. Aprendi
com Vocé o que ¢ fazer parte da nossa “tradicional familia mineira”. Foi com vocé que
conheci coisas da qual ndo merecem ser colocadas nesse texto. Espero que vocé lembre
daquele momento 14 nos meus primeiros dias de BH, no meu primeiro “buteco da bio”
(risos). Foi com os seus ensinamentos, de todos os niveis, que compreendi o que é ser
de minas, e porque esse povo tem orgulho de dizer que é mineiro. Esta registrado em
nossos coracdes que vamos além desses quatros anos. Saiba que vocé tem de mim a

melhor parte do que sou e por isso lhe digo, obrigado!

Acho que ja estou me estendo demais. No entanto ndo posso deixar em branco o
momento mais inimaginavel do meu periodo de doutoramento na UFMG. O meu
periodo de doutorado sanduiche no exterior. Conheci o México por cinco meses, fui

recebido maravilhosamente pelo professor Dr. Wesley Dattillo, e conheci grandes



pessoas. A equipe de laboratorio é maravilhosa (Pedro Luna, Erick, Diana, Juan e
Edgar) e todo o apoio recebido foi sensacional. Todos vocés merecem um grande

obrigado.

No entanto, regressando do México, deixei trés pessoas da qual jamais esquecerei,
Gisele, Julliana e Patricia. Espero rever todas vocés rapidamente e frequentemente. Essa
parte do Brasil no México revirou boa parte daquele pais de cabeca para baixo. E
parafraseando minha estimada amiga Julliana, “saiba que eu me senti amado por cada
uma de vocés...”. Nossos momentos foram inesqueciveis. Obrigado por todo apoio,
conversas, discussdes, gargalhadas e aconchegos. Com vocés o meu México foi mais

Brasil.

Ufa!l! Falta pouco. Meu muito obrigado também tem que ir para Juliana Maria
Navia, a “roomie” da maior parte do tempo que vivi em BH. Muito obrigado por ter me
aguentado por mais de um ano e meio. Foram maravilhosos nossos momentos em nossa

casa. Obrigado Juju!

Agradeco imensamente ao secretariado do PPG-ECMVS. Frederico e Cris, VOCés
aguentam uma barra e tanto para fazer funcionar a maquina da pés-graduacdo. Além dos
meus agradecimentos, peco-lhes também minhas humildes desculpas por qualquer
inconveniente e por todo trabalho demasiado que por ventura eu tenha dado. Muito

obrigado!

Agradeco também a presenca dessa ilustre banca de doutorado, os professores
doutores Eraldo Lima (UFV), Ricardo Campos (UFV), Ricardo Solar (UFMG), Milton
Barbosa (UFMG), Newton Barbosa (UFMG), Pedro Giovani (UFMG) por aceitar essa
tarefa &rdua e por todas as sugestdes. Agradeco especialmente ao meu co-orientador Og

de Souza (UFV) por cada pux&o de orelha muito bem dado.



Finalmente, agradeco a Coordenacdo de Apoio de Pessoal de Ensino Superior
(CAPES) pela concesséo da minha bolsa de doutorado. Outros financiamentos como o
PELD-CRSC e a PPG em Ecologia, Conservagédo e Manejo da Vida Silvestre por tudo

que vem fazendo até este momento.

Aos demais ndo citados, porém lembrados, meu muito obrigado!!!



SUMARIO

F o | (o[- ol T 1= ] (01RO SSSRPRIN 03
D LTo [ o7 (o] 4 - SOOI 09
RESUMO GBIAL .....eeiieiieiee ettt esre e teenee e 10
GeNEIAl ADSIIACT......ceeeeie ettt 12
INTFOUGED GBIAL ... .eceeeeceeece ettt re e ee e sreenaeaneeas 14
GeNEral INTrOTUCTION. .....ccuviieie et 19
T (=] 1] (ol - USSP 23
(011 (1] [0 1 OSSOSO PRSP 26
RESUMID. ...t b e r e n e 28
] (0T (1= T TSRS 30
Material € MELOUO. ........ccveieiiiecc e 32
RESUITAAOS. ...t ettt e nne e 37
DISCUSSAD. ....e.veteeteeseesie e st sttt e e ettt e bbb e e st e s et e st e sbesbeebeene e st e besbe et e nbenbeene e 43
RETEIBNCIA. ...vevveee ettt ettt b et eene e 46
(0711 1] [0 12O RSOP PR 50
RESUMO. ...t e e s sbe e e e nne e 52
] (T [N o= T TSSOSO 53
Material € MELOUO. ........ccuiiieiiieie et 54
RESUITAAODS. ... ettt sre e enes 58
DISCUSSAD. ... evveteetiesieetiestee e e e st e ste e e s esteeseeeseeste e e e neesaeeeeaseeaseenseeneesneeeeeneenes 61
RETEIBNCIA. ...ttt ettt b sne e 63
LOF: 1011 (1] [0 T USSR 67
N o111 - Tod PR 69
] (T L8 o4 AT o SRR 70
Material and MEthOUS.........coveiiiiieiiie s 72
RESUITS. .. ettt bt nenre s 74
[ 1111 o] SRS 78
RETCICNCE. ..o e e araa e e 83
CONSIALIAGORS FINGIS. ... eiieetierieiiie ittt sttt sa e enes 87



DEDICATORIA

Novamente a minha falecida avd, Angélica das Chagas, eu te dedico.

“Tudo esta no seu lugar, gracas a Deus, gragas a Deus...”



RESUMO GERAL

Interacdes bioldgicas envolvendo insetos sociais, sejam elas intra ou inter-especificas,
tém sido de amplo interesse a comunidade cientifica. Essas interacfes nos ajudam a
compreender 0s aspectos sobre a histdria evolutiva e processos ecoldgicos envolvendo a
origem e o desenvolvimento dos insetos sociais. Além disso, gera conhecimento basico
a ser aplicado na conservagdo e manejo das espécies. Nesta tese de doutorado, dividida
em trés capitulos, tentamos responder: (i) como fatores ambientais (gradiente
altitudinal) tém influéncia na composicao do perfil quimico cuticular e na capacidade de
reconhecimento intra-especifico de Nasutitermes cf. Coxipoensis; (ii) como o estresse
ambiental, causado pela elevacéo, define as interacdes inter-especificas entre cupins e
seus coabitantes em ninhos de N. cf. Coxipoensis; e (iii) quais os efeitos da presenca de
fungos habitantes da madeira nos comportamentos alimentares e na sobrevivéncia de
cupins. Verificamos que o efeito ambiental gerado pelo gradiente de altitude de uma
montanha do sudeste do Brasil ndo explica de maneira evidente a composigéo do perfil
quimico em N. cf. coxipoensis. Entretanto, verificamos que a dissimilaridade quimica de
N. cf. coxipoensis é afetada pela distancia espacial e ndao pela variacdo altitudinal.
Observamos também que o estresse ambiental provocado pelo gradiente de elevacao foi
um fator que promoveu a coabitacdo em ninhos de N. cf. coxipoensis. Por Gltimo
mostramos que a presenca de fungos habitantes da madeira tem efeitos positivos ou
neutros nos comportamentos alimentares e na sobrevivéncia de cupins. Em suma, 0s
resultados dessa tese de doutorado destacam como fatores ambientais podem agir sobre
as interacGes envolvendo cupins, além de demonstrar como interagdes entre fungos e

cupins sdo mais proximas de mutualismo do que de antagonismo.
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GENERAL ABSTRACT

Biological interactions involving social insects, both intra-and inter-specific, are widely
interesting to the scientific community. These interactions help us to understand aspects
of the evolutionary history and ecological processes involving the origin and
development of social insects. Furthermore, it generates basic knowledge to be applied
in the conservation and management of species. In this doctoral thesis, which is divided
into three chapters, we try to answer: i) how environmental factors (altitudinal gradient)
influence the cuticular chemical profile composition and the ability of intra-specific
recognition of Nasutitermes cf. coxipoensis; ii) how the environmental stress generated
by elevation defines the inter-specific interactions between termites and their
cohabitants in nests of N. cf. coxipoensis; and iii) what are the effects of the wood-
inhabiting fungi presence on the termite feeding behaviors and on termite survival? We
verified that the environmental effect generated by the altitudinal gradient in a mountain
located in the southeastern Brazil does not clearly explain the chemical profile
composition to N. cf. coxipoensis. However, we verified that the chemical dissimilarity
of N. cf. coxipoensis is affected by spatial distance and not by altitudinal variation. We
also observed that the environmental stress generated by the elevation gradient was a
factor that promoted the cohabitation in nests of N. cf. coxipoensis. Finally, we showed
that the wood-inhabiting fungi presence has positive or neutral effects on termite
feeding behaviors and on termite survival. To conclude, the results of this doctoral
thesis highlight how environmental factors can act on the interactions involving
termites, besides to demonstrate how the interactions between fungi and termites are

closer to mutualism than to antagonism.
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INTRODUCAO GERAL

Existe uma infinidade de interacGes bioldgicas, sejam elas entre os individuos de
uma mesma espécie (intra-especifica), ou entre espécies dentro de uma comunidade
(inter-especifica; Ricklefs 2010). As interaces envolvendo insetos sociais, tém
interessado cientistas de todo 0 mundo, seja para compreender a histéria evolutiva da
complexidade da estruturacdo social (Richard e Hunt 2013) ou para a conservacao das
espeécies (Tylianakis et al. 2009). As interacdes intra-especificas tém ganhado destaque
uma vez que nos ajudam a compreender a ecologia e a evolucdo da comunicacéo social
(Leonhardt et al. 2016). Ja as associacOes inter-especificas, intera¢fes do tipo
antagonismos e mutualismos, tém sido estudadas em uma gama de grupos de insetos
sociais como abelhas (Genini et al. 2010, Ramirez-Flores et al. 2015), formigas (Barriga

et al. 2015, Costa et al. 2016) e cupins (Campbell et al. 2016, Marins et al. 2016).

A comunicagdo em insetos sociais fascina os cientistas desde o século passado.
Um dos exemplos mais conhecidos foi descrito por Karl von Frisch, no qual as abelhas
se movimentam para informar aos companheiros do ninho sobre uma fonte de recurso
(von Frisch 1967). Desde entéo, nossa compreenséo sobre mecanismos de comunicagao
em insetos sociais tem avancado significativamente (Kaib et al. 2004, Sharma et al.

2015, Leonhardt et al. 2016).

Em cupins, cuja maioria das espécies € composta por individuos com olhos ndo
funcionais, grupos de compostos quimicos sdo importantes para manutencdo da
integridade fisica da coldnia e da homeostase social (ex.: divisdo de tarefas; Costa-
Leonardo et al. 2009). Esses grupos de compostos, conhecidos como semioquimicos,
possuem diversas funcdes que vao desde auxiliar na realizacéo de atividades
comportamentais complexas, tais como forrageamento e divisdo de tarefas dentro da

col6nia, a simplesmente ajudar na capacidade de reconhecimento de um individuo da
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col6nia (Costa-Leonardo et al. 2009). Dentre os diferentes tipos de semioquimicos
existentes nos cupins, os hidrocarbonetos cuticulares (HCC’s) tém ganhado destaque
como grupo de composto que auxilia no entendimento da comunicagao desses insetos

(Blomquist e Bagneres 2010).

Os HCC’s tém a funcdo primaria de servir como barreira fisica contra a
dessecacgdo dos insetos (Gibbs 2011). No entanto, sabe-se que os HCC’s estdo
envolvidos no reconhecimento entre parceiros de mesmo ninho (Batista-Pereira et al.
2004, Kaib et al. 2004). Dessa forma, quando cupins de col6nias diferentes se
encontram, pode ocorrer comportamentos agressivos (Rojo e Acda 2016) devido a
diferencas na composi¢do quimica de certos compostos presentes em distintas colonias
(Jmhasly e Leuthold 1999, Kaib et al. 2002, Howard e Blomquist 2005). Assim, estudos
que envolvem observacdes e testes desses comportamentos tém sido usados para
determinar territorios de forrageamento (Haverty et al. 1999) bem como os caminhos

para o entendimento do reconhecimento entre os individuos (Su e Haverty 1991).

Ter a capacidade de reconhecer se um individuo é companheiro do ninho é
extremamente importante para evitar a invasdo de possiveis intrusos na colénia (Marins
e De Souza 2008). Porém, é muito comum encontrar uma diversidade de outros
invertebrados associados aos ninhos de uma espécie, fendbmeno conhecido como
parasitismo social (Breed et al. 2012). E um grande desafio compreender 0s processos e
mecanismos relacionados a invasao e ao estabelecimento de uma espécie intrusa no
ninho do seu hospedeiro. Estudos tém demonstrado que estratégia de evitar conflitos por
parte dos inquilinos, regulam a coexisténcia entre intrusos e hospedeiros (Florencio et
al. 2013, Cristaldo et al 2014). Outros fatores, tais como tamanho do ninho, presenca de
formigas associadas ou distarbios como fogo podem determinar a quantidade e a

probabilidade de se encontrar os coabitantes (Cristaldo et al. 2012, Marins et al. 2016,
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Monteiro et al. 2017). No entanto, as interagdes inter-especificas relacionadas as
espécies de cupins vdo muito além daquelas relacionadas ao parasitismo social. Por
exemplo, interag@es entre cupins e fungos demonstram como existe uma amplitude de

relagdes que esses insetos podem realizar na natureza (Martin 1992).

Dentre as interacdes que cupins realizam com fungos, temos exemplos de cupins
da familia Macrotermitinae (Sands 1969, Rouland-Lefevre et al. 2006) associados a
fungos Termitomyces, que utilizam esses fungos na alimentacgdo; outra interacdo pode
ser encontrada com os fungos associados ao aparelho intestinal dos cupins, os quais
podem ajudar na degradacéo da celulose (Breznak e Brune 1994, Barbosa-Silva et al.
2016); e, por ultimo, € comum cupins se associarem com fungos habitantes da madeira,
0s quais podem auxiliar ou prejudicar os térmitas na busca por recursos celuldsicos
(Esenther et al. 1961, Amburgey 1979). A fim de compreender qual a importancia da
presenca de um fungo em um determinado recurso utilizado por cupins, muitos estudos
avaliam como esses fungos afetam os comportamentos alimentares e a sobrevivéncia
dos termitas (Kamaluddin et al. 2016, Clay et al. 2017). Dessa forma, os resultados
gerados a partir dessas interacdes podem ter aplicacdo no controle bioldgico de cupins
pragas (Cornelius et al. 2002, 2004, Su 2005). Contudo, além de apresentar um
potencial aplicado a estratégias de controles de térmitas, essa relacdo pode, também,
auxiliar em conhecimentos de taxonomia e ecologia do grupo (Wong e Cheok 2001,
Maynard et al. 2015). No entanto, ndo esta evidente se a presenca de fungos em um
recurso tem efeitos positivos ou negativos para os comportamentos alimentares e a

sobrevivéncia dos cupins (Amburgey 1979).

Assim, essa tese tem o objetivo de responder as seguintes perguntas relacionadas
as interaces intra e inter-especificas envolvendo cupins: i) compreender como a

elevacdo influencia no perfil quimico cuticular e na capacidade de reconhecimento de
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companheiros de ninho de Nasutitermes cf. Coxipoensis, ii) testar o efeito do estresse
ambiental causado pela elevacédo na diversidade de coabitantes associados a N. cf.
coxipoensis e, por ultimo, iii) avaliar quais os efeitos da presenca de fungos habitantes
da madeira em um recurso utilizado por cupins nos comportamentos alimentares e
sobrevivéncia de cupins. Para tal, a tese esté dividida em trés capitulos. O primeiro
capitulo, destinado a compreender interacdes intra-especificas, tem como predicéo que a
elevacdo é um fator capaz de modificar o perfil quimico cuticular de N. cf. coxipoensis e
influenciar na capacidade de reconhecimento em ninhos de N. cf. coxipoensis, indicado
por testes de agressividade. Essa predicdo é baseada na premissa que fatores ambientais
(temperatura, pluviosidade, etc.) séo preditores importantes para a modificagdo do perfil
quimico, refletindo, assim, na quantidade de comportamentos agressivos (Valadares et
al. 2015, Kaib et al. 2004, Gibbs et al. 1998, Shelton e Grace 1997). Para o segundo
capitulo, ja em uma escala inter-especifica, temos como predicdo que o estresse
ambiental causado por um gradiente altitudinal aumentara a riqueza e abundancia de
coabitantes associados a ninhos de N. cf. coxipoensis. Essa previsdo estd baseada na
premissa da hipétese de gradiente-estresse onde interagfes simbioticas, aqui cupim-
coabitante, aumentam com a elevacéo do estresse ambiental, uma vez que processos de
facilitagdo séo favorecidos em ambientes mais estressantes (Bulleri et al. 2015, Millar e
Bennett 2016). No ultimo capitulo, também focado em interacdes inter-especificas,
realizamos uma meta-anéalise para responder quais os reais efeitos da presenca de fungos
habitantes da madeira nos comportamentos alimentares e sobrevivéncia de uma ampla
diversidade de cupins. Essa meta-analise foi motivada pelo fato de ser muito comum
encontrar na literatura resultados contraditorios (positivos e negativos) sobre os efeitos

da presenca de fungos nos comportamentos alimentares e sobrevivéncia de cupins.
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GENERAL INTRODUCTION

There are a multitude of biological interactions, whether they be among
individuals of a species, or between species within a community (Ricklefs 2010). Both
interactions (intra- and inter-specific) involving social insects have interested scientists
from all over the world, either to understand the evolutionary history of the complexity
of social structuring (Richard and Hunt 2013) or to species conservation (Tylianakis et
al., 2009). Intra-specific interactions have gained prominence as they help us understand
the ecology and evolution of social communication (Leonhardt et al., 2016). In relation
to inter-specific associations, interactions of the type antagonisms and mutualisms have
gained prominence in a range of groups of social insects such as bees (Genini et al.,
2010, Ramirez-Flores et al., Costa et al., 2016) and termites (Campbell et al., 2016,

Marins et al., 2016).

Communication in social insects has fascinated scientists since the last century,
where one of the best-known examples was described by Karl von Frisch, in which bees
move to inform their nest mates of a resource (von Frisch 1967). Since then, our
understanding of communication mechanisms in social insects has advanced

significantly (Leonhardt et al., 1996, Sharma et al., 2000, Kaib et al., 2004).

In termites, in which most species are composed of individuals with non-
functional eyes, groups of chemical compounds are important for maintaining the
colony's physical integrity and social homeostasis (eg division of tasks) (Costa-
Leonardo et al. 2009). These groups of compounds, known as semiochemicals, have
several functions ranging from assisting in the performance of complex behavioral
activities, such as foraging and division of tasks within the colony, to simply assist in
the colony's recognition capacity (Costa-Leonardo et al., 2009). Among the different

types of semiochemicals in termites, cuticular hydrocarbons (HCC's) have gained
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prominence as a composite group that helps to understand the communication of these

insects (Blomquist and Bagneres 2010).

HCC's have the primary function of serving as a physical barrier against insect
desiccation (Gibbs 2011). However, it is believed that HCCs are involved in the
recognition among partners of the same nests (Batista-Pereira et al., 2004, Kaib et al.,
2004). This relationship between chemistry and recognition is due to the fact that
differences in the chemical composition of certain compounds present in different
colonies of the same species increase intercolonial aggression (Howard and Blomquist
2005, Kaib et al., 2002, Jmhasly and Leuthold 1999). Thus, when termites from
different colonies meet, aggressive behavior may occur (Rojo and Acda 2016). Thus,
studies involving observations and tests of these behaviors have been used to determine
foraging territories (Haverty et al., 1999) as well as the ways of understanding

recognition among individuals (Su and Haverty 1991).

This way having the capacity to recognize if an individual is a companion of the
nest is extremely important to avoid the invasion of possible intruders in the colony
(Marins and De Souza 2008). However, it is very common to find a diversity of other
invertebrates associated with the nests of a species, a phenomenon known as social
parasitism (Breed et al., 2012). It is a great challenge to understand the processes and
mechanisms related to the invasion and the establishment of an intrusive species at the
nest of its host. Studies have shown that intrinsic processes between species, as a
strategy to avoid conflicts, regulate the coexistence between intruders and hosts
(Florencio et al., 2013, Cristaldo et al 2014). Other factors, such as nest size, presence
of associated ants, or disturbances such as fire can determine the amount and likelihood
of encountering cohabitants (Marins et al., 2016, Cristaldo et al., 2012, Monteiro et al.

Inter-specific interactions related to termite species go far beyond those related to social
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parasitism. For example, interactions between termites and fungi demonstrate how there

Is a range of relationships that these insects can carry out in nature (Martin 1992).

Among the interactions that termites perform together with fungi are examples of
termites of the family Macrotermitinae (Sands 1969, Rouland-Lefévre et al., 2006)
associated to Termitomyces fungi, that use these fungi in the feeding; another
interaction can be found with the fungi associated with the intestinal tract of termites,
which can help cellulose degradation (Breznak and Brune 1994, Barbosa-Silva et al.,
2016); It is also common for termites to associate with wood-borne fungi, in which they
can aid or impair termites in the search for cellulosic resources (Esenther et al., 1961,

Amburgey 1979).

Thus, this thesis aims to answer the following questions related to intra and inter-
specific interactions involving termites: i) to understand how the elevation influences on
the chemical cuticular profile and the recognition ability of Nasutitermes cf.
coxipoensis, ii) to test the effect of environmental stress caused by the increase in the
diversity of cohabitants associated with N. cf. coxipoensis and finally, iii) to evaluate
the effects of the presence of woody fungi on a resource used by termites in feeding
behaviors and termite survival. For this, the thesis is divided into three chapters. The
first chapter, intended to understand intra-specific interactions, predicts that elevation is
a factor capable of modifying the cuticular chemical profile of N. cf. coxipoensis and
influence on the recognition ability in nests of N. cf. coxipoensis through tests of
aggressiveness. This prediction is based on the premise that environmental factors
(temperature, diet, etc.) are important predictors of chemical profile modification, thus
reflecting the amount of aggressive behavior (Valibert et al. 1998, Shelton and Grace
1997). For the second chapter, already on an inter-specific scale, we predict that the

environmental stress caused by an altitudinal gradient will increase the richness and
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abundance of cohabitants associated with nests of N. cf. coxipoensis. This prediction is
based on the premise of the gradient-stress hypothesis where symbiotic interactions,
here term-cohabitant, increase with the elevation of environmental stress, since
facilitation processes are favored in more stressful environments (Bulleri et al. Bennett
2016). In the last chapter, also focused on inter-specific interactions, we performed a
meta-analysis to answer the real effects of the presence of woody fungi on food
behaviors and survival of a wide range of termites. This meta-analysis was motivated
while it is very common to find in the literature contradictory results (positive and
negative) on the effects of the presence of fungi on feeding behaviors and termite

survival.

21



REFERENCIAS

Amburgey, T.L. (1979). Review and checklist of the literature on interactions between
wood-inhabiting fungi and subterranean termite: 1960-1978. Sociobiology, 4,279-
296.

Barbosa-Silva, A.M., Farias, M.A.A., Mello, A.P., Souza, A.E.F.S., Garcia, HH.M. &
Bezerra-Gusmao, M.A. (2016). Lignocellulosic fungi in nests and food content of
Constrictotermes cyphergaster and Inquilinitermes fur (Isoptera, Termitidae) from
the semiarid region of Brazil. Fungal Ecology, 20, 75-78.

Barriga, P.A.; Dormann, C.F.; Gbur, E.E. e Sagers, C.L. (2015). Community structure
and ecological specialization in plant-ant interactions. Journal of Tropical
Ecology, 31: 325-334.

Batista-Pereiraa, L.G.; Santos, M.G., Corréa, A.G.; Fernandesa, J.B.; Arabb, A.; Costa-
Leonardob, A.M.; Dietrich, C.R.R.C.; Pereira, D.A. e Bueno, O.C. (2004).
Cuticular hydrocarbons of Heterotermes tenuis (Isoptera: Rhinotermitidae):
analyses and electrophysiological studies. Zeitschrift fiir Naturforschung, 59: 135-
139.

Blomquist, G.J. e Bagneres, A.G. (2010). Insect Hydrocarbons. Biology, Biochemistry,
and Chemical Ecology. Cambridge: Cambridge University Press.

Breed, M.D.; Cook, C. e Krasnec, M.O. (2012). Cleptobiosis in social insects. Psyche,
doi:10.1155/2012/484765.

Breznak, J.A. Brune, A. (1994). Role of microorganisms in the digestion of
lignocellulose by Termites. Annual Review of Entomology, 39, 453-487.

Bulleri, F.; Bruno, F.J.; Silliman, B.R. e Stachowicz, J.J. (2015). Facilitation and the
niche: implications for coexistence, range shifts and ecosystem functioning.
Functional Ecology, doi: 10.1111/1365-2435.12528.

Campbell, C.; Russo, L.; Marins, A.; DeSouza, O.; Schonrogge, K; Mortensen, D.;
Tooker, J.; Albert, R. e Shea, K. (2016). Top-down network analysis characterizes
hidden termite—termite interactions. Ecology and Evolution, 6: 6178-6188.

Clay, N.A.; Little, N. e Riggins, J.J. (2017). Inoculation of ophiostomatoid fungi in
loblolly pine trees increases the presence of subterranean termites in fungal
lesions. Arthropod-Plant Interactions, 11: 213-2109.

Cornelius ML, Bland JM, Daigle DJ, Williams KS, Lovisa MP, Connick Jr WJ, Lax AR
(2004) Effect of a lignin-degrading fungus on feeding preferences of formosan
subterranean termite (Isoptera: Rhinotermitidae) for different commercial lumber.
J Econ Entomol 97:1025-1035. doi: 10.1603/0022-
0493(2004)097[1025:EOALFQ]2.0.CO;2

Cornelius ML, Daigle DJ, Connick Jr WJ, Parker A, Wunch K (2002) Responses of
Coptotermes formosanus and Reticulitermes flavipes (Isoptera: Rhinotermitidae)
to three types of wood rot fungi cultured on different substrates. J Econ Entomol
95:121-128. doi: 10.1603/0022-0493-95.1.121

22



Costa, F.V.; Mello, M.A.R.; Bronstein, J.L.; Guerra, T.J.; Muylaert, R.L.; Leite, A.C. e
Neves, F.N. (2016). Few ant species play a central role linking different plant
resources in a network in rupestrian grasslands. PLoS ONE, 11(12): e0167161.
doi:10.1371/journal.pone.0167161.

Costa-Leonardo, A.M.; Casarin, F.E. e Lima, J.T. (2009). Chemical communication in
Isoptera. Neotropical Entomology, 38: 001-006.

Cristaldo, P.F.; DeSouza, O.; Krasulova, J.;Jirosova, A.; Kutalova, K.; Lima, E.L.;
Sobotnik, J. e Sillam-Dusseés, D. (2014). Mutual use of trail following chemical
cues by a termite host and its inquiline. PLoS ONE, 9(1): e85315.
doi:10.1371/journal.pone.0085315.

Cristaldo, P.F.; Rosa, C.S.; Florencio, D.F.; Marins, A.; DeSouza, O. (2012).
Termitarium volume as a determinant of invasion by obligatory termitophiles and
inquilines in the nests of Constrictotermes cyphergaster (Termitidae,
Nasutitermitinae). Insectes Sociaux, 59: 541-548.

Esenther, G.R., Allen, T.C., Casida, J.E. & Shenepelt, R.D. (1961) Termite attractant
from fungus-infected wood. Science, 134, 50.

Florencio, D.F.; Marins, A.; Rosa, C.S.; Cristaldo, P.F.; Aradjo, A.P.A.; Silva, 1.V. e
DeSouza, O. (2013). Diet segregation between cohabiting host and inquiline
termite species. PL0S One, 8(6): €66535.

Genini, J.; Morellato, L.P.C; Guimaraes-Jr, P.R. e Olesen, J.M. (2010). Cheaters in
mutualism networks. Biology letters, 6: 494-497.

Gibbs, A.G. (2011). Thermodynamics of cuticular transpiration. Journal of Insect
Physiology, 57: 1066-1069.

Gibbs, A.G; Louie, A. K. e Ayala, J.A. (1998). Effects of temperature on cuticular lipids
and water balance in a deserte Drosophila: is thermal acclimation beneficial? The
Journal of Experimental Biology, 201: 71-80.

Haverty, M.I; Copren, K.A; Getty, G.M. e Lewis, V.R. (1999). Agonistic behavior and
cuticular hydrocarbons phenotypes of colonies of Reticulitermes (Isoptera:
Rhinotermitidae) from Northern California. Annual Entomology Society
American, 92: 269-277.

Howard, R.W. e Blomquist, G.J. (2005). Ecological, behabioral, and biochemical
aspects of insect hydrocarbons. Annual Review Entomology, 50: 371-393.

Jmhasly, P. e Leuthold, R.H. (1999). Intraspecific colony recognition in the termites
Macrotermes subhyalinus and Macrotermes bellicosus (Isoptera, Termitidae).
Insectes Sociaux, 46: 164-170.

Kaib, M.; Jmhasly, P.; Wilfert, L.; Durka, W.; Franke, S.; Francke, W.; Leuthold, R.H.
e Brandl, R. (2004). Cuticular hydrocarbons and aggression in the termite
Macrotermes subhyalinus, Journal of Chemical Ecology, 30: 365-385.

Kamaluddin NN, Nakagawa-Izumi A, Nishizawa S, Fukunaga A, Doi S, Yoshimura T.,
Horisawa F (2016) Evidence of subterranean termite feeding deterrent produced

23



by brown rot fungus Fibroporia radiculosa (Peck) Parmasto 1968 (Polyporales,
Fomitopsidaceae). Insects 7:41

Leonhardt, S.D.; Menzel, F.; Nehring, V. e Schmitt, T. (2016). Ecology and evolution
of communication in social insects. Cell, 164: 1277:1287.

Marins, A. e DeSouza, O. (2008). Nestmate recognition in Cornitermes cumulans
termites (Insecta: Isoptera). Sociobiology, 51: 1-9.

Marins, A.; Costa, D.; Russo, L.; Campbell, C.; DeSouza, O.; Bjornstad, O.N. e Shea,
K. (2016). Termite cohabitation: the relative effect of biotic and abiotic factors on
mound biodiversity. Ecological Entomology, doi: 10.1111/een.12323

Martin, M.M. (1992). The evolution of insect-fungus associations: from contact to
stable symbiosis. American Zoology, 32: 593-605.

Maynard, D.S., Crowther, T.W., King, J.R., Warren, R.J. & Bradford, M.A. (2015)
Temperate forest termites: ecology, biogeography, and ecosystem impacts.
Ecological Entomology, 40, 199-210.

Millar, N.S. e Bennett, A. E. (2016). Stressed out symbiotes: hypotheses for the
influence of abiotic stress on arbuscular mycorrhizal fungi. Oecologia, 182: 625—
641.

Monteiro, I. Viana_Junior, A.B.; Solar, R.; Neves, F.S e DeSouza, O. (2017).
Disturbance-modulated symbioses in termitophily. Disturbance-modulated
symbioses in termitophily. Ecology and Evolution, in press.

Ramirez-Flores, V.A.; Villanueva-Gutiérrez, R; Roubik, D.W.; Vergara, C.H.; Lara-
Rodriguez, N.; Déttilo, W.; Ferrer, M.E.B. e Rico-Gray, V. (2015). Topological
Structure of Plant-bee Networks in Four Mexican Environments. Sociobiolgy, 62:
56-64.

Richard, F.-J. e Hunt, J.H. (2013). Intracolony chemical communication in social
insects. Insectes Sociaux, 60: 275-291.

Ricklefs, R.E. A economia da Natureza. (2010). 6 ed., Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan.

Rojo, M.J.A. e Acda, M.N. (2016). Interspecific agonistic behavior of Macrotermes
gilvus (Isoptera: Termitidae): implication on termite baiting in the Philippines.
Journal Insect Behavior, 29: 273-282.

Rouland-Lefévre, C., Inoue, T. & Johjima T. (2006) Termitomyces/termite interactions.
Intestinal microorganisms of soil invertebrates (ed. by Konig, H. and Varma, A.),
pp. 335-350. Springer-Verlag, Berlin.

Sands, W.A. (1969) The association of termites and fungi. Biology of Termites (ed. by
Krishna, K. & Weesner, F.M.), pp. 495-519. Academic Press, New York.

Sharma, K.R.; Enzmann, B.L.; Schmidt, Y.; Moore, D.; Jones, G.R.; Parker, J.; Berger,
S.L.; Reinberg, D.; Zwiebel, L.J.; Breit, B; Liebig, J. e Ray A. (2015). Cuticular
hydrocarbon pheromones for social behavior and their coding in the ant antenna.
Cell Reports, 12: 1261-1271.

24



Shelton, T. G. e Grace, J.K. Impact of low temperature conditioning on intercolonial
agonism in Coptotermes formosanus (Isoptera: Rhinotermitidae).

Sociobiology, 30: 197-211.

Su NY (2005) Directional change in tunneling of subterranean termites (Isoptera:
Rhinotermitidae) in response to decayed wood attractants. J Econ Entomol
98:471-475. doi: 10.1603/0022-0493-98.2.471

Su, N.-Y. e Haverty, M.I. (1991). Agonistic behavior among colonies of the formosan
subterranean termite, Coptotermes formosanus Shiraki (Isoptera:
Rhinotermitidae), from Florida and Hawaii: lack of correlation with cuticular
hydrocarbon composition. Journal of InsectBehavior, 4: 115-128.

Tylianakis, J.M.; Laliberté, E.; Nielsen, A. e Bascompte, J. (2010). Conservation of
species interaction networks. Biological Conservation, 143: 2270-2279.

Valadares, L.; Nascimento, D. e Nascimento, F.S. (2015). Foliar Substrate Affects
Cuticular Hydrocarbon Profiles and Intraspecific Aggression in the Leafcutter Ant
Atta sexdens. Insects, 6: 141-151.

von Frisch, K. (1967). The dance language and orientation of bees (Cambridge: Harvard
University Press).

Wong, A.H.H. & Cheok, K.S. (2001) Observations of termite-Fungus interactions of
potential significance to wood biodeterioration and protection. Timber
Technology Bulletin, 24, 1-9.

25



Capitulo 1

O GRADIENTE ALTITUDINAL NAO INFLUENCIA COMPORTAMENTOS
AGRESSIVOS EM CUPIM: EFEITOS AMBIENTAIS E ESPACIAIS NA

DISSIMILARIDADE QUIMICA EM Nasutitermes cf. coxipoensis
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Resumo — Em insetos sociais a capacidade de distinguir os individuos do ninho dos
demais é essencial para a manutencao da atividade social da colénia. Como os fatores
ambientais e espaciais sdo capazes de modificar o perfil quimico cuticular, esses fatores
podem influenciar na capacidade de reconhecimento entre os individuos. Dessa forma,
neste estudo, testamos como a variacao altitudinal influencia na composi¢do quimica
dos lipidios cuticulares e se os efeitos ambientais sdo mais fortes que os efeitos
espaciais para explicar a dissimilaridade quimica em Nasutitermes cf. coxipoensis.
Realizamos testes de agressividade para verificar se a elevacao influencia no nimero de
comportamentos agressivos entre pares de ninhos. Observamos que a elevacdo somente
influenciou a mudanca na composicéo do perfil quimico quando avaliamos a matriz
completa de compostos e os monometil-alcanos, porém com baixo poder de explicacao
(R2=0.10 e 0.11, respectivamente). Mesmo com a correlagéo entre variagéo altitudinal
e distdncia geografica, somente distancia geogréfica teve relagdo significativa com a
dissimilaridade quimica entre todos os pares de ninhos. Ou seja, ninhos
geograficamente mais distantes s&o mais dissimilares. Verificamos que 0s
comportamentos agressivos ndo mudam com a elevagdo, porém verificamos que o
comportamento agressivo foi relacionado com a distancia quimica para o grupo dos n-
alcanos lineares, mostrando que quanto mais diferentes sdo para esse grupo de
composto, mais agressivos sao os pares de colonias. Esses resultados refutam a
possibilidade de os efeitos ambientais serem importantes fatores para explicar
modificacfes na composi¢do do perfil quimico e na capacidade de reconhecimento de
N. cf. coxipoensis. NOs sugerimos que fatores genéticos possuem mais forga na
identificagdo intercolonial entre individuos de N. cf. coxipoensis encontrados nos

ambientes altimontanos do sudeste do Brasil.
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Palavras-chaves — comportamento agonistico, relacdo dissimilaridade-distancia,

Isoptera, lipidios cuticulares, semioquimicos.
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INTRODUCAO

A comunicacdo entre membros de um grupo social é essencial para a manutengdo
das funcdes vitais associadas a vida em sociedade. Dentre essas fun¢Ges podemos citar a
coordenacdo de atividades, identificacdo de castas e atribui¢do de func¢des dentro da
colonia (Richard e Hunt 2013). Em insetos sociais, a camada de hidrocarbonetos
cuticulares (HCC’s) tem demostrado, em diversos trabalhos, ter um papel fundamental
nessa capacidade de reconhecimento matuo entre parceiros de ninho (Singer 1998;
Blomquist ¢ Bagnéres 2010). Os HCC’s tém a funcdo primaria de servir como barreira
fisica contra a dessecacdo dos insetos (Gibbs 2011). No entanto, eles podem ajudar
como feromonios de reconhecimento de sexo/género, cariomdnios, reconhecimento
intra e inter-especifico e, também, para 0s organismos miméticos nao serem
reconhecidos como intrusos em ninhos (von Beeren et al. 2011, Sharma et al. 2015,
Wurdack et al. 2015). Dentre os HCC’s é comum encontrar certos grupos de n-alcanos
lineares, compostos insaturados (com ligacdo dupla) e compostos com alguma
ramificacdo metilica (Menzel et al. 2017a). Contudo os padrfes associados a esses
grupos de compostos podem ser influenciados ambos por fatores genéticos ou do
ambiente (Leonhardt et al. 2013, Martin et al. 2013).

Dentre os fatores ambientais que afetam a composicao quimica de HCC’s
podemos citar a dieta (Florane et al. 2004, Valadares et al. 2015), fatores abi6ticos como
temperatura, pluviosidade e umidade (Shelton e Grace 1997, Menzel et al. 2017a, b,
Woodrow et al. 2000, Toolson e Hadley 1979). Entretanto, alem de fatores ambientais
existem processos espaciais que também podem estar atrelados a dissimilaridade
quimica entre populagdes (Bonelli et al. 2014). A relagéo de dissimilaridade-distancia

descreve como a similaridade da composicao de especies varia dentro da sua distancia
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geografica ou ambiental (Morlon et al. 2008). Assim, fatores geograficos sendo
importantes, processos neutros, como a capacidade dispersiva de uma espécie, podem
estar associados a dissimilaridade. J& para a variagdo ambiental, processos de nicho séo
importantes para explicar a (dis)similaridade entre habitats (Fitzpatrick et al. 2013).
Dessa forma, tanto processos ambientais quanto espaciais podem contribuir para a
diferenciacdo da composi¢édo do perfil quimico de uma populagdo (Fitzpatrick et al.
2013, Kaib et al 2004).

A mudanca na composicao do perfil quimico é importante para a capacidade de
reconhecimento de insetos sociais e pode ser mensurada pelo comportamento agressivo
entre os individuos (ver Rojo e Acda 2016). O comportamento agressivo de um
individuo durante uma luta inclui comportamentos de defesa e/ou ataque (King 1973).
Esse comportamento pode ocorrer na tentativa de proteger ou competir por um recurso
para o ninho (Thorne e Haverty 1991). Assim, diversos comportamentos podem ser
exibidos pelos cupins, como a luta direta, 0 comportamento de escape ou até submisséo
(Haverty e Thorne 1989). Embora seja comum visualizar a casta soldado exibir
comportamentos agressivos, 0s operarios também sdo capazes de demonstrar agressao
(Thorne 1982, Binder 1988, Haverty e Thorne 1989, Jones 1990, Delaplane 1991,
Polizzi e Forschler 1998). Em cupins ja foi verificado que o comportamento agressivo
aumenta quando existe uma maior dissimilaridade do perfil quimico entre os individuos
co-especificos (Kaib et al. 2004).

Assim os ambientes altimnontanos, por possuirem uma modificacdo gradual das
condigdes abidticas e estrutura da vegetacdo, sdo 6timos lugares para verificar o efeito
ambiental e espacial na mudanca de perfil cuticular de espécies de cupins. Entretanto,
estudos avaliando os efeitos do gradiente altitudinal na mudanca do perfil cuticular e na

capacidade de reconhecimento de cupins ainda nao foram reportados. Dessa forma,
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verificamos aqui qual o papel da elevacdo na composicdo do perfil quimico cuticular e o
papel da distancia ambiental (variacdo altitudinal) e espacial na dissimilaridade dos
lipidios cuticulares da espécie de cupim Nasutitermes cf. coxipoensis, comum em todo o
gradiente altitudinal da Serra do Cipd, Minas Gerais (Nunes et al. 2017). Além de
determinar os padrfes quimicos cuticulares, realizamos testes de agressividade para
observar qual o efeito da elevacdo na capacidade de reconhecimento dessa mesma
espécie.

Diante do exposto temos como hipdtese que fatores ambientais, associados ao
gradiente altitudinal, s&o preditores importantes para a estruturagdo da composicao do
perfil quimico em N. cf. coxipoensis. A partir desta mudanca composicional, esperamos
que a variacao altitudinal seja mais importante para a dissimilaridade quimica entre
pares de ninhos do que a distancia geografica, uma vez que fatores ambientais afetam a
composi¢do quimica cuticular de cupins (Kaib et al. 2004). Finalmente, esperamos que
a quantidade de agressividade seja influenciada pela elevacéo, uma vez que a
quantidade de comportamento agressivo esta relacionada a dissimilaridade quimica dos

ninhos, e a diferenca quimica relacionada ao gradiente de altitude.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo. Conduzimos o estudo ao longo do gradiente altitudinal de cerrado e
campo rupestre situado na Serra do Cip6, no municipio de Santana do Riacho (ver
Fernandes et al. 2016). A Serra do Cip0 esta inserida na Area de Protecio Ambiental
Morro da Pedreira, localizada na parte sudeste da cadeira do Espinhaco, no estado de
Minas Gerais, Brasil. O clima da regido é considerado mesotermal (Cwb), de acordo
com a classificacdo de Kopper, com precipitagdo média anual variando entre 1,300 mm

e 1,622 mm (Ribeiro e Figueira 2011, Negreiros et al. 2014, Carvalho et al. 2014). As
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condic@es climaticas locais dentro do gradiente altitudinal da Serra do Cip6 mudam
como qualquer padrdo climético global elevacional (diminuigdo da temperatura e
aumento da umidade do ar e padrdo unimodal para pluviosidade; Fernandes et al. 2016;

Fig. 1).
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Fig. 1 — Mapa da area do Parque Nacional Serra do Cipd, Minas Gerais, Brasil. Os
pontos negros séo a localizagéo dos ninhos amostrados. Detalhe do lado direito mostra a
variacdo de temperatura (a), pluviosidade (b) e umidade (c) em relagéo a elevacao
(gréficos retirados de Fernandes et al. 2016).

Modelo de estudo: Foram utilizados como modelo de estudo ninhos da espécie de
cupim Nasutitermes cf. coxipoensis (Holmgren). Essa espécie € muito comum em
regibes tropicais e frequentemente encontrada associada a campos e solos arenosos
(Almeida et al. 2016). Na area de estudo essa € a espécie mais abundante (Nunes et al.
2017) e seu ninho se caracteriza por possuir uma superficie irregular com

protuberancias granulares. A parede do ninho possui uma consistente e fina camada de

areia e a parte aérea e facilmente removida. A coloragdo dos ninhos varia de marrom
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claro e escuro a marrom avermelhado (Laffont et al. 2012). Para todos 0s experimentos

utilizamos um total de 30 ninhos, no qual foram manejados como descritos abaixo.

Extracéo dos lipidios cuticulares e analises dos hidrocarbonetos. Os compostos
cuticulares foram extraidos em triplicatas de um pool de 50 individuos da casta de
operarios de cada um dos 30 ninhos utilizados nos ensaios comportamentais (ver
abaixo). Antes da extragdo os individuos foram colocados temporariamente em freezer
para diminuir o seu metabolismo e assim facilitar a coleta sem haver qualquer dano aos
individuos. Os individuos coletados foram imersos em uma mistura de dois ml n-hexano
+ 100 pl de tridecanoato de metila, por dois minutos. Apds esse periodo, o solvente foi
removido e 0s extratos resultantes armazenados em vials de 1.5 ml para analise em um
espectrometro Shimadzu QP2010 Plus, operando em modo de ionizagdo por impacto de
elétrons (70 eV, fullscan), acoplado a um cromatégrafo a gas Shimadzu GC-2010. As
amostras foram injetadas em modo splitless e eluidas em uma coluna capilar DB-5 (30
m X 0,25 mm d.i.; 0,25 um de espessura de filme; Agilent Technologies, EUA), sob um
fluxo de 1 mL.min. A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, mantida por 1
minuto. ApGs esse tempo, a temperatura sofreu acréscimos de 7 °C/min até alcancar
270°C, mantendo-se nesse valor por 30 minutos.

As identificagcdes dos compostos foram realizadas com base na comparacao de
Seus respectivos espectros de massa com os descritos na literatura e também na
biblioteca NIST, assim como através de seus respectivos indices de retencdo (Carlson et
al. 1998). A quantificacdo dos componentes presentes nos extratos foi realizada atraves
de padronizacdo interna (tridecanoato de metila). Os indices de retencdo foram
calculados com base no método proposto por van den Dool e Kratz (1963). Para isto,

uma solucéo estoque contendo os hidrocarbonetos lineares de C1o e Cs foi preparada
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com concentracdo proximo de 10 ppm para cada componente. Aliquotas contendo 1 pl
da solucgéo de hidrocarbonetos e 1 pl do extrato natural foram analisados por
cromatografia gasosa acoplado a um espectrometro de massa (CG-EM). A rampa de
temperatura do CG foi programada para iniciar em 50 °C, com acréscimo constante de 3
°C.mint até 300 °C, mantendo-se a esta temperatura por 10 minutos. As analises foram

realizadas no mesmo tipo de coluna descrito anteriormente.

Ensaios comportamentais. Um total de 15 pares (n = 30) de ninhos da espécie
Nasutitermes cf. coxipoensis (Holmgren) foram coletados ao longo do gradiente
altitudinal da Serra do Cip6. A escolha dos ninhos foi feita arbitrariamente seguindo
critérios de distancia minima ente os pares (> 50 m) e ao longo do gradiente altitudinal
manejével para o nosso objetivo. Para cada termiteiro marcamos a elevagdo e a
coordenada geogréfica, e posteriormente colocamos em sacos plasticos para realizacao
dos ensaios comportamentais em laboratdrio. Em placas de Petri de seis centimetros de
didmetro por um centimetro de altura, forrada com papel filtro e umedecida com agua,
montamos 10 réplicas de ensaios comportamentais para cada par de ninho. Cada ensaio
continha cinco operarios de cada coldnia de um par no qual foram realizadas
observagdes durante cinco minutos em intervalos de 30 segundos. Em cada intervalo de
tempo foram registrados trés possiveis comportamentos: exame, que consiste em
antenacdo ou palpacdo; alarme, ou seja, visualiza¢do de tremores rapidos para cima e
para baixo ou perseguicdes; e agressdo, que compreende lutas diretas por mordidas e
apreensdes. Dessa forma cada comportamento teve um escore que variou entre 0
(nenhum comportamento visualizado) e 10 (maximo de eventos possiveis; Jmhasly e

Leuthold 1999).
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Analises estatisticas. Para verificar se a composicdo quimica cuticular muda com a
altitude, geramos uma matriz quimica utilizando apenas os compostos que contribuiram
> 0.5% do total de componentes identificados (Valadares et al. 2015, Bonelli et al.
2014) e transformamos a matriz em raiz quadrada para reduzir a amplitudes dos valores
dos compostos (Valadares et al. 2015). Realizamos analises de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) para verificar se a composi¢do quimica esta
relacionada com a elevacéo registrada de cada ninho (9999 permutac@es, método =
“Bray”). NOs representamos os resultados da PERMANOVA com um gréfico de
escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS).

Para entender se o perfil cuticular é mais influenciado pelos fatores ambientais
ou pelos espaciais, testamos as correlagdes dos dados quimicos com a distancia
geografica e com a variagdo altitudinal entre todos os ninhos (n = 30) usando teste de
Mantel sobre a dissimilaridade de Bray-Curtis para as distancias quimicas (9999
permutagdes, pacote vegan do R; Leonhardt et al. 2013, Frizzi et al. 2015).

Avaliamos como o numero de comportamentos agressivos varia em funcdo da
elevacdo e distancia quimica, construindo modelos lineares generalizados seguindo
distribuicdo binomial e funcédo de ligacao logit. Calculamos o indice de agressividade
usando a formula: 1A = nimero de comportamentos agressivos/nimero total de
comportamentos. A distancia quimica entre os pares de ninhos usado nos
comportamentos de agressividade, foi calculada utilizando o indice de dissimilaridade
de Bray-Curtis. Em modelos separados, relacionamos o Al com elevacdo e com as
distancias quimicas dos perfis cuticulares usando diferentes matrizes de compostos: i)

compostos totais; ii) n-alcanos; iii) monometil-alcanos; e iv) dimetil-alcanos.
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RESULTADOS
O perfil cuticular de Nasutitermes cf. coxipoensis foi caracterizado por 28
diferentes hidrocarbonetos, em uma variagéo de tamanho de Ci2 a Cas. A identificacdo
dos lipidios cuticulares é basicamente composta por componentes saturados incluindo
n-alcanos lineares (sete componentes, 25%) e alcanos com ramificacdo metilica (42.8%
monometil-alcanos, 12 componentes; 28.5% dimetil-alcanos, oito componentes; e 3.5%
trimetil-alcano, um componente). A lista dos compostos e seus indices de retencdes,

com a média e seus desvios padrdes estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo da concentracdo cuticular de hidrocarbonetos extraidos da
espécie de cupim Nasutitermes cf. coxipoensis e usado subsequentemente nas analises estatisticas.
Os valores sdo da média da raiz quadrada das triplicatas realizadas. IR = Indice de retencao.

Classe quimica Componente IR Formula quimica  Média + (DP)
Alcanos lineares
Eicosano 1995 Ca0Ha2 1.35 £ (0.64)
Tetracosano 2402 Ca4Hso 2.56 = (1.15)
Pentacosano 2504 CosHs2 2.63 = (1.47)
Hexacosano 2602 CoeHss 3.16 + (1.23)
Heptacosano 2696 Ca7Hse 3.56 £ (1.07)
Nonacosano 2905 Co29Heo 5.08 + (2.06)
Triacontano 3005 CsoHe2 1.62 £ (0.71)
Monometil-alcanos
a-Metil-Pentadecano 1546 a-CisHass 1.43 £ (0.35)
a-Metil-Heptadecano 1759 a-CigHsg 1.79 £ (0.20)
a-Metil-Nonadecano 1930 a-CaoHa2 1.46 £ (0.47)
a-Metil-Pentacosano 2537 a-CasHs4 2.05 % (0.71)
a-Metil-Heptacosano 2727 a-CogHsg 5.68 = (1.55)
a-Metil-Heptacosano 2752 a-CagHss 7.34 + (3.26)
a-Metil-Octacosao 2841 a-CaoHeo 2.35+(0.81)
a-Metil-Nonacosano 2931 a-CsoHe2 5.85 £ (1.93)
a-Metil-Triacontano 3033 a-CsiHes 1.64 £ (0.74)
a-Metil-Hentriacontano 3120 a-Ca2Hes 3.34 £ (1.93)
a-Metil-Hentriacontano 3148 a-Cs2Hes 3.37 £ (1.95)
a-Metil-Tritriacontano 3354 a-CzsHes 1.47 £ (0.46)
Dimetil-alcanos
a,b-Dimetil-Dodecano 1325 a,b-Ci2H2s 1.39 £ (0.67)
a,b-Dimetil-Octadecano 1890 a,b-CigHss 1.51 £ (0.50)
a,b-Dimetil-Nonadecano 1971 a,b-Ci9Ha40 2.08 £ (0.80)
a,b-Dimetil-Heptacosano 2787 a,b-Ca9Heo 3.74 + (1.76)
a,b-Dimetil-Heptacosano 2816 a,b-CaoHeo 1.66 £ (1.17)
a,b-Dimetil-Octacosano 2877 a,b-CazoHe2 3.10 + (0.98)
a,b-Dimetil-Nonacosano 2973 a,b-CaiHes 2.49 + (1.11)
a,b-Dimetil-Triacontano 3082 a,b-Caz2Hes 2.58 + (0.83)
Trimetil-alcanos
a,b,c-Trimetil-Hentriacontano 3207 a,b,c-CzsHro 1.82 + (0.78)

Quando analisamos a matriz inteira de hidrocarbonetos, verificamos que o

gradiente elevacional € um fator que altera a composi¢cdo quimica presente dentro dessa

populacédo da Serra do Cip6 (Fig. 2 Total). Quando avaliamos 0s grupos de
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hidrocarbonetos separadamente, verificamos que para os n-alcanos e os dimetil-alcanos

a elevacdo é um fator que nao explica a mudanca no perfil quimico. (Fig. 2). No entanto

a elevacéo possui efeito na mudanga da composicao para

alcanos (Fig. 2 Monometil-alcanos).

0 grupo dos monometil-

Total n-alcanos lineares
o © oo 0.4 o
02 = O @
04 0.2 =
- . °
°o
014 °
-0.2 =
O o Q
Stress =0.10 © e®4 o ® Stress = 0.05
029 R2=0.10 O Rz2=10.09
p=10.02 o s g p =0.06
—(:.2 —C:.1 0?0 UI‘1 0.2 *C:AZ *C:.i OfO 071 0!2 0?3 ULl
st Grupo centroide ws1
H 813-1018 m
. A 1231-1425m . .
Monometil-alcanos Dimetil-alcanos
*?1stress =0.14 °© o 044 Stress = 0.08 0®
220,11 R2 =0.08 ° @
p=0.01 @ p=0.07 °® o
0.1 9 ¢ o o 024 - 1 o
g 0.0 - o @ g OOO
O 0.0 -
e} o (@)
o @ Q
0.1 - ® O
° R -0.2 - O %
o) O Q
° O o

Fig. 2 — Representacdo dos resultados da anélise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) em um grafico bi-dimensional de escalonamento
multidimensional ndo-métrico (NMDS) dos extratos dos 30 ninhos amostrados. Os

tamanhos dos circulos representam a elevacdo onde foram registrados os ninhos. As

cores e 0s elipses sdo uma representacao subjetiva da categorizacéo dos ninhos em trés
grupos elevacionais em 95% de intervalo de confianca. Quadrado, triangulo e losango
representam os grupos centroides das categorias elevacionais.
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Verificamos que existe uma correlacéo significativa entre distancia quimica e
geogréfica para os pares de ninhos quando a distancia quimica foi calculada para todos
0s componentes. Encontramos também relacéo significativa com a distancia geogréfica
quando calculamos as distancias quimicas para os n-alcanos (r = 0.19, p = 0.006),
monometil-alcanos (r = 0.19, p = 0.004) e dimetil-alcanos (r = 0.26, p = 0.001). Por
outro lado, ndo foi verificado significancia na correlagdo entre distancia quimica e
variacdo da elevacdo (total — r =0.07, p = 0.10; n-alcanos — r = 0.03, p = 0.21;
monometil-alcanos — r = 0.08, p = 0.09; dimetil-alcanos — r = 0.06, p = 0.11), mesmo
com alta correlacdo entre variaco altitudinal e distancia geografica (r = 0.52, p < 0.001)

(Fig. 3).

40



600
—_
g
=500
—
<
S 400 |
e
=
B30
<
18 200
O
<
.g 7 : 1} c
Py E‘ @ ® r=0.52
> o ;!‘ f' ° s = p <0.001
o 2 4 6 8 w0 12 1
Distancia geografica (Km)
0.4 . . ®
T ATt
| .0'.-. o © s _8° o o ® -. ~
03 ) .',:_. p:.f‘.': :.. . e
A 00 0 ® 0..".! o8 °o .l e %00 °©
-"’-' 'fo. e S :. e o o %o
.'o.\‘,‘ 092 of o0 o o
02 - ° :.“:..? "":Oﬁ ﬁ:':' .‘°... . o
'3 :;.' , : ° e e @ °
CG .c .n ? ’0~ ..-.o..{ ot -
O 8 Cg‘ ° o".‘ . . o®
* p— ; .... e, .-.n ® o0° g ® °
0.1 | Rt ° b
E 00". ..:'. ° 0 r=0.07
\5‘ .? ¢ O p=009
U‘ (r) l(l)o 2(;0 380 460 S(I)U 6(;0
.S Variacdo altitudinal (m)
o L]
c
(CG 0.4 + . ° o
g ’ S 2. * :
o p— .-. :.l.o o & %
® e oo 0, .. e
D 03 -".':: ...:""h . 1AL
-
0.2 -

0.1

° ® p < 0.001

Distancia geografica (Km)

Fig. 3 — Correlaces entre distancias quimicas, geograficas e variagéo altitudinal entre
todos os pares de ninhos (matriz para todos os compostos). Cada ponto representa um
par de ninho de N. cf. coxipoensis dentro da populacéo de 30 individuos. A area
sombreada representa o erro padrdo da linha ajustada.
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Nas analises de agressividade observamos que ndo existe uma relagédo
significativa quando avaliamos o indice de comportamento agressivo com a elevagéo
(Deviance = 1.90; d.f. = 1, 13; p = 0.30). Quando avaliamos a relacdo entre o indice de
agressividade e distancias quimicas para todos os componentes identificados, grupos de
n-alcanos, monometil-alcanos e dimetil-alcanos, verificamos que somente 0s n-alcanos
mostram uma relagéo significativa com a capacidade de reconhecimento colonial em N.

cf. coxipoensis (Fig 4).
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Fig. 4 — Relacdo entre o indice de agressividade e a elevacdo média do par de ninho e a
distdncia quimica para cada un dos componentes, n-alcanos, monometil-alcanos e
dimetil-alcanos. A area sombreada representa o erro padrdo da linha ajustada.
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DISCUSSAO

Mostramos que os n-alcanos cuticulares podem ser utilizados para o
reconhecimento entre coldnias da espécie de cupim Nasutitermes cf. coxipoensis. Esse
resultado ndo condiz com os padrfes encontrados para a maioria das espécies de insetos,
onde compostos de cadeia com ramificacdo metilica sdo mais propensos a serem
considerados componentes de reconhecimento quando comparados aos n-alcanos
(Gibbs e Rajpurohit 2010, Chaline et al. 2005, Dani et al. 2001, Lorenzi et al. 2011,
Martin et al. 2008a, b). Isso se deve ao fato dos n-alcanos terem pontos de fusdo mais
elevados que os componentes ramificados, possuindo o papel como um composto
importante para protecdo contra dessecagdo (Chung e Carroll 2015). Entretanto, ja é
bem estabelecido que as vias metabolicas para a producgdo de hidrocarbonetos como os
n-alcanos estdo sobre controle genético (Blomquist e Bagneres 2010). Esse padrdo pode
sugerir que a capacidade de reconhecimento, juntamente com a modificacdo quimica
dos compostos cuticulares dessa espécie de cupim, possa ser controlada mais por fatores
genéticos do que ambientais.

Trabalhos evidenciam o possivel papel dos n-alcanos na capacidade de
reconhecimento entre individuos de uma mesma espécie. Greene e Gordon (2007),
mostraram que é uma mistura de compostos, incluindo n-alcanos, sdo o0s responsaveis
pelo comportamento de reconhecimento em formigas das espécies Linepithema humile e
Aphaenogaster cockerelli. Ou seja, 0s grupos de componentes isolados ndo séo capazes
de incitar respostas agressivas nessas duas espécies. E preciso que haja mudancas nas
abundancias relativas de ambos grupos de compostos, tanto dos n-alcanos como dos
componentes metil-alcanos (Greene e Gordon 2007).

Apesar de ocorrem mudangcas significativas no clima e na estrutura da vegetacéo

na medida em que subimos as montanhas da Serra do Cipo (ver Fernandes et al. 2016),
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verificamos que a composigdo quimica cuticular ndo muda quando analisamos todos 0s
compostos cuticulares. Mesmo tendo sido encontrado um efeito significativo para a
matriz que inclui todos os compostos, é verificado que apenas 0s monometil-alcanos sao
0s grupos de compostos que realmente séo afetados pela elevacdo, porém, com uma alta
sobreposicao para as categorias (R? = 0.11). O papel ambiental na diferenciagéo e
formacéo do perfil quimico ja foi evidenciado em insetos sociais (Valadares et al. 2015,
Fournier et al. 2016, Teseo et al. 2014). Entretanto, um resultado semelhante ao nosso
foi verificado por Uva et al. (2004) no qual o perfil quimico em popula¢des de uma
espécie de cupim, Reticulitermes lucifugus, é semelhante dentro de uma abrangéncia de
10 km. Adicionalmente, o estudo de Gibbs et al. (1991) mostrou que, embora existam
efeitos ambientais significativos, os fatores genéticos sao mais importantes do que 0s
fatores ambientais na determinacdo de variagdes nos lipidios cuticulares no gafanhoto
Melanoplus sanguinipes. A auséncia de relacdo da distancia quimica com a variacao
altitudinal sugere a inexisténcia de um efeito ambiental na dissimilaridade quimica
dessa espécie de cupim nas montanhas do sudeste brasileiro. Assim, sugerimos que 0s
efeitos genéticos devem ser preponderantes na determinacdo dos compostos cuticulares
de N. cf. coxipoensis.

Apesar de ndo apresentar uma relacdo com a elevacéo, verificamos que a
populacdo de N. cf. coxipoensis situada na Serra do Cip6 parece seguir um padrao de
isolamento quimico consistente com a hipotese da distancia-dissimilaridade. Assim, 0s
efeitos associados a capacidade dispersiva do individuo, torna os perfis cuticulares mais
semelhantes entre individuos mais proximos devido ao isolamento geografico (Wright
1943, Bonelli et al. 2014). Portanto, se o efeito genético esté associado a capacidade de
reconhecimento dessa espécie, quando comparado aos efeitos ambientais, ndo é surpresa

esperar essa correlacdo entre distancia quimica e geografica. O aumento da distancia
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pode diminuir o fluxo génico entre populagdes, gerando maior diversidade genética
entre ninhos mais distantes e refletindo, portanto, no perfil cuticular desses insetos
(Bonelli et al. 2014, Thomas e Simmons 2008, Tsutsui et al. 2003, van Zweden et al.
2010).

A compreensdo dos fatores que afetam os perfis cuticulares de uma espécie
social € importante para o entendimento da evolucdo da comunicacéo quimica e das
interacOes entre individuos dentro de uma populacéo local. Em nosso trabalho podemos
refutar a importancia de fatores ambientais para a formacéo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de N. cf. coxipoensis, principalmente aqueles relacionados a fatores
altitudinais. Esses resultados sugerem que fatores genéticos tenham maior relevancia na
estruturacdo quimica dessa espécie localizada na Serra do Cip0 e, dessa forma, no
reconhecimento de individuos da mesma coldnia. Investigar simultaneamente como
fatores genéticos, espaciais e ambientais contribuem para a comunicagdo dessa espécie é
importantes para entender quais mecanismos afetam a variagao geografica do perfil de
HCC em insetos sociais. Assim, podemos concluir que, com a falta de evidéncia para 0s
efeitos ambientais altitudinais na composic¢do quimica de N. cf. coxipoensis, a ndo
relacdo da agressividade com a elevacao e os efeitos geograficos na dissimilaridade
quimica da cuticula, fatores genéticos tenham influéncia no fenétipo quimico dessa
espécie. Todos esses resultados e evidéncias em conjunto podem, mesmo que
minimamente, sugerir um processo de isolamento geografico entre as populacées de N.
cf. coxipoensis levando a um processo de especiagdo dentro da area de montanha do

sudeste do Brasil.
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ESTRESSE ALTITUDINAL MODULANDO COABITACAO EM NINHOS DE
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Resumo Gradientes altitudinais sdo modelos interessantes para verificar padrdes e testar
hipoteses relacionadas a possiveis mudancas climaticas e estresse ambiental. Interagdes
ecoldgicas podem ser mais favorecidas quando ambientes possuem condicdes abidticas
mais adversas. Sendo assim, cupins podem ser organismos ideais para testar
empiricamente como o estresse ambiental modula a simbiose entre térmitas e seus
coabitantes de ninhos. Dessa forma, n6s testamos como a riqueza e abundancia de
coabitantes é afetada pelo gradiente altitudinal em uma montanha tropical localiza do
sudeste do Brasil. Amostramos 20 ninhos de cupins da espécie Nasutitermes cf.
coxipoensis ao longo do gradiente de altitude da Serra do Cipd, Minas Gerais, Brasil. Os
ninhos foram dissecados e todos os invertebrados coabitantes encontrados foram
coletados. Registramos 483 coabitantes, identificados em 66 morfo-espécies dentro das
classes Arachnida, Insecta, Crustacea e Myriapoda. Verificamos que tanto riqueza
quanto a abundancia de coabitantes aumentam significativamente com a elevacao.
Assim, fornecemos evidéncia que o estresse abidtico modula a interagdo entre cupins e
os seus termitéfilos uma vez que o aumento da altitude aumenta a diversidade de
coabitantes (riqueza e abundancia). Esses resultados possibilitam discussdes sobre como
0s ninhos de cupins promoverem o efeito espécie-bercario, ja que oferecerem condigdes
de microhabitats adequados para outros organismos que estdo sob condigdes adversas
externas ao ninho. Por fim, ficou evidente que o estresse ambiental aumenta a

termitofilia em ninhos de cupim ao longo de um gradiente altitudinal.

Palavras-chaves: estresse ambiental, especie-bercario, facilitacdo, habitat aclimatado,

termitofilia.
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INTRODUCAO

Estresse ambiental pode ser definido como uma influéncia ambiental que causa
mudancas ecologicas mensuraveis (Freedman 1995) e que a frequéncia continuada do
evento impossibilita 0 meio de voltar ao seu estado anterior (Borics et al. 2013). Dessa
maneira, gradientes altitudinais podem servir como exemplos de modelos para testar
hipdteses de gradiente-estresse. Nos sistemas altimontanos 0 aumento da altitude cria
um aumento do estresse abiotico influenciando nas interacfes entre as espécies
(Calaway et al. 2002) e determina uma mudanca da estrutura da vegetacao e da fauna
associada (Fernandes et al. 2016, Nunes et al. 2016a, b). A hipdtese de gradiente-
estresse prediz que a frequéncia, intensidade e importancia de certas interacdes intrer-
especificas sao diretamente correlacionadas com os niveis de estresses abioticos
(Bertness e Callaway 1994, Brooker e Callaghan 1998, para mais ver Maestre et al.
2009). Dessa forma, a simbiose como definida por de Bary (1879) - “organismos que
vivem juntos em um mesmo habitaz” — € um tipo de interacdo ainda pouco explorada,
principalmente quando consideramos a simbiose ao longo de gradientes altitudinais (ver
Seckbach e Grube 2010).

O inquilinismo, considerado nesse estudo como um tipo de simbiose, € comum
em ninhos de cupins (Cunha e Branddo 2000, Okabe 2013). Distintos organismos
podem ser encontrados simultaneamente ocupando ninhos de cupins e essa interacao
inter-especifica é conhecida como termitofilia (Redford 1984, Wang et al. 2002, Cunha
et al. 2009, Costa et al. 2009, Costa e Vanin 2010). Os ninhos de cupins com suas
paredes isolantes podem proporcionar um habitat adequado e com condig¢des 6timas
para algumas espécies em locais que apresentam condigdes mais adversas (DeSouza et
al. 2003, Avitabile et al. 2015, Monteiro et al. 2017). Além disso, os ninhos de cupins
podem servir como refugio contra disturbios como fogo (Joseph et al. 2011, 2013,

Monteiro et al. 2017). Entretanto, a diversidade de inquilinos associados a ninhos de
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cupins pode ser influenciada por diversos fatores. Dentre eles, 0 volume do termiteiro
tem efeito positivo na riqueza de coabitantes, relagdo baseada na associagao entre
espécie-area (Marins et al. 2016, Cristaldo et al. 2012, Cunha e Moraes 2010, Cunha et
al. 2003, Cunha e Brand&o 2000). Outro fator é a presenca do construtor no ninho, o
qual diminui a riqueza e altera a composicéo de coabitantes (Marins et al. 2016, Lisboa
et al. 2013). Além das caracteristicas intrinsecas do ninho, a presenca de formigas
compartilhando o ninho com cupins pode, também, alterar os padrdes de coabitacdo
(Jaffe et al. 1995, Monteiro et al. 2017). Dessa forma pode-se esperar que haja um
aumento da coabitacdo em ambientes estressantes (Lortie 2007, Monteiro et al. 2017).
Sendo assim investigamos como a riqueza e abundancia de coabitantes de
ninhos de cupins variam ao longo do gradiente altitudinal de uma montanha do sudeste
brasileiro. Esperamos encontrar um padrdo inverso do comumente encontrado ao longo
de gradientes altitudinais para insetos de vida livre nesse mesmo sistema (ver Fernandes
et al. 2016, Nunes et al. 2016a, b). Entdo, esperamos verificar um aumento da riqueza e
abundancia de coabitantes, pois a medida que o ambiente se torna mais severo com o
aumento da elevacdo, o ambiente estavel proporcionado pelos ninhos de cupins torna-se

progressivamente mais atraente para 0S 0rganismos.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo. O estudo foi realizado ao longo do gradiente altitudinal localizado na
Serra do Cipd, na porcédo sudeste da Cadeia do Espinhaco, no estado de Minas Gerais,
Brasil (19°100° S e 19°220’ S, 43°290° O e 43°360° O). O clima ¢ classificado como
tropical de altitude (Cwb Képper), com meédia da temperatura anual e pluviosidade de
20 °C e 1500 mm, respectivamente (Madeira e Fernandes 1999, Fernandes et al. 2016).

O solo é composto principalmente por quartzito e arenito, é acido, arenoso e superficial,
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com pouca capacidade de retencdo de 4gua, concentragdo oligotropica e alta
concentracdo de aluminio (Negreiros et al. 2009, 2011). A Serra do Cip6 é bem
conhecida por sua alta diversidade de plantas e animais, além do grande nimero de
espécies endémicas e € considerada uma area de paisagens antiga, inférteis e
tamponadas historicamente pelos efeitos climéaticos (OCBILs; Silveira et al. 2016). No
gradiente altitudinal € verificado uma mudanca de cerrado stricto sensu para campos
rupestres, com uma alteracdo da vegetacdo e uma queda significativa da riqueza de
espécies de plantas (ver Mota et al. 2017), além de mudancas nas condicdes climaticas

(Fernandes et al. 2016).

Sistema de estudo: Foram utilizados como sistema de estudo ninhos da espécie de
cupim Nasutitermes cf. coxipoensis (Holmgren). Essa espécie € muito comum em
regides tropicais e frequentemente encontrada associadas a campos e solos arenosos
(Almeida et al. 2016). Na area de estudo essa é a espécie mais abundante (Nunes et al.
2016) e seu ninho se caracteriza por possuir uma superficie irregular com
protuberancias granulares. A parede do ninho possui uma consistente fina camada de
areia cuja parte aérea é facilmente removida e possui uma coloracdo variando de

marrom claro e escuro a marrom avermelhado (Laffont et al. 2012).
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Figura 1 — Ninho de Nasutitermes cf. coxipoensis (Holmgren) nas areas da Serra do
Cipo, Minas Gerais, Brasil. A — Ninho de Nasutitermes cf. coxipoensis em solo arenoso
aproximadamente na elevacdo de 1100 m da Serra do Cipd. B - Ninho de Nasutitermes
cf. coxipoensis em afloramento rochoso aproximadamente na elevacao de 1400 m da
Serra do Cip6. C — Detalhe demonstrando a retirada completa da parte aérea de um
ninho de Nasutitermes cf. coxipoensis aproximadamente na elevacgéo de 1100 m da
Serra do Cip6. D — Detalhe fotografico da liberacdo de soldados do ninho de
Nasutitermes cf. coxipoensis ap0s a perfuracdo da parede do ninho.

Coleta dos dados. Foram coletados 20 termiteiros entre junho de 2015 e setembro de
2016. N6s removemos todos os ninhos, aferimos o seu volume e registramos a sua
localizacdo geografica e elevacdo. Para garantir que os ninhos coletados eram de
coldnias distintas, a distancia minima foi de 120 m. A escolha dos ninhos foi feita

arbitrariamente, selecionando ninhos de volume acima de 20 L, considerado o volume

ideal para encontrar termitéfilos (Cristaldo et al. 2012), e dentro da variacéo altitudinal
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continua da Serra do Cipd. Evitamos ninhos em que a presenca de colnias de formigas
foi evidenciada, pois h& indicios de que a formiga atua como um mutualismo de
protecéo e diminui a quantidade de coabitantes (Monteiro et al. 2017). Os volumes dos
ninhos foram calculados com uma férmula para a forma geométrica que mais se
aproximava do formado do ninho, que em nosso caso é semelhante a forma de domo.
Assim para calcular o volume utilizamos a formula V =7 x d> xh / 6, onde d é didmetro
basal e h é altura do monticulo (Takuma 1990).

Em laboratdrio, cada ninho foi quebrado em pequenos pedacos que foram
batidos cuidadosamente para liberacdo de todos os organismos encontrados (construdor
e coabitante). Apos liberacdo da maior parte dos organismos, o material foi passado em
duas peneiras de diferentes malhas. O material retido na malha mais espessa (0.3 mm) e
o filtrado na malha mais fina (500 nm) foi descartado e o restante foi armazenado em
80% de alcool. Em microscépio estereoscépico, o armazenado foi cuidadosamente
triado e todos os coabitantes encontrados no ninho foram coletados com pingas
entomoldgicos, armazenados em alcool 80%, rotulados e tomados para identificacdo. A

identificacdo dos coabitantes foi feita para 0 menor nivel taxonémico possivel.

Analise dos dados. Para verificar os efeitos do estresse sobre a ocupacao termitofila nos
ninhos, constrimos modelos lineares generalizados (GLMs) utilizando a riqueza de
espécies e abundancia de termitéfilos (ndo-sociais e sociais) como varidveis resposta e a
altitude e o volume de termiteiro como variaveis explicativas. A insercdo do volume no
modelo se deve ao fato dessa variavel ser um importante preditor na dindmica de
invasdo de cupins e coabitantes (Marins et al. 2016, Cristaldo et al. 2012, Cunha e
Moraes 2010, Cunha et al. 2003, Cunha e Brandao 2000). Para cada variavel resposta,

um modelo completo foi construido. O modelo minimo adequado foi obtido com a
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retirada dos termos nao significativos (p > 0.05). Uma analise de correlagdo de Pearson
foi realizada entre volume e elevacéo para evitar fator de confuséo e observamos que as
variaveis tém baixa correlacao (rrearson = 0.19). Todos 0s modelos seguiram inicialmente
a distribuicdo de erros de Poisson e foram submetidos a andlises de residuo, a fim de
avaliar a adequac&o da distribuicdo de erros. Quando necessario, 0s modelos foram
corrigidos para a sobredispersdo usando a distribuicdo erros binomial negativo (Crawley

2012, Lindén e Méntyniemi 2011).

RESULTADOS

Nos 20 termiteiros de Nasutitermes cf. coxipoensis analisados registramos um
total de 483 coabitantes pertencentes a 66 morfoespécies de invertebrados das classes
Arachnida, Insecta, Crustacea e Myriapoda. Encontramos duas espécies de ordem social
(Insecta: Blattodea e Hymenoptera), das quais trés morfoespécies sdo da familia
Termitidae e 12 sdo de Fomicidae. As identidades das morfoespécies bem como a
distribuicdo dos termiteiros nas elevacgdes estdo apresentadas na Tabela S1.

A amplitude altitudinal dos ninhos amostrados variou entre 825 e 1411 metros e
a amplitude do volume entre 29 e 188 litros. A abundancia e a riqueza dos coabitantes
foram significativamente relacionadas apenas com a altitude e ndo encontramos relacao
significativa com o volume ou interacdo entre altitude e volume (ver Tabela 1 e Figura

2).
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Tabela 1. Analise de deviancia do modelo minimo adequado
mostrando o efeito da altitude sobre a riqueza e abundancia de
coabitantes em ninhos de N. cf. coxipoensis da Serra do Cipo.
N = 20 ninhos. Os modelos abaixo seguem distribuicao de
erros binomial negativa.

Variavel reposta Termos g.l. Deviancia  Pr (>X?)

Abundancia
Elevagdo 1 8.18 0.004
log(Volume) 1 0.22 0.632
Residuo 17 23.17

Riqueza
Elevacéo 1 4.66 0.030
log(Volume) 1 0.07 0.789
Residuo 17 22.00
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Figura 2 — Relacdo entre riqueza de espécies (A) e abundancia (B) de coabitantes em
funcéo da elevagdo dos ninhos de Nasutitermes cf. coxipoensis na Serra do Cipo,
sudeste do Brasil.



DISCUSSAO

Mostramos que o estresse ambiental pode agir como um importante mecanismo para o
aumento da simbiose em ninhos de Nasutitermes cf. coxipoensis uma vez que modela
um aumento da riqueza e abundancia de coabitantes em cupinzeiros em montanhas
tropicais. As condigdes estaveis encontradas nos termiteiros podem ser uma importante
forca na estruturacdo da comunidade de coabitantes, uma vez que a simbiose é mais
comum em ambientes severos (Bertness et al. 1999, Bertness e Callaway 1994,
Callaway e Walker 1997) ou sob algum tipo de disturbio, como o fogo (Monteiro et al.
2017). Assim, essas evidéncias geram novas perspectivas de 0s cupins, aqui a espécie N.
cf. coxipoensis, proporcionarem um efeito de espécie-bercario, por melhorarem as
condicdes de microhabitats e trazerem consigo uma fauna associada (Lortie 2007).

E comum encontrar padrées positivos de associagio entre espécies que mudam
as condicdes do habitat, principalmente em sistemas de interac6es entre plantas
(Pugnaire et al. 2001, Callawey et al. 2002, Schob et al. 2013). Como exemplo, a
espécie de planta Arenaria tetraquetra ssp. amabilis, é considerada uma promotora do
efeito bercario em ambientes altimontanos, pois ela cria um habitat com maior
quantidade de umidade, amenizando a temperatura e aumentando o contetdo de matéria
organica no solo, em comparacdo a um local vizinho sem a sua presenca (Schob et al.
2013). Consequentemente, essas modificacdes no micro-habitat aumentam a riqueza e a
abundancia de espécies associadas a A. tetraquetra ssp. amabilis (Schob et al. 2013).
Esse mesmo padrdo do efeito bercario, onde uma espécie aumenta a diversidade local,
se aplica a espécie de planta Arenaria polytrichoides, em uma montanha de 4900 m, na
China (ver Yang et al. 2017) e em gradientes altitudinais de zonas interdiais (ver Watt e
Scrosati 2013). O mesmo se aplica a ninhos de cupins em ambientes que sofreram

disturbios ecoldgicos de fogo (Monteiro et al. 2017). Foi verificado por Monteiro et al.
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(2017) que o disturbio afeta positivamente a abundancia de coabitantes dentro do
termiteiro.

Geralmente as condic¢Ges encontradas nos ninhos de cupins sdo mais estaveis se
comparadas ao ambiente externo (Korb e Linsenmair 2000), visto que a arquitetura dos
termiteiros confere termorregulacdo. Dessa forma, ninhos em habitats frios séo
adaptados a reduzir a perda de calor, produzido metabolicamente, para o ambiente
(Korb 2003). Na &rea em que realizamos nosso estudo, o padréo de diversidade de
cupins diminui com o aumento da elevacdo (Nunes et al. 2016). Nas elevacGes mais
baixas, observa-se uma maior diversidade formas de termiteiros (arboreos, monticulos,
ninhos epigeos, ninhos cdnicos). Porém, nos pontos mais elevados (entre 1100 m a 1400
m) percebe-se uma grande densidade de ninhos da espécie N. cf. coxipoensis. A forma
na qual essa espécie constrodi seus ninhos (forma de domo) pode ser considerada
adequada para uma adaptacdo a ambientes mais frios, como sugerido por Korb (2003).
Em ambientes mais quentes, os ninhos que possuem formas de catedras tém uma
melhor eficiéncia na circulacdo de ar, enquanto que ninhos em forma de domo, com a
reducdo da complexidade da superficie, necessitam conciliar demandas conflitivas
(trade-offs) entre a troca de gases e a termorregulacédo (Korb 2003).

Neste estudo, mostramos que o aumento do estresse ambiental ao longo do
gradiente altitudinal tem um papel importante na coabitacdo de ninhos de Nasutitermes
cf. coxipoensis em montanhas tropicais. Especificamente, adicionamos mais uma
evidéncia empirica de que a presenca de ninho é um abrigo importante para muitas

especies de invertebrados, principalmente onde o ambiente é mais severo.
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Abstract The foraging behavior and survivorship of termites is modified by the presence
of wood-inhabiting fungi. Nonetheless, it is not clear if these interactions are beneficial,
negative or neutral for termites. We conducted a meta-analytical review to determine if
the presence of wood-inhabiting fungi affects the foraging behavior and survivorship of
termites. Overall, the presence of wood-inhabiting fungi in a resource used by termites
was positive, increasing resource consumption by 120%, and aggregation behavior by
81%. The presence of fungi also increased termite trail-following by approximately 200%
and increased survival by 136%. The results varied, however, according to the type of
fungi evaluated. Decay-fungi and sap-stain fungi elicited positive responses in termites,
whereas molds did not affect the consumption of cellulose by termites. Amongst the
decay-fungi group, white-rot fungi caused the strongest and most positive response in all
termite behaviors evaluated, although brown-rot fungi is known to be preferred by
termites. The results of our study therefore suggest that wood-inhabiting fungi are
potential facilitators of the foraging behavior and survivorship of termites. These results
have great implications for termite biocontrol, as well as for knowledge of the ecological

aspects of termite—fungi interactions.

Keywords Decay fungi - Meta-analysis - Sap-stain fungi - Subterranean termites -

Wood-rot fungi
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Introduction

Termites and wood-inhabiting fungi are two groups of organisms that use the same
resources to acquire energy (Kamaluddin et al. 2016). The amount and quality of the
resources acquired by termites can be affected by wood density, the presence of secondary
metabolites, wood moisture content, the presence of certain fungi species and the degree
of wood decomposition (Peralta et al. 2004). Previous studies have shown that termites
can be both attracted and have their food consumption stimulated by the presence of
wood-inhabiting fungi, or they can avoid wood already used by certain types of fungi
(Amburgey 1979).

The presence of fungi can bring nutritional benefits to termites. For example, it
increases the availability of nutrients, detoxifies wood, and improves the ability of
termites to metabolize cellulose through physical and chemical modification of the wood
(Waller and La Fage 1987). Laboratory tests have shown that the Formosan subterranean
termite (Coptotermes formosanus Shiraki 1909) increases in survival, wood consumption
and aggregation behavior when the wood is decomposed by the fungal species
Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill (1908) or Marasmiellus troyanus (Murrill) Singer
(Lenz 1980; Cornellius et al. 2003, 2004, 2012). It is known that C. formosanus is more
successful, faster in finding food resources and increases its trail-following activity when
the resource is decomposed by these fungi (Cornellius et al. 2002; Su 2005). Similar
results have been found for other termite species, such as Reticulitermes spp. (Grace and
Wilcox 1988; Getty and Haverty 1998; Cornellius et al. 2002; Su 2005), Nasutitermes
spp. (Ruyooka and Edwards 1981; Gazal et al. 2012), Cryptotermes brevis (Moein and

Rust 1992) and Glyptotermes dilatatus (Senanayake et al. 2015).
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Although beneficial interactions between termites and fungi have been commonly
reported, other studies have shown that wood decomposed by certain types of fungi (e.g.,
Ganoderma applanatum [Pers.] Pat. and Fibroporia radiculosa [Peck] Parmasto 1968)
are actually avoided by termites due to the deposition of toxic compounds (Amburgey
and Beal 1977; Grace et al. 1992; Kamaluddin et al. 2016). Field studies have shown that
stakes of different wood species colonized by basidiomycete fungi, for example, do not
affect the feeding preferences of termites (Peralta et al. 2003). Additionally, the Western
subterranean termite (Reticulitermes hesperus) aggregates less in wood stakes
decomposed by certain basidiomycete fungi and dies more frequently when in contact
with blocks that contain extracts of wood decomposed by those fungi (Kamaluddin et al.
2016). It has also been shown that the feeding activity of C. formosanus is inhibited by
extracellular metabolites (siderophores) produced by the fungus G. trabeum, suggesting
that the presence of this species creates a low-quality food resource (Grace et al. 1992).
A correlation between the presence of certain fungi and the absence of termites has also
been found in the field (Kirker et al. 2012). In addition, two other studies have shown that
termites do not bring any benefit to the dispersion of fungal species, and there is evidence
that some termites may use symbiotic fungi (integument or gut) to inhibit the growth of
other wood-inhabiting fungi (e.g., Jayashima and Henderson 20073, b).

Depending on the species of termites, fungi and wood involved in these complex
systems, the interaction can be either positive or negative (Lenz et al. 1980). A greater
understanding of these interactions can help in the development of new technologies for
termite pest control (Esenther et al. 1961; Amburgey 1979; Su and Scheffrahn 1993;
Rojas and Morales-Ramos 2001; Cornelius et al. 2002, 2004; Su 2005). If the effect is
beneficial, wood colonized by fungi can be used to attract termites to toxic bait (Grace

and Su 2001). Conversely, if the effect is negative, active biological compounds can be
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isolated from wood colonized by fungi and used as pesticides, killing the termites or
inhibiting their feeding behavior (Kirker et al. 2012).

Although qualitative reviews regarding termite—fungi interactions have been
published (e.g., Amburgey 1979; Grace 1991), a quantitative approach to this interaction
is still lacking. The use of meta-analytic techniques can therefore help in the
understanding and quantification of the real effects of the presence of wood fungi on
termite foraging behavior and survivorship. Here, we conduct a meta-analytical review to
quantify the overall effect of fungi—termite interactions, as well as to quantify effect
strength regarding fungal groups (e.g., decay fungi, mold and sap-stain fungi) and fungal

types (brown-, white-, soft- and litter-rot).

Materials and Methods

Data collection - We based our meta-analytical review on an extensive review of the
interactions between wood-inhabiting fungi and termites conducted by Amburgey (1979),
and hence reviewed all studies published after that review (1980 — 2015). In order to carry

out the meta-analysis, a systematic search was conducted using the database 1SI Web of

Science (www.isiknowledge.com). We searched electronically for the following terms
within titles, abstracts and keywords: termite*, Rhinotermitidae, Termitidae, termes,
wood inhabiting fung*, wood rot* fung*, wood decay* fung*, ophiostomatoid fung*,
sapwood fung*, sap stain wood fung* and soft rot* fung*. Patents were excluded and the
search was supplemented using the reference lists of the articles that were found.

For a study to be included in our meta-analysis, the following criteria were
established: 1) the study was published in a peer-reviewed journal; 2) the same variable

was reported in both the presence (treatment) and absence (control) of fungi; and 3) data
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were presented with mean, sample size and a measurement of variance (standard
deviation, standard error or confidence intervals) for both control and treatment groups,
with a clear indication of replication. When these data were only available in figures, they
were digitized, and the values of means and deviations were obtained through the use of
the software ImageJ (imagej.nih.gov/ij), after calibrating the figure using the y-axis as a
reference. All units of variance reported in the studies were converted into units of
standard deviation.

Meta-analysis - The standardized difference between control and treatment groups
was used to interpret and summarize the effects of the presence of fungi on termites. For
each study, the magnitude of effect (d) was calculated as: d = (Xt — Xc/SD)*J, where X;
is the response of the treatment group, X is the response of the control group, SD is the
pooled standard deviation and J is a correction term to remove small sample size bias
(Rosenberg et al. 2000).

After the calculation of Hedge’s d for each independent comparison, the
cumulative effect (d++) for each of the variables surveyed (trail-following, survivorship,
aggregation behavior and wood consumption) was calculated using a fixed-effect model.
We also used mixed-effect models for analysis of the moderator variables (groups and
decay types of fungi; Gurevitch and Hedges 1999), because this model assumes that the
differences between studies within a class are determined by sampling errors and random
variation. For studies that involve the synthesis of ecological data, the principles of
mixed-effect models are usually fulfilled and, therefore, these are preferably used
(Gurevitch and Hedges 1999; Gurevitch and Hedges 2001; Mengersen et al. 2013).
Inferior and superior confidence intervals were calculated according to the average
cumulative effect and intervals that did not overlap with zero, with n-1 degrees of

freedom, were considered significant.
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By convention, d++ values around 0.2 are considered weak effects, 0.5 are
considered moderate effects, and 0.8 are considered strong effects (Cohen 1992). Positive
d++ values indicate that the presence of the fungus has a positive effect on the variable
measured (foraging behaviors and survival), whereas negative values indicate a negative
effect of the presence of the fungus on the effects measured. Heterogeneity analyses (Q
statistic) were employed to test whether or not categorical groups were homogeneous
with respect to calculated effect sizes. We calculated the total heterogeneity (Qr) for all
effects tested, as well as heterogeneity within (Qw) and between groups (Qg). The
significance of these statistics was evaluated using a X2 distribution. Fail-safe numbers
were also calculated for all total effects evaluated, indicating the number of non-
significant, unpublished or missing studies that would need to be added to the meta-
analysis in order to change its results from significant to non-significant (Rosenthal,
1979). All analyses were carried out with the statistical software R (R Core Team 2016),

using the “metafor” package (Viechthbauer 2010).

Results

A total of 45 studies addressing some aspect of fungi—termite interaction were found, but
only 18 met our criteria and were included in our meta-analytic review (Supporting
Information SI 01). These 18 studies generated 279 independent comparisons of the
effects of fungal presence on foraging behaviors or termite survivorship (Supporting
Information SI 02). Of the total comparisons, 49.1% evaluated the effect of fungi on the
amount of resource consumed, 29% evaluated aggregation behavior, 18.3% investigated

termite survivorship and 3.6% surveyed the influence of fungi in termite trail following.
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Overall, the presence of fungi had a positive effect on termites (d++ = 1.12, CI
1.06 to 1.17, df = 278). The presence of fungi increased resource consumption (d++ =
1.20, Cl 1.12 to 1.28, df = 136), aggregation behavior (d++ =0.81, Cl 0.71 to 0.91, df =
80), survivorship (d++ = 1.36, Cl 1.15 to 1.56, df = 50) and trail following (d++ = 2.01,
Cl 1.76 to 2.26, df = 9) (Fig. 1). Fail-safe numbers for effects of consumption (56,287
studies), aggregation behavior (16,190 studies), survivorship (3,097 studies) and trail
following (1,181 studies) were large relative to the number of independent comparisons
included in the meta-analysis (137 studies, 81 studies, 51 studies and 10 studies,

respectively), indicating the strength of our results.
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Fig. 1 Effects of the presence of wood-inhabiting fungi on the foraging behaviors and
survivorship of termites. The cumulative effect size is reported for each effect measured
with its 95% confidence intervals, and effects are significant if confidence intervals do
not overlap with zero. Superscript numbers indicate the number of independent
comparisons for each effect.
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When contrasting the effects according to fungal groups, only molds showed no
effect on termites’ consumption of cellulose (d++ = -0.13, Cl = -0.86 to 0.58, df = 27;
Fig. 2). Both consumption and survivorship showed a statistically significant difference
among all the fungal groups (consumption: Qg = 33.43, p < 0.01; survivorship: Qg =
10.50, p < 0.01). When we separated effects according to different types of decaying
fungi, however, only white-rot fungi had a positive and significant effect on all the studied
variables (consumption: d++ = 2.64, Cl 2.07 to 3.21, df = 25; aggregation behavior: d++
=2.12,C11.5510 2.69, df = 24; survivorship: d++=1.78, C1 0.98 to 2.58, df = 7), whereas
the effects of other fungal types varied from positive to non-significant (Fig. 3). It is
important to mention that there was a dominance of the species Gloeophyllum trabeum
in the collection of data related to type of fungi grouped brown-rot fungi, which shows
an interest in understanding how this species affects the behavior of termites. Only
survivorship was not significantly different from zero for brown-rot and white-rot fungi
(Qs = 1.01, p = 0.31), showing that both these fungal types have similar effects on the

survivorship of termites.
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Fig. 2 Effects of the type of wood-inhabiting fungi on the foraging behaviors and
survivorship of termites. The cumulative effect size is reported for each effect measured
with its 95% confidence intervals, and effects are significant if confidence intervals do
not overlap with zero. Superscript numbers indicate the number of independent

comparisons for each effect.
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Fig. 3 Effects of the type of wood-rotting fungi on the foraging behaviors and
survivorship of termites. The cumulative effect size is reported for each effect measured
with its 95% confidence intervals, and effects are significant if confidence intervals do
not overlap with zero. Superscript numbers indicate the number of independent
comparisons for each effect.

Discussion

This meta-analysis found strong positive effects of wood-inhabiting fungi on the foraging
behavior and survivorship of termites. Here, for the first time, we quantitatively
confirmed the generality of these effects and determined some of their sources of
variation. Several patterns and trends emerged from this study. Firstly, we found an
overall positive effect of these fungi on the foraging behavior and survivorship of
termites, reinforcing the role of wood-inhabiting fungi as potential facilitators of termites.
However, we also show that not all fungi types cause the same effects on termite foraging
behavior, as we observed significant differences amongst groups. Secondly, the evidence

presented here revealed that brown-rot fungus does not always elicit positive responses
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in termites. These fungi are commonly used as a positive control in comparative tests of
fungi in relation to foraging behavior and termite survival because they are well
documented as being preferred by subterranean termites, which also prefer decayed wood
over sound wood (Cornelius et al. 2002; Cornelius et al. 2012).

We observed that molds did not elicit positive responses in termites, as previously
expected. The presence of molds in wood did not improve the consumption of termites,
likely because most of these fungi commonly grow on other materials and only a few are
specialized for growing in wood (Robbins and Morrel 2006), showing only superficial
growth. This superficial growth acts as a physical barrier against termites, preventing
them from feeding directly on the wood (Heintschel et al. 2007). These molds have a
great effect on decay fungi, however, since it has been determined in a laboratory setting
that the presence of these types of fungi inhibits the growth of the brown-rot fungus
Gloeophyllum trabeum (Jayashima and Henderson 2007). As already empirically tested,
the effect of molds on degrading wood is insignificant when compared to that of decay
fungus, thus resulting in these fungi not changing the palatability of wood to termites
(Heintschel et al. 2007; Jayashima and Henderson 2007).

When we examined decay and sap-stain fungi (ophiostomatoid fungi), we showed
that they elicited positive responses in both wood consumption and termite survivorship.
Unlike decay fungi, sap-stain fungi are exclusively associated with bark beetles
(Dendroctonus and Ips spp.), which install such fungi in wood (Little et al. 2012a). This
indicates that an even more complex ecological interaction may exist between
ophiostomatoid fungi, carried by root-feeding bark beetles, and subterranean termites
(Riggins et al. 2014). We do know that decay fungi affect the physical structure of wood
(cellulose and lignin), allowing termites to better metabolize cellulose since it is partially

digested, whereas sap-stain fungi affect the cellular content of wood (Desch and
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Dinwoodie 1996). The mechanisms by which termites are attracted to wood infected with
sap-stain fungi remain unknown (Little et al. 2012a, b, 2013; Riggins et al. 2014).

White-rot fungi were also found to induce positive responses concerning termite
survivorship, aggregation behavior and consumption, placing this fungal group as a
priority for use in the biological control of termites. This is possibly because white-rot
fungi degrade the three major components of the plant cell wall, lignin, cellulose and
hemicellulose, whereas brown-rot fungi remove the hemicellulose and cellulose with only
minor modification to the lignin, making the resources more available for termites (Geib
et al. 2008). We suggest an increase in the amount of research regarding this group in
order to better understand these interactions. For instance, how these fungi influence trail-
following behavior or if there is a production of homologous compounds that might elicit
such a response in termites is yet to be investigated. White-rot fungi represent
approximately 90% of the diversity of decay fungi (Gilbertson 1980) and are commonly
found associated with angiosperms in hot and wet regions around the globe (Hatakka and
Hammel 2010; Stokland et al. 2012).

Another important result shown by our data is the fact that there were opposing
responses for both consumption and aggregation behavior in termites in relation to brown-
rot and litter-rot fungi. Aggregation behavior is a pattern found among most termites,
characterized by high recruitment when a valuable resource is found (Haifig et al. 2015).
Thus, it was expected that consumption and aggregation would be correlated, as
aggregation pheromones produced by termites are also considered to be feeding
stimulants (Costa-Leonardo et al. 2009). The results found for brown-rot fungi, a group
which within our data collection was dominated by the species Gloeophyllum trabeum
(71%), showed positive effects on consumption but non-significant effects on aggregation

behavior, indicating that the decaying process being carried out by these fungi
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(depolymerizing the cellulose from the wood) likely makes intake easier and consumption
faster (Erwin et al. 2008). We know that some brown-rot fungi produce chemical
compounds homologous to trail pheromones, which provoke trail-following behaviors in
termites (Matsumura et al. 1968). It is possible that there are chemical compounds in
litter-rot fungi that increase aggregation behavior over the resource. Parkinson et al.
(1979), for example, demonstrated that the colonization of leaf litter by an unidentified
saprobic basidiomycete was enhanced by the presence of a collembolan, Onychiurus
subtenuis, improving the decomposition of litter (Osono 2007).

This work showed that the presence of fungi in substrate improves the quality of
resources consumed by termites. The negative effects found in the literature are likely
time-related (Grace et al. 1992) and this is corroborated by the large fail-safe number
value, showing the robustness of the current study’s results. These results are important
for the development of new technologies that can make use of these positive interactions
as alternatives for termite biocontrol. For example, the use of wood blocks impregnated
with pesticides and decomposed by fungi that increase aggregation behavior and
consumption would be helpful for the efficiency of control (Esenther and Beal 1978;
Jones 1993).

In conclusion, the presence of fungi in wood substrate used by termites positively
affects both the foraging behaviors and survivorship of these insects. Nevertheless,
depending on the type of fungus and the parameter evaluated in termites, this effect can
be null, but not negative, suggesting that there are more mutualistic interactions than

antagonistic interactions between these groups.
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CONSIDERACOES FINAIS

Evidenciamos que fatores ambientais, associados a gradientes altitudinais, nao
afetam a composicao quimica do perfil cuticular de uma espécie de cupim amplamente
distribuida na Serra do Cip6 (Capitulo 1). Como néo observamos os efeitos altitudinais
na composicdo do perfil quimico de Nasutitermes cf. coxipoensis, acreditamos que 0s
efeitos genéticos sdo mais importantes para a formacéao do perfil cuticular e para a
capacidade de reconhecimento intra-especifico N. cf. coxipoensis. A partir desses
resultados, juntamente com o efeito significativo da relacdo entre distancia geografica e
dissimilaridade quimica, sugerimos que 0s processos genéticos devem ser
preponderantes para a definicdo da composicdo quimica da cuticua que, dessa forma,

define o reconhecimento entre colonias.

Além das contribuicdes em relacdo as interacdes intra-especificas, os resultados
aqui apresentados sao mais uma evidéncia de que o estresse ambiental causado pela
elevacdo é um modulador de coabitacdo. Esses resultados aumentam o0 nosso
conhecimento sobre 0s processos adjacentes ao processo de invasao e colonizacdo que

envolvem a associacao entre térmitas e seus coabitantes.

Finalmente, a partir de uma meta-analise, conseguimos elucidar uma importante
questdo ecoldgica sobre os efeitos dos fungos da madeira nos comportamentos
alimentares e sobrevivéncia de cupins. Até entdo, existia uma grande incerteza dos reais
efeitos desses fungos sobre os cupins. Com as ferramentas meta-analiticas, mostramos
que os fungos possuem efeitos positivos ou neutros sobre os cupins, além de indicar
quais grupos de fungos e tipos de fungos decompositores agem sobre as espécies de
cupins. Esses resultados colocam um ponto de partida para o desenvolvimento de

aplicacdes mais direcionadas desses fungos no controle bioldgicos de certos cupins
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pragas, bem como para compreender se as distribuigdes das espécies de cupins tém

relagdo com a presenca de determinados tipos de fungos.

88



	Universidade Federal De Minas Gerais
	ARLEU BARBOSA VIANA JUNIOR
	Belo Horizonte
	ARLEU BARBOSA VIANA JUNIOR
	Belo Horizonte
	AGRADECIMENTOS
	Aos demais não citados, porém lembrados, meu muito obrigado!!!
	SUMÁRIO
	DEDICATÓRIA
	RESUMO GERAL
	GENERAL ABSTRACT
	INTRODUÇÃO GERAL
	GENERAL INTRODUCTION
	REFERÊNCIAS
	Capítulo 1
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	REFERÊNCIA
	Capítulo 2
	Viana-Junior et al.
	Termitofilia em uma montanha tropical
	Estresse altitudinal modulando coabitação em ninhos de cupins
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	REFERÊNCIAS
	Capítulo 3
	Interactions between wood-inhabiting fungi and termites: a meta-analytical review
	Introduction
	Materials and Methods
	Results
	Discussion
	References
	CONSIDERAÇÕES FINAIS



