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RESUMO

Os cupins sdo insetos eusociais da ordem Isoptera, mais conhecidos por sua
importancia econdmica como pragas, causando prejuizos em éreas urbanas, campo,
sobretudo em canaviais, areas de pastagens e florestas. O controle bioldgico com fungos
entomopatogénicos tem demonstrado ser uma opgao viavel, pois ndo compromete o
manejo e nem apresenta efeitos deletérios sobre os animais, como pode ocorrer no uso
de produtos quimicos. Este trabalho teve como objetivo analisar quatro espécies de
fungos biologicamente ativos contra o cupim Nasutitermes corniger € buscar novas
fontes de produgdo dos indculos, visando o desenvolvimento futuro de um produto para
controle biologico de cupim no Amazonas. O bioensaio in vitro: conidios foram
produzidos, quantificados e inoculados. Varios substratos foram testados para
crescimento dos fungos (casca de coco, serragem clara, serragem escuro e residuo de
semente de maracuja) tendo como controle o arroz. Os resultados dos testes in vitro
mostraram que os fungos apresentaram alta eficiéncia contra Nasutitermes corniger,
destacando-se /. javanica que apresentou maior potencial para o controle biolégico com
100% de mortalidade na concentragdo de 10® conidios/mL a partir do segundo dia. O
maior indice médio de produgdo de conidios obtidos de cadaveres de N. corniger foram
encontrados em Penicillium sp. e I. javanica na concentragido 107 ¢ 10® conidios/mL.
Para a producdo dos indculos fliingicos nos substratos testados, os melhores resultados
foram encontrados nos substratos de arroz e de residuo de semente de maracuja para
Metarhizium anisopliae, Penicillium sp. e Isaria javanica em cinco dias € em oito para
Beauveria bassiana de cultivo em umidade relativa a 28 °C. Para testes em campo, o
melhor resultado foi observado com o Penicillium sp., na concentragio 10

conidios/mL .

Palavras-chaves: Controle bioldgico, térmitas e pragas



ABSTRACT

Termites are eusocial insects of the Isoptera order. They are best known for its economic
importance as pests, causing damage in urban areas, countryside, especially in sugarcane fields,
pastureland and forests. Biological control with entomopathogenic fungi have been shown to be
a viable option not compromising the handler and does not have any harmful effects on animals,
as may occur when chemicals is used. This work aimed to analyze four species of fungi
biologically active against termite Nasutitermes corniger and seek new sources of inoculums
production, seeking the development of a product for biological control of termites in the
Amazonas State. The bioassay in vitro, conidia were produced, quantified and inoculated.
Several substrates were tested for fungal growth (coconut shell, clear and dark sawdust and
residue of passion fruit seed) with the control treatment using rice. The in vitro test results
showed fungi high efficiency against Nasutitermes corniger, especially Isaria javanica with the
highest potential for biological control with 100% mortality at a concentration of 10* conidia /
mL from second day. The highest average production of conidia obtained from cadavers of M.
corniger was found in Penicillium sp. and I. javanica at a concentration 10’ and 10* conidia /
mL. For the production of fungal inoculate on the tested substrates. The best results were found
in substrates of rice and seed residue for Metarhizium anisopliae, Penicillium sp. and I. javanica
in five, and eight days for Beauveria bassiana culture in humidity at 28 © C. For field tests, the

best result was observed over the Penicillium sp. at a concentration 10°* conidia / mL.

Keywords: Biological control, termite and pest
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1. INTRODUCAO

Os cupins ou térmitas sdo insetos eussociais pertencentes a Classe Insecta, Ordem Isoptera, e
constituem um dos grupos de invertebrados dominantes em ambientes terrestres tropicais,
distribuidos em 2.900 espécies descritas no mundo. No Brasil, registram-se cerca de 290 espécies
distribuidas em 67 géneros.

Os cupins sdo bastante conhecidos pelo seu potencial como praga, apesar dos cupins-praga
constituirem minoria dentro do grupo. Dentre os insetos xilofagos que atacam madeira e outros
materiais celuldsicos utilizados pelo homem, os térmitas sdo economicamente oS mais
importantes, tornando necessario o desenvolvimento de técnicas de controle e manejo, tais como
tratamentos preventivos e curativos, a fim de minimizar os prejuizos. O real prejuizo causado em
meio urbano por esses insetos ainda ¢ desconhecido. Embora se estime que os gastos com
tratamentos, reparos e substituicdes de pecas atacadas por cupins alcance, na atualidade, valores
da ordem de USS$ 5 a 10 bilhdes anuais.

As espécies de cupins que causam danos as edificacdes em areas urbanizadas incluem,
principalmente, os cupins arboreos, cupins subterraneos e cupins de madeira seca. Os primeiros
englobam os térmitas pertencentes a familia Termitidae, e sdo conhecidos como cupins
“superiores”, xilofagos e compreendem mais de 85% das espécies de cupins do mundo,
economicamente importantes. O género Nasutitermes abrange o maior niimero de espécies-praga
em varios Estados do Brasil, entre elas destaca-se a espécies N. cormiger nativa causadora de
grandes prejuizos financeiros devido ao seu potencial de infestagdo, habito alimentar, destruindo
diferentes tipos de materiais estruturais nas areas urbanas em diversas cidades do pais. Estas
infestacdes embora sejam escassamente documentadas vém causando perdas economicamente
sensiveis e prejudicando o equilibrio social.

Dentre os métodos de controles desta praga, o quimico tem sido o mais empregado e
difundido, mas devido aos problemas de desequilibrio bioldgico, polui¢do do meio ambiente,
riscos na aplicagdo e alto custo de inseticidas, outros métodos de controle vém sendo adotados e

entre esses, o controle biologico, tem se tornado uma alternativa vidvel em substituicdo ou em



associacao ao controle quimico. A racionalizagdao no uso de inseticidas para o controle de cupins
¢ fator preponderante para o equilibrio ambiental, como também apresenta importancia do ponto
de vista econdmico, visando a diminui¢do de custos. Nesta visdo o controle microbiano prevé o
uso racional de organismos vivos (fungos, bactérias, virus, predadores e parasitoides), visando a
reducdo das populagdes pragas, sem interferir na populacdo de inimigos naturais e sendo
empregado como alternativa para diminuir ou evitar a utilizagdo de inseticidas quimicos
convencionais.

Entre os microrganismos entomopatogénicos, destacam-se os fungos como agente de
controle biologico, por apresentarem vantagem como: capacidade de atacar os insetos em todos
os estagios de desenvolvimento, capacidade de penetrar via tegumento e, normalmente, por
estarem presentes como componentes naturais em muitos ecossistemas terrestres.

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos no controle biologico tem recebido
contribui¢des crescentes da biotecnologia, inovacdes nas pesquisas para obtencdo de produtos e
processos que visam a diminuir os impactos negativos do uso de produtos nocivos ao ambiente e
ao homem. Assim, os métodos eficazes para controle de cupim devem ser encontrados,
preferencialmente que ndo sejam prejudiciais ao homem e ao meio ambiente. Portanto se faz
necessario desenvolvimento de novos produtos com base em fungos entomopatogénicos para
minimizar os problemas relacionados aos prejuizos envolvendo cupins. Este trabalho teve como
objetivo geral analisar quatro espécies de fungos biologicamente ativos contra o cupim M.
corniger € buscar novas fontes de producao dos inoculos, visando o desenvolvimento futuro de

um produto para controle bioldgico de cupim no Amazonas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Os cupins

Os cupins ou térmitas sdo insetos eussociais pertencentes a Classe Insecta, Ordem
Isoptera que vivem em colonias populosas representados por castas de individuos apteros e
alados. Eles existem na Terra ha muito mais tempo que o proprio homem. Restos fossilizados
destes insetos ja foram encontrados em formagdes geoldgicas datadas de 55 milhdes de anos.
Existem mais de 2.900 espécies de cupins descritas no mundo. Registram-se no Brasil, cerca de
290 espécies distribuidas em 67 géneros. Este nimero de espécies ¢ seguramente subestimado,
pois ha muitas espécies novas para descrever além das ja descritas (CONSTANTINO, 1999;
GRIMALDI, 2005).

A ordem Isoptera, foi assim definida por Brullé em 1832 e a etimologia da palavra
Isoptera vem do grego isos = igual, e pteron = asas, devido a forma, estrutura e nervagdo, muito
semelhante dos dois pares de asas na quase totalidade desses insetos; sdo oviparos, anfigonos e
paurometabdlicos (MARANHAO, 1978; RICHARDS e DAVIES, 1984; GALLO et al., 2002).
Cupim ¢ um nome empregado para se denominar tanto os insetos alados e apteros quanto os
ninhos. A palavra tem origem do tupi (kupi’i) e segundo Cunha (1989) existem variantes no
termo, tais como copi, copij € copim, gratadas no curso da histéria literaria do Brasil. Em
portugués, os sindnimos de cupim (inseto) sdo térmite e térmita, substantivos masculinos e

femininos originarios do latim fermes, que significa verme que ro6i madeira.

Como outros insetos sociais, 0s cupins apresentam polimorfismo e suas diferentes formas
caracterizam as varias castas encontradas na sua sociedade. A base e sucesso do sistema social ¢
a distribuicdo de fungdes entre as castas (FONTES, 1978). A organizagdo social ¢ bastante
complexa e compreende grupos de individuos morfologica e etologicamente diferenciados. Na
maioria das espécies pode haver as trés castas basicas, que sdo os reprodutores, 0s operarios € 0s

soldados, todos dipldides, podendo os dois tltimos pertencer a um ou outro sexo, ou até ambos



0s sexos numa mesma colonia (GRASSE, 1982). Os reprodutores estio representados pela rainha
e pelo rei, cuja fungdo principal € a produgdo de ovos para suprir a demanda dos individuos na
colonia. Nesta ordem de insetos, o rei constitui par permanente com a rainha, com a qual copula
diversas vezes ao longo da vida, diferente do que ocorre em Hymenoptera, que copula uma so

vez (WILSON, 1971).

2.1.1 Distribuicao geografica

A maioria das espécies de cupins vive nas regides tropicais e subtropicais, com algumas
poucas se estendendo até¢ latitudes mais elevadas, raramente além de 40° norte ou sul
(CONSTANTINO, 2005). E um dos grupos de invertebrados dominantes em ambientes terrestres
tropicais e estdo espalhados desde as florestas imidas até as savanas, sendo encontrados até
mesmo em regides aridas (LEE e WOOD, 1971). A explicagdo para essa extraordindria
abundancia advém da existéncia da simbiose com microrganismos, além de uma organizacao
social bastante desenvolvida (COSTA-LEONARDO, 2002).

Na América do Sul a ocorréncia de cupins foram inicialmente relatadas por naturalistas
europeus como o trabalho desenvolvido pelo entomdlogo italiano Filippo Silvestre (1903) em
Mato Grosso, Argentina e Paraguai, pelo sueco Nils Holmgren (1906) que publicou sobre os
cupins que estudou na Bolivia e Peru. O trabalho do norte-americano Alfred E. Emerson (1975)
sobre os cupins da Guiana ¢ considerado um cléssico, e incluiu a descricdo de muitos géneros e
espécies que ocorrem no Brasil. Os cupins coletados pela expedi¢do Mulford (Peru, Bolivia e
Brasil) foram estudados por outro termitélogo norte-americano, Thomas E. Snyder (1926). O
trabalho conduzido pelo brasileiro Renato L. Araujo do inicio da década de 1950 até o final da
década de 1970 foi importante por ter sido o primeiro desenvolvido por cientista nativo da
regido, e resultou na importante cole¢do hoje depositada no Museu de Zoologia da Universidade
de Sao Paulo e varios trabalhos publicados, inclusive um catdlogo (ARAUJO, 1970).

Embora nas ultimas duas décadas os nimeros de termitdlogos nativos da regido
Neotropical tenham aumentado, principalmente no Brasil, e o conhecimento sobre esse
importante grupo de insetos tem avangado mais rapidamente, no entanto, estudos sobre cupins
urbanos estdo restritos a poucos locais, como na cidade de Sdo Paulo, SP (FONTES, 1995;
LELIS, 1995; FONTES e MILANO, 2002), Belém, PA (BANDEIRA, 1998), Jodo Pessoa, PB
(BANDEIRA et al., 1998), Recife, PE (OLIVEIRA et al., 2006), Paulista, PE (MATIAS et al.,



2006), Piracicaba, SP (ELEOTERIO, 2000) e Brasilia, DF (CONSTANTINO e DIANESE,
2001).

2.1.2 Organizagao social

Os cupins, assim como as formigas, sdo insetos sociais, havendo completa
interdependéncia entre os individuos. Vivem em coldnias organizadas em castas: um par real (rei
e rainha) que sdo os reprodutores (férteis), os operarios e os soldados (estéreis) (GRIMALDI,
2005).

Em uma coldnia também se encontram alados, ovos e jovens. Soldados e operarios sdao
designados castas neutras por serem estéreis, porém preservam o sexo genético, bem como 0s
resquicios do aparelho genital e das gonadas, correspondentes ao respectivo sexo. E importante
ressaltar que os individuos de cada casta — os reprodutores, os operarios € os soldados — t€m
morfologia e fungdes muito diferentes (ROISIN, 2000).

Os operarios sdo bastante uniformes dentro de cada grupo e geralmente constituem a
casta mais numerosa. Sao os individuos encarregados da constru¢do e da manutencao do ninho e
das galerias ou tuneis de forrageamento. Além disto, coletam o alimento e alimentam os
individuos de outras castas e cuidam dos ovos, dos jovens e do par real. Os soldados sdo estéreis
e cegos, sdo individuos cuja Unica fungdo ¢ realizar a protecdo do ninho e de todos os demais
membros da coldnia. Enquanto os reprodutores sao representados pelo rei e rainha e
s30 0s unicos que se reproduzem na colénia (COSTA-LEONARDO, 2002).

As comunidades de cupins vivem em estruturas especiais denominadas de “ninhos”. O
conjunto, comunidade e ninho constituem a colonia. O ninho ¢ a estrutura que oferece moradia e
segurancga contra inimigos e contra as adversidades do meio ambiente. Sdo constituidos pelos
operarios que utilizam diversos materiais, como madeira, barro, particulas do solo, ou fezes. Ele
preserva as condi¢des microclimaticas (especialmente temperatura e umidade) adequadas a vida
saudavel de todos os individuos da colonia. Nele abrigam-se os reprodutores e os imaturos em
varias fases de desenvolvimento que nao estdo envolvidos em atividade externa de
forrageamento (procura e coleta de alimento) (COSTA LIMA, 1938).

Os ninhos variam enormemente em complexidade arquitetural, dependendo da espécie

considerada. Pode ser representado por simples conjunto de tineis difusos pelo solo e sem



padrao arquitetonico bem definido, até uma constru¢do muito elaborada, de padrao bem definido
e de grande beleza plastica. Alguns ninhos podem atingir grandes dimensdes, seja em altura, seja
em didmetro. Localizam-se no solo (subterraneo), em arvores, mourdes, bem como nas
residéncias em diferentes locais (GRASSE, 1982).

Os ninhos formados pelas espécies do género Nasutitermes podem ser construidos dentro
de estruturas, as vezes nos pavimentos aéreos. Estas espécies sdo comumente de fauna nativa e

infestam 4reas urbanas previamente nio infestadas (TORALES e ARMUA, 1986).

2.1.3 Alimentacgao

A alimentagdo dos cupins ¢ constituida basicamente de materiais de origem vegetal
(celulose): madeira viva, madeira morta em decomposicdo, herbaceas e gramineas vivas, detritos
vegetais, himus e solo com varios teores de matéria organica, além de fezes (principalmente de
herbivoros) e eventualmente partes vegetais vivas, lenhosas ou nao (raizes, tubérculos, colmos,
frutos, inflorescéncias). Assim, os cupins classificam-se como herbivoros e decompositores. Os
cupins urbanos podem atacar materiais de natureza bastante diversa como: gesso, plastico,
couros, tijolos, argamassa e mantas impermeabilizantes. Porém, os cupins ndo se alimentam
desses materiais, apenas atacam podendo ou ndo ingeri-los (MILANO e FONTES, 2002b).

Apenas a madeira e produtos com celulose sdo alimentos, os outros ndo celuldsicos sao
eliminados sem serem digeridos. Cabe aos operarios buscar, preparar e distribuir os alimentos
boca a boca (trofalaxia) para os individuos da colonia, resultando em um dos principais fatores

para a manuteng¢ao da organizagao social (ALVES et al., 1998).

2.1.4 Biologia de cupins

A colonia dos cupins ¢ constituida por formas de reproducao, operarias estéreis, soldados
e individuos imaturos. As reprodutivas sdo de dois tipos: primdarias e suplementares. Os
reprodutivos primarios, o rei e rainha sdo pigmentados e totalmente desenvolvidos como adultos
alados. Sua funcdo ¢ a producdo de ovos e de distribui¢do por colonizacdo aérea. A rainha pde
cerca de trés mil ovos por dia através do seu abdome e vivem em média 25 anos (figura 2). Os
ovos sao branco-amarelados e eclodem ap6s 50-60 dias de incubagao (CONSTANTINO, 2002b).

A coldnia alcanga seu tamanho maximo em cerca de quatro a cinco anos e pode incluir

60 a 200 mil trabalhadores. Na maioria das colonias, hd cerca de um par de reprodutores



primarios, mas quando eles morrem, geralmente sdo substituidos por numerosos suplementares
reprodutivos, que podem ser ou ndo aladas e ligeiramente maiores e mais pigmentadas do que os
operarios. A casta estéril, os operarios e os soldados, ndo tém asas e geralmente também nao tem
olhos Os operarios e soldados cupins tem aproximadamente 6 mm de comprimento e sdo na cor
creme clara, no entanto, as cabecas dos soldados sdo muito largas (quase a metade do
comprimento do corpo deles) com notdveis mandibulas pretas. Os operarios constroem galerias
como se fossem tubos de abrigos bem distintos e transportam alimentos para os membros jovens
e outros da colonia (ANDERSON, 1984; FONTES, 1978).

Os soldados cupins sdo responsdveis por guardar a colonia e os seus ocupantes. Cupins
tratam-se continuamente uns aos outros para obter certas secregdes, essas secrecoes ajudam na
regulacdo do niimero de individuos em diversas castas. Os operarios amadurecem em um ano ¢
vivem em média de trés a cinco anos. Os soldados também se tornam maduros dentro de um ano
e vivem até cinco anos. Os reprodutores alados emergem em um voo nupcial em massa nos
meses de abril e maio. Estes voos sdo freqlientemente a primeira indicacdo das infestacdes de
cupins. Depois de um breve voo, os alados perdem as asas. A fémea pesquisa imediatamente
local para fazer ninho e o macho segue logo atras. Quando a dupla encontra uma fenda umida
com material de madeira, formam a camara real ¢ imediatamente inicia a postura, o abdome da
rainha sofre uma hipertrofia, chamado de “fisogastria”, pois todos os ovos em desenvolvimento
ficam em seu interior, aumentando de tamanho a medida que a fémea aumenta sua capacidade de
oviposicdo com o passar dos meses, podendo o abdome assim alcancar varios centimetros de

comprimento como mostra a figura 1 (SU et al., 2000).



Figura 1- Rainha de Nasutitermes sp., evidenciando o abdome fisogéstrico

Fonte: http://www.scienceimage.csiro.au/index.cfm?event=site.image.detail&id=1865

O macho permanece junto a fémea, que necessita ser fecundada periodicamente.
Dependendo da espécie de cupim, o casal real pode transitar livremente no ninho ou permanece
confinado em uma camara real, de onde jamais sairdo. A partir dai, se desenvolvem os novos
cupins, apresentando metamorfose incompleta. Embora cada espécie possua caracteristicas de
desenvolvimento diferentes, basicamente podemos resumir o ciclo de vida destes insetos nas
seguintes fases: ovos, formas jovens (ou ninfas), adultos (figura 2) (SU et al., 2000).

As ninfas se diferenciam em operarios, soldados e em ninfas aladas que sdo os adultos
férteis. Os ninhos podem apresentar ainda reprodutores secundarios ou reprodutores de
substitui¢do, individuos com a fun¢do de substituir o casal real no caso de algum deles adoecer
ou morrer, ou até mesmo complementar a postura de ovos na colonia. Os reprodutores
secundarios sao produzidos em colonias mais maduras e, como nao tém a necessidade de sair da
colonia, eles nunca desenvolveram asas. E importante frisar que podem ocorrer muitas variagdes

nesses passos de acordo com a espécie, mas este € o padrao mais geral (SU et al., 2000).

Figura 1- Rainha de Nasutitermes sp., evidenciando o abdome fisogastrico.
Fonte: www.chem.unep.ch/pops/termite/pics/pics.htm
Fonte: Chemone (2010).



http://www.chem.unep.ch/pops/termite/pics/pics.htm

Figura 2 - Ciclo de vida geral dos cupins. Mostrando todas as
fases do ciclo de vida e reproducdo, ovos, larvas, ninfa,
operarios, soldados, os reprodutivos, a rainha e o rei

Fonte: http://www.insetotec.com.br

2.1.5 Importancia ecologica

A importancia ecoldgica dos cupins em ecossistemas tropicais ¢ alta, principalmente
quando consideradas as modificagdes que podem causar no ambiente, desde alteracdes de
paisagem até modifica¢des nas propriedades fisicas e quimicas do solo, efeitos no processo de
decomposicao, ciclagem de nutrientes, entre outros (LEE e WOOD, 1971).

Embora os cupins sejam aceitos como agentes decompositores, por acelerarem o retorno
dos componentes de materiais lenhosos a dinamica da ciclagem organica ambiental, esse,
possivelmente, nem é o papel mais importante do inseto. O cupim também ¢ fundamental na
formacao dos solos tropicais, na manuten¢ao da vitalidade do solo, na regeneracdo do solo
degradado e compactado dos cultivos, pastagens e jardins urbanos, na composi¢do e

metamorfose de microambientes, na cadeia alimentar de variada copia de espécies animais, na


http://www.insetotec.com.br/

composi¢do de microambientes necessarios a inumeros animais, entre outros oficios que
desempenham de grande relevancia (HEADRICK e GOEDEN, 2001; FONTES, 2002).

Além disso, mantém também, complexas relagdes ecologicas (competicdo, simbiose,
parasitismo, comensalismo) com diversas espécies de organismos. Mas tornaram-se pragas
econdmicas quando comecaram a destruir a madeira e produtos de madeira de recursos humanos:
casas, materiais de construcdo, florestas e outros produtos comerciais (FONTES, 2002;

ANDERSON, 2009).

2.1.6 Prejuizos econdmicos e patrimoniais

Os problemas com cupins vém crescendo e causando prejuizos econdmicos, sentimentais
e patrimoniais cada vez maiores em diversas areas urbanas no Brasil e do mundo (FONTES,
2002). Provavelmente o impacto ambiental provocado pelo processo de urbanizacao desenfreado
e conseqiiente diminui¢do dos alimentos naturais, os cupins sdo encontrados em construcoes e
residéncias, buscando os elementos indispensaveis a sua manutencdo, tais como espago e
alimentacdo (ALVES e BERTI-FILHO, 1995). Além disso, restos de madeiras, geralmente
sobras das construgdes, sdo enterrados durante a obra, o que ajuda na proliferacao desses insetos
(LELIS, 1994).

Os cupins ao se alimentarem, atacam e destroem diferentes tipos de materiais e estruturas
presentes nas areas urbanas como, por exemplo: vigas, caibros, ripas, forros, pisos, rodapés,
portais, moveis, instrumentos musicais, livros, obras de arte, postes, mourdes, cercas, dormentes.
Embora, os cupins sejam excelentes decompositores de madeira morta e outras fontes de
celulose, eles se tornam um grave problema quando atacam residéncias e lavouras. Edwards
e Mil (1986) afirmaram que infestagdes por cupins em edificacdes podem ocorrer de varias
formas, as mais comuns sdo: revoadas: tanto os cupins subterraneos como os de madeira seca;
madeiras infestadas: cupins de madeira seca; frestas e rachaduras nas edificagdes: cupins
subterraneos e arvores infestadas ou cortadas.

Estima-se que nas areas urbanas mundiais os gastos com tratamentos, reparos e
substitui¢des de pegas atacadas por cupins alcance, valores da ordem de US$ 5 a 10 bilhdes
anuais. No Brasil os estudos dos danos causados por cupins em dareas urbanas ainda sao
incipientes. No Estado de Sao Paulo, calcula-se que somente para a cidade de Sdo Paulo, as

perdas podem atingir cerca de US$ 10 a 20 milhdes anuais. Alguns fatores como a densidade



populacional desses insetos nas areas naturais vizinhas a areas urbanas, o tipo de solo e
vegetacao desses locais, além do material usado nas construgdes parecem influenciar a adaptagao
das espécies ao meio urbano (FONTES e ARAUJO, 1999). Cerca de 80 espécies de cupins no
Brasil ja foram assinaladas como pragas de zonas rurais e urbanas dentre estas espécies
causadoras dos maiores estragos de madeira estrutural, agricultura e de florestas, estdo as dos
géneros Coptotermes gestroi, Heterotermes tenuis, H. assu, H. longiceps (cupins de solo),
Cryptotermes brevis, C. havilandi (cupins de madeira seca) e N. corniger (cupim arboreo)
(FONTES, 2002). Infestacdes causadas por espécies do género Nasutitermes sao comuns nas
areas urbanas sul-americanas, mas escassamente documentadas. Diversas espécies estao
envolvidas, conforme a regido geografica (BANDEIRAS et al., 1998). Embora algumas espécies
sejam claramente oportunistas e infestem construgdes ou utensilios mal preservados, um pequeno
numero de espécies ¢ praga efetiva, podendo causar perdas economicamente sensiveis e
prejudicar o equilibrio social (BANDEIRAS et al., 1989). Paiva (1998) relatou que espécies M.
corniger considerada como praga pode atuar também como praga oportunista atacando madeira
estrutural, sob circunstancias favoraveis. Isto pode acontecer com freqii€éncia em edificagdes
rurais € em casa de fazenda, tombadas por seu valor historico. Segundo Fontes (1998) em suas
pesquisas alegou que a arborizagdo urbana "constitui reservatorio do cupim, dificulta o controle
em edificagdes proximas e favorece re-infestacao de areas tratadas".

O controle dos cupins se tornou mais dificil com a proibi¢ao do uso de produtos clorados
(Portaria n® 329 de 02/09/85, do Ministério da Agricultura) devido ao alto poder residual e danos
ao meio ambiente. Os efeitos deletérios decorrentes do uso indiscriminado e incorreto desses
inseticidas quimicos no controle aos cupins levam pesquisadores a esfor¢os de concentrarem na
busca de novos métodos alternativos, como controle biologico por fungos entomopatogénico no

sentido de preservar o meio ambiente (ALBUQUERQUE, 2005).

2.1.7 Taxonomia dos cupins

Os cupins sdo insetos hemimetabolos, com metamorfose gradual, e aparelho bucal
mastigador; sdo ortopteroides e formam um grupo monofilético com as baratas e louva-deuses,
os Dictyoptera sdo iguais ao Blattaria, Isoptera ¢ Mantodea. Muito vem sendo discutido a
respeito das relagdes internas dentro de Dictyoptera, inclusive, se a ordem Isoptera deve ou nao

continuar sendo utilizada, ja que um género de baratas que vivem em madeira (Cryptocercus) ¢



filogeneticamente mais proximo dos cupins do que das demais baratas. Desta forma as baratas
seriam um grupo parafilético, mas também se poderiam considerar os cupins como uma familia
(Termitidae) dentro de Blattaria: Blattaria iguais a outras Baratas + (Cryptocercus + Termitidae)
(EGGLETON et al., 2007).

A classificagdo mais aceita divide a ordem Isoptera em sete familias: Mastotermitidae,
Hodotermitidae, Termopsidae, Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae
(COSTA-LEONARDO, 2002). As seis primeiras sdo os chamados cupins “inferiores” (que
apresentam protozoarios simbiontes para produg¢do da celulase, como a triconinfa ou a
(Mixotricha paradoxa) e a familia Termitidae, que inclui mais de 85% das espécies de cupins do
mundo, sdo os chamados cupins “superiores” (que possuem bactérias para produzirem a sua
propria celulase).

Apenas cinco das sete familias de térmitas existentes no mundo ocorrem na América do
Sul, e destas, apenas trés (Kalotermitidae, Rhinotermitidae ¢ Termitidae) s3o economicamente
importantes. Dentre as familias as quatro familias que ocorrem no Brasil, Kalotermitidae,
Rhinotermitidae, Serritermitidaec e Termitidae distribuem se aproximadamente 300 espécies
(MARTIUS, 1998).

Aqueles cupins que sdao capazes de viver em madeira seca sem contato com o solo e
nunca constroem ninhos se encontram na familia Kalotermitidae. Novas evidéncias indicam que
Glossotermes oculatus, espécie da Amazonia previamente incluida na familia Kalotermitidae.

Porém esta familia Rhinotermitidae ¢ dita subterranea em sua maioria se alimentam de
madeira, alguns deles sdo classificados como pragas.

Recentemente a familia Serritermitidae continha Serritermes serrifer como Unica espécie
de ocorréncia no Brasil (CONSTANTINO, 1999).

A familia Termitidae apresenta os ninhos mais elaborados e complexos entre os cupins,
alimentam-se de humus, serrapilheira, grama, esterco e/ou fungos (COSTA-LEONARDO et al.,
1999).

2.1.8 Cupim arboricola

A grande maioria das espécies pertencentes ao género Nasutitermes ¢ endémica,
principalmente na regido neotropical. Na América do Sul estas espécies ocorrem nidificado em

qualquer tipo de formacdo vegetal (matas, florestas, caatingas, parques, etc.). Muitas constroem



ninhos arbodreos, que estdo sempre em comunicagdo com o solo, por meio de tuneis que descem

pelo tronco da arvore onde seu ninho foi construido (CONSTANTINO, 1999; FONTES, 2002).

No Panamd, bem como em nosso pais, algumas espécies de Nasutitermes t€ém a tendéncia
de construir ninhos vulgarmente denominados cabe¢a de nego em galhos de arvores, indicando
ser este o principal local de formagao da colonia, ainda que o casal real inicialmente nidifique no
solo; mais tarde a colonia acaba transferindo-se para locais acima do nivel do mesmo. Sabe-se
pouco a respeito do comportamento e biologia das espécies pertencentes a este género

(CONSTANTINO, 2002b).

As infestagdes causadas por N. coniger sdo aparentes, porque tuneis sdo comumente
construidos com material cartonado escuro e sdo bem visiveis em superficies expostas de

paredes, tetos e pisos figura 3.

Figura 3 - Nasutitermes corniger infestando pisos e paredes
Foto: Oliveira, G. (2010)

Esse fato pode resultar em grande alarme dos proprietarios ou moradores e resultar em
falso diagnostico de infestacdo intensa, quando avaliada por profissionais de controle de praga

menos experientes (MENEZES et al., 2000).



A presenca de tineis escuros (figura 3) ¢ comumente um indicativo da infestagdo por
Nasutitermes. As marcas fecais das trilhas termiticas, bem como os residuos dos tineis
removidos das paredes, também sdo tipicamente de cor escuras. Em casos de construgdes
pesadamente infestadas, massas de cartonados escuros freqlientemente cobrem as superficies
expostas das pecas de madeiras. Estas infestagdes podem disseminar nas edificagdes pelo solo
sob o piso e entorno das paredes, por dentro e no trajeto de conduites elétricos e telefonicos, no
trajeto de tubulacdes hidraulicas de 4agua e de gas, e permeando fissuras e pequenos espagos
dentro de paredes e pisos.

Dois padrdes de infestagdes podem ser reconhecidos, conforme o habito de nidificagdao. O
padrao exdgeno ¢ considerado uma infestagdo comum, caracteristico pela presenca de ninhos
visiveis em postes, cercas, vigas de telhados, arvores e outros suportes de madeiras ou de
alvenarias. Em edificagdes, ninhos sdo comumente encontrados em telhados, paredes e muros.
Este padrao esta associado as infestagdes de arvores urbanas na América do Sul, cujos troncos e
ramos albergam ninhos arboricolas tipicos de Nasutitermes (TORALES e ARMUA, 1986).

O padrao endogeno caracteriza-se pela presenca de tuneis tipicos de Nasutitermes, mas
ndo sdo visiveis em locais expostos. Embora os ninhos sejam similares ao descritos no padrao
exdgeno os mesmos sdao construidos em locais ocultos no interior de edificagdes, sempre
protegidos da luz solar direta. Sdo encontrados em paredes, colunas internas, corredores, pordes,
dentro de diversos vaos estruturais, forros e em cavidades sobre o piso. Além disso, em arvores
infestadas, os ninhos sdo construidos no interior do tronco e raizes e nao estdo expostos como

ninhos arboricolas tipicos (MILANO e FONTES, 2002b).

2.2 Fungos

Os fungos sao seres eucaridticos altamente eficientes na degradagdo de uma ampla gama
de substratos, podendo apresentar-se em forma de leveduras, pseudomicélio ou constituir hifas,
que podem agrupar-se ou justapor-se, porém nunca formando um tecido verdadeiro. Estima-se
que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, sendo que destas apenas foram descritas

cerca de 90 mil espécies (HAWKSWORTH e ROSSMAN, 1997).

Excluindo-se os insetos, os fungos constituem os mais nimeros seres vivos existentes.

Sdo conhecidos como bolores, mofos ou cogumelos comestiveis ou alucinégenos e sao



responsaveis pela producdo de importantes acidos organicos, como acidos citricos, pela producgao
de farmacos, como alguns antibidticos, pela producdo de enzimas de interesse industrial, e de
elevado valor econdmico, destacando-se as celulases, lactases, xilanases, pectinases e amilases,
pelo controle bioldgico de insetos-pragas da agricultura, pelo controle de inumeras doengas que

atacam plantas cultivadas e pela produgao de etanol (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

Os fungos sdo os agentes mais importantes de degradacao na Terra. O potencial de
interagdo e utilizacdo fungos-organismos estd sumarizado na figura 4.

FUNGOS COMESTIVEIS

TRME)RMENTO
i 2 BIOLOGICO DE
BIOPESTICIDAS EFLUENTES

PRODUCAO DE
HORMONIOS
SEXUAIS
MASCULINOS

[ PRODUGAO DE ANTIBIOTICOS

HORMONIOS DE
CRESCIMENTO DE
PLANTAS

PRODUCAO DE ESTERUIDES FERMENTACAO

Figura 4 - Potencial de interacdo e utilizagdo dos fungos
Fonte: Esposito e Azevedo (2010)

2.2.1 Taxonomia geral dos fungos



Estima-se que o niimero de espécies de fungos no planeta Terra € de 1,5 milhdes, mas o
nimero de espécies descritas até hoje ¢ de aproximadamente 90 mil (HAWKSWORTH e
ROSSMAN, 1997). E, portanto, evidente que esses numeros refletem o grande potencial de
exploracdo da biodiversidade fungica conhecida e desconhecida. A grande dificuldade na
identificacdo/classificacdo de fungos estd associada ao fato de que a taxonomia deste grupo
envolve classificagdes de taxa baseados em aspectos morfoldgicos, os quais sdo aplicados a
chaves de classificacio (BARNETT e HUNTER, 1972). Em muitos casos, os taxonomistas tém
dificuldades para determinar quais sdo as caracteristicas que realmente definem uma espécie ou
género (GUARRO et al., 1999). Além disso, fases sexuadas (teleomorficas) e assexuadas
(anamorficas) de um mesmo genoétipo sdo classificadas com espécies distintas, e apresentam
capacidades distintas de compartilhar material genético, resultando em dificuldade na distin¢ao

dos individuos (CARLILE e WATKINSON, 1994).

A identificagdo cléassica de fungos filamentosos leva em consideracao, principalmente, as
caracteristicas morfologicas das estruturas reprodutivas (sexual e assexual). Dessa forma, para se
identificar estas estruturas, os isolados devem ser cultivados a partir de colonias puras em meios
de cultura apropriados e corada com técnicas apropriadas para manutengdo das estruturas. Em
muitos casos, pode ndo ocorrer a producao de estruturas reprodutivas, sendo necessario assim
alterar as condigdes de cultivo. Para induzir a esporulacao pode ser utilizado meio de cultura
pobre (dgar-agua), aumento da iluminacdo da cultura, irradiacdo com doses reduzidas de luz
ultravioleta. Fatos estes possiveis somente para espécies/isolados cultivaveis. Em todos os casos
deve se realizar uma preparagdo para observagdo microscOpica das estruturas. As estruturas
observadas devem ser comparadas com aquelas da literatura padrao, por meio de chaves de
identificacio (BARNETT e HUNTER, 1972). Andlises bioquimicas também podem ser
utilizadas. Para fungos que ndo esporulam em meio sintético, técnicas de biologia molecular
devem ser utilizadas para o entendimento das relacdes filogenéticas entre as diferentes espécies
de fungos, bem como contribuir para uma melhor classificagao das novas espécies que poderiam

ser catalogadas em projetos de analise da biodiversidade.
2.2.2 Taxonomia e aspectos bioldgicos dos fungos

2.2.2.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae



Os primeiros testes com fungos entomopatogénicos foram realizados pelo zoologista e
patologista russo Metschnikoff no final do século XIX, o qual utilizou M. anisopliae para o
controle das larvas do besouro Amisoplia austriaca, tendo o fungo recebido o nome de
Entomophthora anisopliae. Em 1883, Sorokin o transferiu para o género Metarhizium,
permanecendo até os dias atuais M. anisopliae (Metschinikoff) Sorokin. (KENDRIK, 1971,
LUNA-ALVES LIMA, 1985; FARIA e MAGALHAES, 2001).

O género Metarhizium inclui duas espécies: M. anisopliae ¢ M. flavoviride. A espécie M.
anisopliae apresenta duas variedades, as quais foram separadas pelo tamanho dos conidios: M.
anisopliae var. anisopliae apresenta conidios curtos medindo de 3 a 9 pm (normalmente entre 5
e 8 um) e M. anisopliae var. majus que apresenta conidios mais longos, medindo de 9,1 a 18
Mm (geralmente 10 - 14 pm) (TULLOCH, 1976). Os avancos das técnicas enzimaticas e da
biologia molecular possibilitaram o estudo das caracteristicas bioquimicas e moleculares, para

auxiliar na taxonomia (DRIVER et al., 2000; ALBUQUERQUE et al., 2005).

A espécie M. flavoviride foi descrita pela primeira vez por Gams e Rozsypal (1973),
tendo sido isolado de larvas e pupas de curculionideos, Ceuthorhynchus maculata-alba e C.
albovittatus e de solos cultivados na Europa; possui conidios tipicamente elipsoides (9 -11 x 4,5 -
5,5 pm), hialinos e colonias de coloragdo verde oliva. Romback et al. (1986), ainda com base nos
estudos morfologicos, consideraram a espécie M. flavoviride e descreveram duas variedades: M.
flavoviride var. flavoviride, de conidios maiores 7 - 9 (- 11) x 4,5 - 5,5 pm e M. flavoviride var.

minus, de conidios menores (4,6 £ 0,7 x 2,7 £ 0,3).

O ciclo bioldgico dos fungos entomopatogénicos, inclusive M. anisopliae apresenta
duas fases: uma saprobia e outra parasitaria. Na fase saprobia, o ciclo pode se | =
germinagdo de conidios, 0s quais emitem um ou mais tubos germinativos, que se
hifas, que se conduzem num intricado sistema de entrelacamento, constituindo-s
onde surgem os conidioforos. Na extremidade destes, diferenciam-se as fidlides, ¢

no apice, conidios (RIBEIRO, 1990; RIBEIRO et al., 1992). Esses conidios germin

apressorios os quais penetram no hospedeiro por acdo mecanica e enzimat

parasitaria, os conidios no interior do inseto se diferenciam em estruturas leveduriformes, as

quais secretam toxinas que invadem os tecidos do inseto. Apds a morte dos inssetos as hifas



emergem formando conidiéforos e conidios, que se dispersam e reiniciam o ciclo, fora do inseto

(LUNA-ALVES LIMA, 1989; LUNA-ALVES LIMA; TIGANO, 1989).

Driver et al. (2000) reavaliaram a taxonomia de Metarhizium com base em dados
moleculares RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA) e analise de ITS (Internal
Transcribes Space) e descreveram dez classes para o grupo. Todavia consideraram na classe 5
M. flavoviride var. flavoviride e na classe 7 colocaram M. anisopliae var. acridum, onde

enquadraram nessa variedade a espécie M. flavoviride var. flavoviride isolada de Acrididae.

Com relagdo a acdo entomopatogénica, Metarhizium € capaz de infectar € matar mais de
300 espécies de artropodes pertencentes a mais de 50 familias de insetos e acaros. M. anisopliae
vem sendo utilizado no controle bioldgico de insetos-pragas na agricultura. No Brasil, tem sido
extensivamente aplicado no controle de cigarrinha da cana-de-agticar (Mahanarva posticata) da
broca da cana-de-agtcar (Diatrea saccharalis) da broca do café (Diploschema rotundicollee) e
das cigarrinhas das pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana). Atualmente, varios estudos
tém sido realizados para avaliar sua eficacia no controle de artrépodes de doengas humanas e no
controle de outras pragas da agricultura (SUN et al., 2002; BARROS et al., 2010).

De acordo com Barros et al., (2010) o processo de infec¢do de Metarhizium é o mais
estudado entre os fungos entomopatogénicos sendo multifatorial dependente de caracteristicas
ambientais, da topografia e da composi¢do da epicuticula do hospedeiro e da infec¢do de
enzimas hidroliticas e toxinas .

A capacidade de M. anisopliae em infectar diferentes tipos de hospedeiros decorre de um
programa de expressdo génica proprio para a infeccdo de um determinado tipo de hospedeiro.
Aparentemente, a topografia da superficie do hospedeiro ou os compostos quimicos presentes
permitem ou ndao a germinagdo. Apos a morte do hospedeiro, o fungo se desenvolve
saprofiticamente e produz uma grande quantidade de metabodlitos secundarios que podem
auxilid-lo na exclusdo de microrganismos competidores pelos nutrientes do cadaver. Quando as
fontes de nutrientes sdo exauridas, as hifas emergem através do tegumento (extrusdo) para a
superficie externa do hospedeiro ocorrendo, entdo, a esporulacdo do fungo e a liberagdo dos
conidios (BUTT et al., 2001).

Balachander et al., (2010) ao analisarem a infectividade de Metharhizium contra o térmite
arboreo Odontotermes sp. em condi¢des de laboratdrio, observou que todos os 23 isolados

testados foram patogénicos para Odontotermes sp. na concentragdo 10’ conidios/mL com



significativa mortalidade de a 100 %. Esse estudo também identificou isolados virulentos de M.
anisopliae, o qual mostrou potencial para o desenvolvimento de micotermiticidas contra
Odontotermes sp.

Sun et al., (2002) quantificaram a esporulagdo de M. anisopliae e B. bassiana sobre
operarios de C. formosanus. Os autores classificaram os fungos em dois grupos distintos: os
isolados de B. bassiana foram incluidos no grupo com alta esporulacdo total (11 dias) e baixa
velocidade de esporulacdo (dois e trés dias), enquanto os isolados de M. anisopliae formaram
outro grupo, por apresentar alta velocidade de esporulacdo e baixa esporulacao total. Essas
caracteristicas podem dar vantagem a M. anisopliae sobre B. bassiana no controle de cupins,
devido ao comportamento social de defesa desses insetos. Ainda, a produg¢do de conidios foi
significativamente maior in vitro do que in vivo € mostrou correlagdo positiva, permitindo testes
preliminares in vitro de muitos isolados, para se obter maior esporulacao in vivo.
2.2.2.2 Beauveria bassiana

A espécie B. bassiana ¢ entomopatogénica, apresenta ocorréncia cosmopolita, sendo a
mais freqiiente sobre insetos e amostras de solo (ALVES, 1998). Foi estudada primeiramente
pelo pesquisador italiano Agostino Bassi no inicio do século XIX. Contemporaneo dos trabalhos
de Bassi, o pesquisador Giuseppe Balsamo Crevelli, na Italia, numa primeira publicagao
denominou o fungo de Botrytis paradoxa, e posteriormente, de Botrytis bassiana, em
homenagem a Bassi. Em 1912 Vuillemim estudou o fungo e denominou Beauveria bassiana, em
homenagem a Bassi, permanecendo até os dias atuais (BENHAM e MIRANDA, 1953;
MACLEOD, 1954; SIDRIM e ROCHA, 2004).

O fungo apresenta as seguintes caracteristicas: colonia de cor branca, filamento micelial
cilindrico, 3,5 um de diametro, hialino, septado, conididéforos simples ou ramificados, ovoéides,
célula conidiogénica em forma de garrafa com terminagdo em zigue-zague, medindo de 1,5 a 5

Hm e conidios globosos (0,5 a 1 pum) (MACLEOD, 1954).

O ciclo biologico se inicia com a penetracdo tegumentar que ocorre devido a agdo
mecanica e enzimatica, o que leva aproximadamente 12 horas. A germinacao dos conidios pode
ocorrer em qualquer parte da cuticula do inseto, 16 a 18 horas apés a infeccdo; o tubo

germinativo penetra através da cuticula, atinge a hemolinfa e diferencia-se em estruturas



leveduriformes, ocasionando a morte do inseto; depois o micélio se exterioriza formando os

conidioforos e os conidios (ATHAYDE, 2002; OLIVEIRA et al., 2003; WRAIGHT et al., 2010).

No Brasil, este fungo ¢ utilizado para o controle de diversos insetos-praga, como o acaro
rajado (Tetranychus urticae), cochonilhas (Dactylopius coccus), cupins (Coptotermes sp.),
mosca branca (Bemisia tabaci) (FARIA e MAGALHAES, 2001), 4caro da falsa ferrugem
(Phylocoptruta oleivora), broca-do-rizoma (Cosmopolites sordidus) (EMBRAPA, 2011), broca
da cana-de-acucar (Diatraea saccharalis) (OLIVEIRA, 2006), Boophilus microplus (SILVA e
BITTENCOURT, 2006) e Alphitobius diaperinus (Panzer) (ROHDE et al., 2006).

Estudos da biologia e caracterizagdo morfoldgica de B. bassiana e M. anisopliae, para o
manejo do percevejo Lygus lineolaris por Palisot de Beauvois (1818) foram realizados por zLui
et al., (2003). Todos os isolados observados por esses autores foram altamente patogénicos,
sendo verificadas diferencas significativas no tamanho dos conidios, viabilidade, producdo de
esporos, velocidade de germinacdo, crescimento hifal relativo e temperatura sensitiva. Segundo
Wraight et al., (2010) essas caracteristicas sdo importantes na selecdo dos isolados fingicos para

emprego no manejo integrado de pragas.

Os fungos pertencentes a esse género parasitam um grande numero de artropodes
ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos e acaros. Além disso, a utilizagdo de B. bassiana
tem apresentado resultados positivos no controle de varias pragas de importdncia econdmica
como: Hypothenemus hampei Ferrari (1867) (Coleoptera: Curculionidae), praga mais importante
do cafeeiro, A. diaperinus Oliveira et al., (2003), (Coleoptera: Tenebrionidae) praga mais comum

em aviarios comerciais (ALEXANDRE et al., 2008).

Embora Migiro et al. (2010) relataram que pesquisas sobre a patogenicidade de M.
anisopliae e B. bassiana sdo altamente eficaz no controle de Liriomyza huidobrensis Blanchard
(1926). Eles também sugeriram a possibilidade de supressao de L. huidobrensis com fungos

usando um dispositivo de auto-inoculagao.

2.2.2.3 Isaria javanica

O fungo I. javanica (Frieder e Bally) pertencente familia Cordycipitaceae e Divisao
Hypocreales SAMSON et al., (1984) e foi registrado pela primeira vez na América do Sul

(Argentina) infectando Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera, Aleyrodidae). No



Brasil seu registro foi atacando lagartas Lonomia obliqua Walker (Lepidoptera: Saturniidae:
Herculeucinae) (SCORSETTI et al., 2008; SPECHT et al., 2009). Espécies do género Isaria
Pers. (1797) foram encontradas atacando insetos de diversas ordens, bem como nematédeo. Sao
causadores da chamada "muscardine amarela dos insetos" e foram isolados de Stenoma decora,
Zeller, 1854 (Lepidoptera, Elachistidae), Eupseudosoma spp. (Lepidoptera, Arctiidae) e Lagria
vilosa Fabricius, 1783 (Coleoptera: Lagriidae) tendo sido também encontrado causando
epizootias em lagartas Brassolis sp. (Lepidoptera, Nymphalidae) (ALVES, 1998).

Das espécies deste género, destacam-se: 1. farinosa (Holmsk), I. tenuipe (Peck) Samson, 1.
cicadidae (Miquel) Samson, I. fumosorosea (Wize) Brown e Smith e I. amoenorosea (Hennings)
Samson (Alves, 1998) removidas do género Paecilomyces Bainier (Luangsa-ard et al., 2005).

Pesquisas mais recente com fungo do género (Isaria) t€ém demonstrado eficiéncia no
controle de cupins. Wright et al. (2003) patentearam linhagens das espécies 1. fumosorosea
(Wize) e I javanica para o controle de cupins subterraneos. Este género retine diversas espécies
entomopatogénicas, entre elas /. farinosa e I. fumosorosea sao as mais estudadas. Além disso, sdo
empregadas em escala comercial em cultivos protegidos na Europa e nas Américas do Norte e
Latina, para o controle de pulgdes, mosca-branca, tripes, cochonilhas, 4caros, coledptero e
cigarrinhas (FARIA e MAGALHAES, 2001; ALVES et al., 2008).

No Brasil, Isaria spp. tem sido utilizado em escala comercial no Estado de Mato Grosso
para o controle do percevejo de renda da seringueira, (Leptopharsa heveae) (Drake e Poor)
(ALVES et al., 2008). Segundo os autores, estas espécies produzem grande quantidade de inoculo
em meios solidos, faceis e baratos de serem preparados, além de nao ser repelente, o que facilita a

disseminagao entre os individuos da colonia.

2.2.2.4 Penicillium sp.

O género Penicillium Fleming, 1928, foi descrito na Alemanha, (do latim Penicillus:
pincel) pertence ao Reino Fungi, Filo: Ascomycota, Classe: Eurotiomycetes, Ordem: Eurotiales e
a Familia: Trichomiaceae (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). Este género apresenta grande
importancia no ambiente natural, bem como na produc¢do de alimento e drogas. Algumas
espécies de Penicillium sao encontradas no solo e preferem climas frios e moderados, sdo
comumente presentes onde o material organico estd disponivel. Na maioria sdo saprofiticos e

estdo entre os representantes mais conhecidos da ordem Eurotiales. Algumas espécies sdo
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conhecidas como mofo ou bolores e estdo entre as principais causas de deterioracdo dos
alimentos e muitas delas produzem micotoxinas. Estes fungos podem por contagio,
contaminarem frutas e sementes e chegam a invadir habitacdes. Vdrias espécies
produzem bactericidas (antibioticos) que concorrem com bactérias saprofitas pelas mesmas

fontes de nutrigao (DOMSCH e GAMS, 1980).

Morfologicamente, as coldnias sdo geralmente de rapido crescimento, em tons de verde,
branco e as vezes, a maioria composta por um denso micélio de
conidioforos. Microscopicamente, as cadeias de conidios unicelulares individuais sdo produzidos
na sucessao basipeta de uma célula especializada chamada fidlide. As fiadlides podem ser
produzidas individualmente, em grupos ou de métulas ramificadas, dando uma aparéncia de uma
vassoura e sdo conhecido como Penicillus. Todas as células entre as métulas e conididforos sdo
referidos como ramos. O padriao de ramificacio pode ser simples (ndo ramificado ou
monoverticilado), ou em duas fases ramificadas (biverticilado simétrico e assimétrico). Os
conidi6foros sdo hialinos e podem apresentar paredes lisas ou dsperas. Os conidios sdo globosos,
elipsoidal, cilindricos ou fusiformes, podendo ser hialinos ou esverdeados e podem apresentar
paredes lisas ou asperas. Esclerdcios podem ser produzidos por algumas espécies (SAMSON et
al., 1984).

A forma anamorfica do Penicillium sp. pertence ao grupo dos fungos mitosporicos,
subgrupo hifomicetos. Enquanto a forma teleomorfica pertence a familia Trichocomaceae e estdo
representadas pelos géneros Talaromyces. e Eupenicillium. Existem registrados cerca de 1110
espécies, variedades de formas speciales de taxons pertencentes ao género Penicillium presentes
e descritos na literatura. Ele o agente causal dos bolores de coloragdo azul ou verde em frutos
citricos e podem causar podriddes de frutos muito comuns nas condigdes de pds-colheita além

ser responsaveis por perda em produtos agricolas (KIMATI et al., 1978).

2.2.3 Fungos como agentes de controle de pragas

O biocontrole prevé o uso racional de organismos vivos (fungos, bactérias, virus,
predadores e parasitoides) visando a reducdo das populagdes pragas, sem interferir na populacao
de inimigos naturais e sendo empregado como alternativa para diminuir ou evitar a utilizacdo de

inseticidas quimicos convencionais. Entre os microrganismos entomopatogénicos, destacam-se
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os fungos como agentes de controle bioldgico, por apresentarem vantagens como: capacidade de
atacar os insetos em todos os estagios de desenvolvimentos e capacidade de penetrar via
tegumento, por estarem presentes como componentes naturais em muitos ecossistemas terrestres
(JACKSON et al., 2000).

No Brasil, o interesse em pesquisas com fungos entomopatogénicos iniciou com a
ocorréncia epizodtica de M. anisopliae sobre diversas espécies de cigarrinhas da cana de agtcar,
na década de 60 e hoje a area tratada com esse fungo no Brasil ¢, aproximadamente, de um

milhao de hectares (ALVES et al., 2008).
2.2.3.1 Interagdo entre fungos entomopatogénicos e insetos

A primeira etapa do processo infectivo dos fungos entomopatogénicos envolve a adesdo e
a germinacao dos conidios sobre a cuticula do inseto, a qual ocorre por agdo mecanica e
enzimatica. Apos a penetracdo do fungo no inseto as hifas entram em contato com a hemolinfa,
desencadeando respostas imunes por parte do hospedeiro (ALVES, 1998).

Boucias et al., (1998) verificaram que a ades@o dos conidios no tegumento do inseto pode
ser passiva e nao passiva, isto ocorre devido a uma interagdo entre a cuticula do inseto ¢ a
camada de microbastonetes (rodlets) de natureza lipoproteica ou de outra constituicdo quimica.

Suscetibilidade ou resisténcia de varias espécies de inseto a infeccdo de fungos pode
resultar de muitos fatores, incluindo diferencas na estrutura e na composicdo do exoesqueleto,
presenca de compostos antifingicos na cuticula, bem como a eficiéncia das reacdes de defesa
celulares e humorais dos insetos (VILCINSKAS e GOTZ, 1999). Além disto, a composi¢cdo da
cuticula influencia fortemente na germinag¢do dos conidios, resultando na suscetibilidade
diferencial de varias espécies de insetos aos fungos entomopatogénicos WANG et al., (2005).

Fungos diferem de outros grupos de patégenos de inseto por sua habilidade de penetrar
através da cuticula do hospedeiro. Apos alcangar um hospedeiro potencial, o propagulo do fungo
inicia uma série de etapas que podem levar a infeccdo ou a resisténcia, podendo ndo provocar
nenhuma reagdo na auséncia de reconhecimento entre o fungo e o inseto. O processo de infec¢ao
fingica culmina na ruptura da cuticula do hospedeiro por crescimento e extrusdo, antes da
formagdo de esporos e da dispersdo. A morte do hospedeiro infectado usualmente ocorre durante
a colonizagdo da hemolinfa, quando o hospedeiro sofre a falta dos nutrientes (WANG et al.,

2005).



2.2.3.2 Fungos entomopatogénicos como agentes de controle de cupins

Os fungos entomopatogénicos destacam-se como agentes de controle bioldgico, por
apresentarem vantagens como, segundo (Barros et al., 2010): a capacidade de atacar os insetos
em todos os estagios de desenvolvimento; a capacidade de penetrar via tegumento e,
normalmente por estarem presentes como componentes naturais em muitos ecossistemas
terrestres.

O controle biologico natural de cupins por fungos ¢ atualmente amplamente estudado
(Hussain et al., 2011) e teve um dos registros mais antigos sobre o controle bioldgico natural de
cupins por meio de fungos esta no trabalho de Tate (1928), o qual observou e descreveu dois
géneros de fungos, Ectomyces ¢ Termitaria, parasitando insetos da ordem Isoptera.

A associacao de fungos em cupins foi primeiramente estudada por Hendee (1933). O
material fungico foi coletado do aparelho digestivo e tegumento dos cupins e também dos tineis
e galerias. Os géneros mais freqlientes foram 7richoderma e Penicillium. O autor concluiu que
os cupins sdo capazes de transportar esporos e hifas de fungos, sendo importantes agentes de
disseminagao.

Os fungos entomopatogénicos tém sido foco de pesquisas no controle bioldgico natural
de cupins. que sdo mais lentos no processo de colonizagdo do que os nematdides. Assim sendo,
causam menos mudangas comportamentais e fisiologicas e matam mais lentamente. Desse modo,
esses patdogenos parecem ter um maior potencial para a disseminagdo do inoculo através do
contato social entre os membros da colonia. Todavia, a temperatura ¢ a umidade constantes e a
condi¢do de escuro nas galerias subterraneas dos cupins, também favorecem o crescimento e
desenvolvimento do fungo (GRACE, 1997; NEVES E ALVES, 2004; ARAUJO et al., 2009;
PIRES et al., 2010; ).

A organizagdo social dos cupins ¢ um fator importante na disseminacdo de fungos
entomopatogénicos dentro da coldnia, o que deve facilitar o controle desses insetos pelo
tratamento das areas de alimentacdo. Entretanto, acdo defensiva dos cupins, tais como remogao e
isolamento dos individuos contaminados pelos fungos, enterramento dos cupins mortos junto
com secregoes defensivas e componentes inibidores, além da possibilidade de resisténcia

humoral pode limitar a disseminacdo da doenga dentro da colonia (RATH, 2000).



Diante disto, o controle de cupins por fungos entomopatogénicos tem sido objeto de
pesquisas importantes com a finalidade de melhor preservar o meio ambiente. Os fungos
entomopatogénicos: B. bassiana e M. anisopliae tem apresentado resultados promissores em
bioensaios visando o controle de cupins das espécies: C. formosanos (LAl et al, 1982;
FERNANDES e ALVES, 1992; DELATE et al., 1995); C. cumulans (NEVES e ALVES, 1999)
e N. coxipoensis (ALBUQUERQUE et al., 2005; LOUREIRO ¢ MOINO Jr, 2006; CUNHA et
al., 2009).

Fuller (2007) analisou a atividade fungistatica dos géneros Aspergillus, Cladosporium,
Geotrichum, Paecilomyces e Penicillium sobre a inibi¢do do crescimento do tamanho dos
soldados de Nasutitemes sp.

Segundo Azevedo (2001) os insetos infectados pelo fungo M. anisopliae tornam-se
mumificados e cobertos por uma camada pulverulenta de cor verde, formada pela aglomeragao
de conidios. O fungo ¢ utilizado no controle de pragas que causam sérios prejuizos a culturas de
interesse agrondmico, em quase todos os paises do mundo, principalmente nas regides tropicais.
Viérios experimentos em laboratérios e campos foram realizados na Austrdlia visando a
transmissao entre individuos e a inducdo de epizootia em colonias de N. exitiosus. Também
foram observados altos niveis de mortalidade em grupos de cupins em laboratorios, obtidos pela
adi¢do de operarios contaminados com M. anisopliae (HANEL, 1981). De acordo com Hanel,
(1982) outras espécies de fungos entomopatogénicos foram utilizadas para controle de N.
exitiosus, bem como o estudo do ciclo de vida de um isolado de M. anisopliae, com
patogenicidade comprovada. Este fungo pulverizado dentro das colonias no campo ou em locais

de coleta de alimento foi capaz de iniciar epizootias por até 15 semanas.

2.2.4 O controle de fungos entomopatogénicos e a interferéncia no comportamento social de

cupins

O efeito inibitério das pelotas fecais dos cupins sobre a germinacdo dos esporos de M.
anisopliae foi estudado por Rosengaus et al., (1998) quando observaram que a presenca desse
material diminuiu significativamente a taxa de germinacao comparada ao tratamento controle. A
taxa de germinagdo foi inversamente proporcional a quantidade de material fecal presente nas
suspensoes testadas e independeram do tempo de incubagdo. O efeito fungistitico do material

fecal foi virtualmente imediato e ndo exigiu tempo prolongado de contato com os esporos para



inibir a germinagao. Esse mecanismo de prote¢ao bioquimica pode reduzir os riscos de infecgoes
fingicas em ninhos de cupins. Apesar dos patogenos parecerem exercer significativa pressao
seletiva sobre varios aspectos da socialidade, os mecanismos de resisténcia a doenga sdo pouco
compreendidos nos insetos sociais. Outros experimentos realizados em laboratério demonstraram
que as ninfas de Zootermopsis angusticollis (Hagen) expostas a uma suspensao na concentracao
de 9 x 10" conidios/mL de M. anisopliae, tiveram sobrevivéncia maior do que o controle apos
serem submetidos a uma concentracao letal de esporos. A exposi¢ao prévia ao patdgeno conferiu
aos cupins um grau de prote¢do durante o contato subseqiiente com o mesmo patdgeno. Esses
resultados representam a primeira demonstragdo da funcdo imune iz vivo em insetos sociais
(ROSENGAUS et al., 1999a).

Os cupins que foram expostos ao contato direto com fungos entomopatogénicos, emitiram
aviso aos companheiros de ninho através da vibragdo. Os cupins que ndo tiveram contato direto
com 0s esporos e que perceberam o sinal vibratdrio aumentaram significativamente a distincia
entre eles. A resposta de fuga dos cupins ndo foi induzida apenas pela presenga de esporos ou
feromonios, mais requer também a percep¢do da vibragdo propagada através do substrato. Esse
comportamento pode permitir aos cupins a reducdo dos riscos de doenca dentro do ninho
(ROSENGAUS et al., 1999b).

Rosengaus et al., (2000) desenvolveu as propriedades antifingicas dos principais
componentes terpendides das secregdes da glandula frontal de soldados Nasutitermes foram
desenvolvidos por meio de incubacao de suspensdes de conidios de M. anisopliae associados as
substancias O-pineno e limoneno, sozinhas ou associadas em diferentes concentragdes. Os
ensaios in vitro demonstraram que essas substancias reduzem a germinagdo dos conidios por
meio de contato direto e indireto (vapor). Outros testes foram realizados com as mesmas
substancias antifungicas por Azevedo e Neto, (2007) com soldados de N. costalis, N. nigriceps ¢
C. formosanus. As espécies de Nasutitermes foram menos suscetiveis a infeccao, provavelmente
devido as propriedades antifungicas do a-pineno e do limoneno, visto que os soldados de C.
formosanus contaram apenas com defesas mecanicas, enquanto que os soldados de N. costalis e
N. nigriceps demonstraram defesas quimicas gracas aos terpendides das secre¢des glandulares

Bao e Yendol, (1971) estudaram histopatologia e o comportamento de Reticulitermes

flavipes infectado com B. bassiana, descobriram que os cupins reduziram a atividade dinamica e



se agruparem além da paralisia, perda de coordenagdo, aumento na descarga anal e perda de
sensibilidade aos estimulos tateis, durante o periodo de 24 e 36 horas até a morte.

Traniello et al., (2002) descreveram uma exposi¢do do cupim Z. angusticollis a M.
anisopliae, os cupins aumentaram sua habilidade de resisténcia a infec¢do quando colocados em
contato com os companheiros dos ninhos previamente imunizados. Essa transferéncia de
resisténcia a infec¢do, mecanismo ndo reconhecido previamente no controle de doencas em
insetos sociais, poderia explicar como o grupo aumenta a sobrevivéncia dos membros da colonia,
a despeito do aumento dos riscos de transmissdo de patdégenos que pode acompanhar a

sociabilidade.

2.3 Substratos como base nutricional de produtos fungicos

No Brasil, a produgao massal de fungos entomopatogénicos ¢ tradicionalmente realizada
com o emprego de arroz cozido como substrato. Apods a colonizagdo do arroz pelo
microrganismo, a mistura de arroz com fungo, ¢ triturada e comercializada na forma de po-
molhével. Alternativamente, a mistura arroz e fungo sao vendidos sem trituragdo, ficando a cargo
dos produtores rurais a tarefa de lavar o substrato com 4gua para remog¢do dos esporos. Os
esporos sdo sementes do fungo que funcionam como unidades infectivas e constituem o
ingrediente ativo dos micoinseticidas (ALVES e PEREIRA, 1998).

Apesar de o arroz ainda ser o substrato mais utilizado na producao de fungos, alternativas
vém sendo testadas, na expectativa de substituir esse substrato. Portanto nestes ultimos anos
houve uma tendéncia para aumentar a utilizacdo eficaz de outros residuos como a casca de café,
o bagaco de mandioca e de cana-de-agucar, o farelo de soja, etc. Estes residuos podem constituir
um excelente substrato para os processos de fermentagdo em meio sélido, pois 0s mesmos sao
ricos em fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais. Igualmente, estes sub-produtos podem ter
importantes aplicagdes na biotecnologia, como substratos para o crescimento de fungos
filamentosos para a obtencdo de produtos com alto valor agregado: biopesticidas, enzimas,
acidos organicos, fungos comestiveis e metabolitos secundarios (PANDEY et al., 2005).

O Brasil ¢ o maior exportador de suco de maracuja do mundo, além disso, o 6leo da
semente de Maracujd pertence as matérias-primas de qualidade altamente atraentes para as

industrias cosméticas (OLIVEIRA, 2003). Essa grande producao agroindustrial é responsavel por



uma produ¢do muito elevada de residuos sélidos e que ocasionar problemas ecologicos sérios
(CORDOVA, 2005).

Uma alternativa promissora ¢ a utilizacdo de residuos da semente de maracuja, espécie
Passiflora edulis f. flavicarpa, conhecido como Maracuja azedo ou amarelo, ¢ a mais explorada
comercialmente, botanicamente definido por Meletti (1999) como uma planta trepadeira sub-
lenhosa que apresenta grande vigor vegetativo (ARAUJO, 2007). As sementes, no maracuja,
representam cerca de 6 A 12% do peso total do fruto e, podem ser boas fontes de oleo,
carboidratos, proteinas e minerais (ARAUJO, 2007).

Observamos o volume de micoinseticidas comercializados em nosso pais, mesmo
considerando que as producdes de empresas sao de pequeno porte, elas sdo responsaveis por um
tratamento anual de 120 a 150 mil hectares, esses nuimeros sdo ainda bastante modestos,
sobretudo quando comparados com inseticidas quimicos ou mesmo com produtos bioldgicos
como o Dipel e Thuricid (constituidos de esporos e toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis
como ingredientes ativos e destinados exclusivamente ao controle de lagartas), mas o contexto
atual mostra- se favoravel ao crescimento do mercado de micoinseticidas (SOCCOL, 2005).

O residuo agroindustrial da extracdo do suco do maracuja apresenta pouco ou nenhum
valor econdmico e este ser transformados em produtos de valor econdomico. Desse modo as
vantagens do uso do residuo da semente de maracujd como substrato para producdo de
bioinseticidadas fungicos ¢ uma alternativa viavel, pois além de proporcionar bom crescimento

fingico apresentar boa base nutricional e de baixo custo.

2.4 Produtos registrados e comercializados no Brasil

Os primeiros testes com fungos que infectam insetos também chamados de fungos
entomopatogénicos, foram realizados pelo russo Metschnikoff no final do século XIX, quando
avaliou o potencial de Metarhizium anisopliae para o controle de uma espécie de besouro.
Somente um século depois os primeiros resultados praticos comecaram a surgir, havendo
atualmente varios inseticidas biologicos a base de fungos (micoinseticidas) em comercializagao
em diferentes paises. Segundo Alves e Pereira (1998) as quatro maiores empresas brasileiras do
setor processaram algo em torno de 155 toneladas de arroz. De fato tem-se uma estimativa da

area tratada para o controle de diferentes insetos-praga demonstrados na tabela 1.



Tabela 1- Area tratada com fungos entomopatogénicos produzidos pelas quatro maiores
empresas brasileiras do setor.

Cultura Praga Fungo Area (1000 ha
Pastagens Cigarrinhas Metarhizium anisopliae 86,5
Cana-de-agucar Cigarrinhas M. anisopliae 12,9
Mamao Acaros Beauveria bassiana 4.9

Café Broca-do-café B. bassiana 1,1
Citrus Cochonilha ortézia  B. bassiana 0,6
Horticultura Diversas B.bassiana 0,3
Seringueira Percevejo-de-renda  Sporothrix insectorum 1,6
TOTAL 107,9

Fonte: Alves et al., (1998)

No Brasil, pesquisas sobre a utilizagdo de fungos entomopatogénicos, em programas de
controle de pragas tém sido realizadas com sucesso. Assim, varios centros da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Universidade Estadual de Londrina, Universidade de Caxias do Sul, Universidade

Federal de Pernambuco, tabela 2.

Tabela 2 — Alguns produtos a base de fungos comercializados no Brasil

Produto Praga-alvo Empresa e/ou Instituigdo

Bauveria bassiana Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) BioAgro Controle Biologico
Brassolis sp. (Lepidoptera: Nymphalidae)
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae)

Boveril WP T. urticae (Acari: Terranychidae) Itaforte Bioproduto
PL63/447 H. hampei (Coledptera: Scolytidae)
Boveriol Isoptera: Rhinortermitidae Tecnicontrol Industria e Comércio de
Isoptera: Termitidae Produtos Biologicos Ltda.
Biocerto Metarhizium Hemiptera: Cercopidae Biocerto
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae BioCana
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae BTA
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Fitossan—Assisténcia Fitossanitaria e
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Controle Biologico
Prefeitura de Sdo José do Rio Claro
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Empaer
Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Fundagao Agroambiental da

Amazonia — Funam

Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Toyobo do Brasil Ltda.




Metarhizium anisopliae Hemiptera: Cercopidae Asplana
Metabiol Hemiptera: Cercopidae Tecnicontrol Industria e Comércio de

Produtos Biologicos

Sporotrix insectorum Leptopharsa (Hemiptera: Tinidae) Empaer Estagao de aviso

Fitossanitario de sdo José do Rio

Claro
Sporotrix insectorum Hemiitera: Tingidae Instituto Biologico
Sporotrix Leptopharsa beveae (Hemiptera:Tinidae) BioCerto
Vertirril WP Hemiptera: Aleyrodidae Itaforte Bioproduto
1300 Hemiptera: Ortheziidae Natural Rural

Vertinat Hemiptera: Aleyrodidae

Hemiptera: Ortheziidae

Fonte: Faria e Wraigt, 2007

Entre os fungos mais utilizados nestes centros estdo: o M. anisopliae, B. bassiana, N.
rileyi, Lecanicillium spp. e Sporotrix spp. aplicando tecnologias classicas e modernas para melhor
conhecimento da biologia e da genética desses fungos, na obtengdo e selecao de novas linhagens
mais eficientes no controle biologico de insetos € no desenvolvimento de produtos comerciais.
Efetivamente 12 espécies ou subespécias tem sido empregada como ingredientes ativos em

micoinseticidas e micoacaricidas (FARIA e WRAIGHT, 2007).

Entretanto, quando observagdes de caracteres morfologicos foram complementares com
analises moleculares, podem ser identificadas espécies cripticas dentro de grandes géneros. Os
principais micopesticidas comercializados no Brasil utilizam fungos dos géneros Metarhizium,

Beauveria, Lecanicillium, Sporotrix para o controle de pragas tabela 2.

Incluindo os micopesticidas baseados em B. bassiana, M. anisopliae,
Lecanicillium spp., I. fumosorosea, ¢ B. brongniartii (Sacc.) Petch , sdo os mais comuns dentre os

produtos ja desenvolvidos em escala mundial (FARIA e WRAIGHT, 2007).

Além disso, 171 micopesticidas desenvolvidos no mundo, aproximadamente, 93,6
% sdo recomendados para controle de insetos e 16,4 % contra acarinos. Os insetos-alvo estdo
distribuidos, em pelo menos 48 familias taxondmicas e em 10 ordens principalmente em

Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, Thysanoptera e Orthoptera (FARIA e WRAIGHT, 2007).

3. MATERIAL E METODOS



Os testes experimentais in vitro e moleculares foram realizados no Laboratorio de
Genética (LABGEN) e no Laboratério de tecnologia de DNA do Departamento de
Biotecnologia, no Setor Sul do Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). A
manutenc¢do dos cupins foi feita em casa de vegetacdo do mesmo departamento.

A identificagdo taxondmica cldssica do Penicillium sp. foi realizada na Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), no Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias
Biolégicas (CCB).

A identificagao taxondmica classica do cupim Nasutitermes sp. foi realizada no Instituto

Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA), no Departamento de Entomologia.

3.1 Preparacio dos meios de cultura e solugdes

3.1.1 Meio "Batata Dextrose e Agar" (BDA) + 0,05 % cloranfenicol

O meio BDA ¢ utilizado para estudar a fisiologia de crescimento e de esporulacao dos
fungos.

O meio BDA ¢ composto de: 20 g de dextrose e 200 g de batata e 17 g de Agar. Preparo
para o meio- 200 g de batatas (sem cascas) foram pesadas e cortadas em pequenos pedacos em
forma de cubo. Em seguida, as batatas foram colocadas para ferver em Becker 1000/mL
contendo 500 mL de 4gua destilada e levada ao forno microondas até cozinhar. Apods o
cozimento foram filtradas em um coador de papel e o liquido obtido foi transferido para uma
proveta 1000/mL e foi adicionada agua destilada até¢ completar um litro. Este foi transferido para
um Erlenmeyer 1000/mL e adicionou-se 20 g de dextrose e 17 g de Agar. Foi homogeneizado e
levado para ser autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Ap0s a retirada da autoclave deixou esfriar

um pouco e adicionou-se 0,05% cloranfenicol para depois ser vertido em placas de Petre.
3.1.2 Solugdo de tween 80 (0,05% v/v)
A solucao foi preparada medindo 100 puL de tween 80 e avolumando 200 mL com dgua

destilada autoclavada.

3.1.3 Solugdo de hipoclorito a 2%



A solug¢do foi preparada medindo 2 mL de hipoclorito de sodio a 98 mL de agua destilada

autoclavada .

3.1.4 Solugao alcool 70 %

A solug¢do foi preparada misturando 70 mL de 4lcool etilico (absoluto) e 30 mL de dgua

destilada autoclavada.

3.1.5 Solugdo Clorofil propor¢ao 24:1.

A solugao foi preparada pela mistura de 24 mL de cloroférmio e 1 mL de alcool
isoamilico.

3.1.6 Tampodes

Tampao TE
Tris HCL oo 10 mM
EDTA o, 10 mM
PH oo 7,5
Tampao R
Tris HCL oo 10 mM
EDTA .o, 1 mM
PH o 7,5

Tampao TEB (10X)

Tris Base .ccoovvvveveiviiiieiineen, 0,89 mM



Tampao de Amostra 5X

Azul de Bromofenol ........ 0,001%
Glicerol .......cccovvevvineiiinnne 30%
Tampao TEB 10X.................. 5X

Gel de Agarose.0,8%
AGATOSE ..ovvviieiiiieiiieeeieeeeeee 0,8 g

Tampao TEB (1X) ......ccuee...e. 100 ml



3.2 Obtencio das espécies flingicas

Neste experimento foram utilizados fungos obtidos da Colecao de Cultura da Micoteca do
Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e de outras institui¢cdes, constando em seu histérico a seguinte procedéncia

tabela 3.

Tabela 3 - Origem das espécies fungicas utilizadas no trabalho

Espécies fungicas Hospedeiros Procedéncia
Isolado E¢-Metarhizium anisopliae | Diatrea saccharalis (Fabricius, Pernambuco
(Metschnikoff) Sorokin 1794) (URM)*
Isolado. URMA4548 Beauveria Diabrotica speciosa (Stall, 1954) | Pernambuco
bassiana (Balsamo) Vuill (URM)*

Isolado. Isaria javanica (Frieder e | Lonomia obliqua (Walker, 1855) | Rio Grande do Sul
Bally)

Isolado. Penicillium sp. (Fleming) Pernambuco
(URM)*

* Colecao de Cultura da Micoteca (URM) do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB)
3.2.1 Conservagao das linhagens fingicas

As linhagens fungicas foram cultivadas e conservadas em meio BDA. 15 mL BDA de meio
foram distribuidos em tubos de ensaio, fechados com algodao e esterilizados a 121 °C durante 20
minutos. Posteriormente resfriado em posicao inclinada. As linhagens fungicas foram inoculadas
e incubadas a 28 °C. Apos o crescimento fungico foi adicionado aos tubos cinco mL de o6leo
mineral.

3.2.2 Obten¢ao dos Nasutitermes corniger
Os cupins N. corniger foram coletados de cupinzeiros localizados em arvores (figura 5),
situadas no Setor Sul do Campus da UFAM e transferidos para potes plasticos e levados para o

Laboratorio de Genética / UFAM.



Figura 5 — Coletas de cupim na mata do Setor Sul do Campus da UFAM. A - cupinzeiro
localizado em arvore; B Nasutitermes corniger

Foto: Oliveira, G. (2009).

3.3 Estratégias experimentais

Este trabalho foi desenvolvido em quatro Etapas: Teste in vitro, Selecdo dos substratos,
Teste em campo, Identificagdes: molecular e taxondmica do Penicillium sp. e taxondmica do

cupim N. corniger.

3.3.1 Teste in vitro

3.3.1.1 Produgdo de conidios

Os fungos M.anisopliae, B. bassiana, I javanica e Penicillium sp. foram cultivados em
BDA durante 12 dias. Conidios foram transferidos para dgua destilada esterilizada com solucao
tween 80, contados em cAmara de Neiibauer e a suspensio foi padronizada para 10® conidios/mL
de cada fungo. Essa suspensao foi inoculada em sacos de polipropileno contendo 100 g de arroz
parboilizado, umedecido com 50 mL de agua destilada e previamente autoclavado. Apds a
inoculagdo, o arroz contido nos sacos foi agitado para melhor espalhamento do inoculo e deixado
em repouso a temperatura ambiente.

Apo6s 12 dias de crescimento fungico foram preparadas suspensdes de conidios nas

concentragdes necessarias para os bioensaios de acordo com Vilas Boas et al., (1996).



3.3.1.2 Preparo das suspensoes de conidios

Pesou-se 1,0 g de arroz contendo o fungo, adicionou-se a um becker contendo 100 mL
agua destilada esterilizada e 0,15 mL de Tween 80. Apds agitagdo em vortex, a suspensdo foi
quantificada em camara de Neiibauer, conforme a metodologia de Alves e Morais (1998) e
ajustada para uma concentragdo de 10° conidios/mL. A partir desta concentragdo, foram
efetuadas diluigdes sucessivas até as concentragdes 107, 10°, 10°, 10* conidios/mL que foram

usadas nos testes in vitro.

3.3.1.3 Infecgdo “in vitro” de Nasutitermes corniger

Os bioensaios foram realizados nas concentragdes 108, 107, 10°, 10°, 10* de conidios/ mL
e um grupo controle contendo agua destilada com Tween 80, para cada concentracdo testada.
Foram feitas cinco repetigdes com 10 cupins (8 operarios e 2 soldados) em um total de 300
individuos.

Os cupins foram imobilizados por um minuto a temperatura de —2 °C, manipulados com
pincéis e pulverizados (pulverizador manual Vilbiss n° 15) com 0,5 mL de cada suspensao.

Apo6s a inoculagdo, os cupins foram transferidos para placas de Petri contendo papel de
filtro umedecido com agua destilada e com pedacos de madeira que serviram de abrigo e
alimento para os insetos.

As placas foram mantidas em casa de vegetacdo por cinco dias em temperatura ambiente.
Foram realizadas observagodes didrias para remover e contabilizar o nimero de cupins inativados,
esses insetos foram transferidos para placas de Petri ¢ mantidos em camara umida (SUN et al.,

2002) figura 6.



Figura 6 - Infec¢do in vitro dos fungos. (A) placas contendo cupins, madeira para alimento e
abrigo; (B) Pulverizacdo das amostras e controle; (C) Amostras de material pulverizado nas
concentragdes 1,0 x 10* a 1,0 x 10* conidios/ mL mais controle; (D) Casa de vegetagdo onde as
amostras permaneceram pelo periodo de cinco dias

Foto: Oliveira, G. (2009)

3.3.1.4 Quantificagdo de conidios obtidos de cadaveres de N. corniger

Para cada fungo, M. anisopliae, B. bassiana, 1. javanica e Penicillium sp. cadaveres dos
insetos contaminados e mortos apos a infeccdo foram imersos em tubo de ensaio contendo 4 mL
de solugdo Tween 80. O tubo foi agitado por trés minutos em Vortex e efetuada a quantificacao

dos conidios em camara de Neilibauer.



3.3.1.5 Reisolamento dos fungos obtidos de cadaveres de N. corniger

Uma parcela de cupins colonizados pelos fungos foi imersa em alcool 70% por trés
minutos; soluc¢ao hipoclorito de s6dio 2 % por dois minutos e em agua destilada autoclavada por
trés minutos, conforme (ALVES et al., 1998). Em seguida, os insetos foram secados em papel
filtro autoclavado, transferidos para cdmara Umida e incubados em BOD (28 °C) até a
esporulagdo.

Apo6s 12 dias, os esporos fungicos dos patogenos foram semeados em placa de Petri,
contendo BDA acrescido de antibiotico (0,05% cloranfenicol). Apds o crescimento micelial, o
inéculo de cada fungo foi transferido para tubos de ensaio por 12 dias, para posterior andlise dos
aspectos morfologicos em placas de Petri, para confirmar a presenga ou ndo do fungo inoculado

inicialmente.

3.3.1.6 Andlise das microestruturas dos fungos M. anisopliae, B. bassiana, I javanica e

Penicillium sp.

Fragmento fungico foi transferido para quatro pontos eqiiidistantes de uma placa de Petri com
BDA. Os inoculos foram cobertos por laminulas, previamente flambadas. As placas foram incubadas
em BOD (28 °C) e ap6s 24, 48, 72 horas, as laminulas foram retiradas e coradas com azul de Amann
e observadas ao microscopio Optico para analise das estruturas fingicas, segundo Domsch e Gams

(1993).



3.4. Selecao dos substratos

3.4.1 Origem dos substratos

Os substratos testados nesse trabalho foram coletados de varias fontes mostrados na
figura 07. As cascas de coco seca provém de coletas dos vendedores da orla da praia da Ponta
Negra situada em Manaus/Amazonas.

As sementes de maracuja, (P.edulis f. flavicarpa) residuo proveniente da empresa Divina
Fruta, empresa incubada no Centro de Desenvolvimento Empresarial, situado no Distrito
industrial, em Manaus/Amazonas.

As serragens foram obtidas da Madeireira e Material de Constru¢do Santos, situada no
bairro Ponta Negra, ¢ residuos procedentes da madeira Angelim do estado do Para.

O Arroz parboilizado polido tipo 2, classe longo fino, marca korblenz, empresa urbano

Agroindustrial Ltda., Rua Jodo Januario Ayroso, Jaragud do Sul/Sao Paulo.

Figura 7 - Substratos. (A) casca de coco, (B) arroz, (C) serragem clara, (D) serragem  escura e
(E) residuo de semente de maracuja
Foto: Oliveira, G.(2011)



3.4.2 Pré-tratamento dos substratos

Primeiramente, os substratos de serragens e palha de coco foram secados em estufa com
circulagdo de ar a 40 °C, durante 72 horas, até atingir uma umidade de 8% a 10%. A palha de
coco apos a secagem foi triturado em moinho de quatro facas do Departamento de Quimica da
UFAM.

A semente de maracuja foi prensada por processo mecéanico hidraulico, por prensagem
mecanica em extrator radial tubular modelo ERT 60, marca Scott- tech. O Arroz parboilizado foi
triturado em liquidificador marca consul em poténcia maxima. Os substratos: arroz, casca de
coco, serragem clara, serragem escura e residuo de semente de maracuja processados podem ser

observados na figura 08.

Figura 8 - Substratos tratados. (A) arroz, (B) casca de coco, (C) serragem clara, (D) serragem
escura e (E) residuo de semente de maracuja
Foto: Oliveira, G.(2009)



3.4.3 Preparo dos substratos para inoculagdo fungica

Os substratos foram pesados, 15 g de substrato peso seco, e colocados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, adicionados de 7,5 mL de 4dgua destilada. Em seguida, os fracos foram
fechados com tampao (algoddo hidrofébico), e coberto com papel laminado e esterilizados
durante 20 min em autoclave a 121 °C.

Apos a esterilizacdo os mesmos foram separados e denominados em cinco grupos dos
substratos: (A) casca de coco, (B) arroz, (C) serragem clara, (D) serragem escura e (E) semente
de maracuja. Foram feitas trés repetigdes para cada linhagem fungica: M. anisopliae, B.
bassiana, 1. javanica e Penicillium sp., € um controle (substrato e 4gua autoclavada), em um

total de 20 frascos.

3.4.3.1 Preparo da solugdo fungica

Os fungos M. anisopliae, B. bassina, 1. javanica ¢ Penicillium sp., foram repicados em
placas de Petri contendo BDA e mantidos em temperatura ambiente por oito dias.

Ap6s esse periodo os fungos foram repicados para tubos falcon de 15 mL contendo 8,5
mL de 4gua destilada autoclavada e 1,5 de glicerol. Foram agitados e a suspensdo foi

quantificada em camara de Neiibauer e ajustada para uma concentragdo de 10® conidios/mL.

3.4.3.2 Inoculagao fungica dos substratos

Cada grupo de substrato foi inoculado com 0,50 uL da suspensdo 10° conidios/mL e
adicionados 7,5 mL de 4gua destilada autoclavada. Os frascos de Erlenmeyer foram incubados
em estufa a 28 °C durante cinco dias.

Foram realizadas observagdes didrias para acompanhamento do crescimento das

linhagens fungicas em substrato figura 9.



Figura 9 - Teste para a sele¢do dos melhores substratos para o crescimento fungico, sendo que
(A) casca de coco, (B) arroz, (C) serragem clara, (D) serragem escura e (E) residuo de semente
de maracujé, todos com controle

Foto: Oliveira, G.(2011)

3.4.3.3 Quantificacao dos conidios crescidos nos substratos

Pesou-se 1,0 g de cada substrato contendo o fungo, homogeneizou-se em tubo de ensaio
contendo 9 mL 4gua destilada autoclavado e 0,15 mL de Tween 80. Apos agitacdo em vortex, a

suspensao foi quantificada em camara de Netibauer, conforme a metodologia de (Alves ¢ Morais,
1998).



3.4.3.4 Preparacao dos produtos e teste do periodo de prateleira

Apbs os testes para selecionar os melhores substratos que obtiveram melhor crescimento
fingico. A partir dos substratos foram pesados 1,0 g de cada espécie fungica e transferidos para
ampolas de vidro de 13 mL. Sendo 04 ampolas para cada espécie fungica e controle totalizando
24 ampolas (12 para cada substrato) tabela 4. A primeira aplicagdo ocorreu apos 24 horas de
preparacdo do produto fungico. Foi determinado um periodo de prateleira de 30 dias. As 12
ampolas que foram submetidas ao periodo de prateleira estabelecido foram mantidas em
prateleira em temperatura ambiente para aplicagdo em campo ap6s 30 dias de prateleira tabela 4
e figura 10.
Tabela 4 - As 24 ampolas do produto fungico para dois substratos

Identificagao Arroz Semente de maracuja  Concentracdo (conidios/mL)
1 L javanica L javanica 10
2 L javanica L javanica 10
3 L javanica 1. javanica 10
4 Controle (4gua) Controle (agua) 108
5 M. anisopliae M. anisopliae 108
6 M. anisopliae M. anisopliae 10
7 M. anisopliae M. anisopliae 108
8 Controle (4gua) Controle (agua) 108
9 Penicillium sp. Penicillium sp. 108
10 Penicillium sp. Penicillium sp. 10
11 Penicillium sp. Penicillium sp. 108
12 Controle (4gua) Controle (agua) 108

* Antes das aplicagdes nos cupinzeiros foi adicionado 9 mL de 4dgua destilada autoclavada em
cada ampola.

Figura 10 - Ampolas de vidro de 13 mL contendo produto (substrato + fungo) Foto:
Oliveira, G. (2011)



3.5 Teste em campo
3.5.1 Aplicagao do produto no campo

Para realizacdao do teste em campo foram utilizadas as linhagens fungicas M. anisopliae,
L. javanica, Penicillium sp. e. Exceto o fungo B.bassiana por apresentar uma infeccdo e

patogénicidade lenta.

A area de aplicacdo para o teste dos produtos em campo fica localizada no Setor Sul do

Campus da Universidade Federal do Amazonas em Manaus, AM figura 11.
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Figura 11 - Area de aplicagdo dos produtos em campo. Setor Sul do Campus
da Universidade Federal do Amazonas
Foto: Google earth, (2010)

Para aplicacdo dos produtos a base de fungos nos cupinzeiros, foram determinados dois
tratamentos. Foram escolhidos 12 cupinzeiros ao acaso no campo ¢ aplicada 10 mL de suspensao
fungica de 10® conidos/mL de cada linhagem (M. anisopliae, 1. javanica e Penicillium sp.). No
grupo (controle) foi inoculado substrato mais dgua/autoclavada. As aplicagdes dos produtos

foram realizadas ap6s 24 horas do periodo de preparagdo tabela 5.



Tabela 5- Esquema de aplicagdo dos produtos fingicos nos cupinzeiros

FUNGOS SUBSTRATO
1 Controle Isaria javanica (dgua) Arroz
2 I javanica Arroz
3 1 javanica Arroz
4 I javanica Arroz
5 Controle /. javanica (agua) R.S. de Maracuja*
6 L javanica R.S. de Maracuja*
7 L javanica R.S. de Maracuja*
8 L javanica R.S. de Maracuja*
9 Controle Metharizium. anisopliae (agua) Arroz
10 M. anisopliae Arroz
11 M. anisopliae Arroz
12 M. anisopliae Arroz
13 Controle M. anisopliae (agua) R.S. de Maracuja*
14 M. anisopliae R. S de Maracuja*
15 M. anisopliae R. S de Maracuja*
16 M. anisopliae R. S de Maracuja*
17 Controle Penicillium sp. (agua) Arroz
18 Penicillium sp. Arroz
19 Penicillium sp. Arroz
20 Penicillium sp. Arroz
21 Controle Penicillium sp. (agua) R.S. de Maracuja*
22 Penicillium sp. R.S. de Maracuja*
23 Penicillium sp. R.S. de Maracuja*
24 Penicillium sp. R.S. de Maracuja*

* Residuo de semente de maracuja (R.S. de Maracuja)

Para a segunda aplicacdo dos produtos foram 12 novos cupinzeiros escolhidos ao acaso

no campo e realizou-se a mesma metodologia da primeira aplicacao.



3.5.2 Método de aplicacao das suspensdes flingicas por cupinzeiro

Para aplicagdo dos produtos (substrato mais fungo) foram abertos um ou mais canais com
o auxilio de um vardo de ferro com 50 cm de comprimento por 15 mm de didmetro e um martelo.
Como regra geral cada canal foi feito verticalmente, comeg¢ando do topo do cupinzeiro,
atravessando a crosta ou calota até chegar a regido hipdgea. Para cada ampola dos produtos
foram adicionados 9 mL de dgua destilada autoclavada em seguida foram homogeneizados e

aplicados diretamente nos canais da regido do cupinzeiro, figura 12.

Figura 12 — Canal vertical no cupinzeiro para posterior aplicagdo do produto

Foto: Oliveira, G. (2010)

3.5.3 Avaliagao do tempo de mortalidade do cupinzeiro



A primeira observacao do tempo de mortalidade foi realizada apos 30 dias e segunda

com 60 dias de inoculagdo fingica.

Apds 60 dias de inoculagdo os cupinzeiros foram abertos com facdo e ndo havendo
populacao viva do cupim, a colonia foi considerada morta enquanto que se notando a presenca de

cupim, ainda que em reduzida quantidade, a colonia foi considerada ainda viva.



3.6 Identificacdo fungica
3.6.1 Identificacdao molecular

Esta metodologia foi realizada para identificagdo molecular do fungo Penicillium sp. a nivel
taxondmico de espécies.

3.6.1.1 Cultivo monospdrico

Para a identificacdo molecular se faz necessario a técnica de cultivo monosporico. Esta
técnica proporciona o isolamento de apenas um esporo para obtencdo de cultura pura, processo
que possibilita a diminui¢do das variacdes ao nivel morfofisioldégico, bioquimico e genético,
quando submetidas a cultivos sucessivos segundo a metodologia de Gams e Rozsypai (1973). A

amostra do fungo Penicillium sp. foi submetida a cultivo monosporico em BDA.

3.6.1.2 Extragdo de DNA

Para a extragdo de DNA fungico foi seguido o protocolo desenvolvido por Souza (2006),
com modificagdes. Os isolados foram previamente cultivados em meio liquido Manachini (1987)
por 48 horas a 30 °C e 150 rpm.

Apos a incubagdo foi realizada a filtracdo para que houvesse separagao do micélio. Em
seguida, triturou-se o micélio filtrado em nitrogénio liquido e colocou-se 200 mg em microtubos
de 2 mL; foi adicionado 1000 pL de Brazol (LGC-Biotecnologia) misturado suavemente e
incubado em banho-maria a 65 °C por 30 minutos; o tubo foi removido do banho-maria, esfriou
no gelo; adicionou-se 200 puL de clorofil, misturou-se bem e centrifugou-se a 12.000 rpm por
dois minutos.

A fase aquosa foi removida e transferida para outro tubo limpo. Adicionou-se 500 pL
clorofil e agitou-se suavemente. Centrifugou-se a 12.000 rpm por trés minutos. Transferiu-se a
fase aquosa para outro tubo limpo. Foram adicionados 600 pL de etanol (a 20 °C), misturou-se
bem (gentilmente), e foi precipitado no congelador até o dia seguinte. Em seguida o precipitado
foi centrifugado a 12.000 rpm por trés minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se ao
sedimento 1 mL de etanol (70%) que agiu durante 10 minutos. Repetiu-se o procedimento mais
uma vez e adicionou-se 1 mL de etanol (95%) durante trés minutos. Centrifugou-se a 12.000 rpm

por cinco minutos, descartou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento invertendo-se o tubo



sobre um papel autoclavado por, aproximadamente, 30 minutos. O sedimento foi dissolvido em
50 pL de tampao TE e conservado em geladeira para posterior quantificacao.
A eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo e

visualizada em luz ultravioleta.

3.6.1.3 Preparacio e purificagdo do produto de Polymerase Chain Reaction- PCR (MULLIS et
al., 1986)

A partir dos oligonucleotideos descritos por (White et al., 1990) para a regido ITS-1 do
rDNA, F (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) e R (5’- CTT GGT CAT TTA GAG GAA
GTA A-3°).

A reagdo foi realizada, nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2,5
minutos; seguida de 40 ciclos (15 segundos de desnaturacdo a 94 °C; 30 segundos de anelamento
a 58 °C e 1,5 minutos de extensdo a 72 °C), concluindo com 10 minutos de extensdo final a 72
°C. Os componentes para preparagdo do mix da PCR e suas concentragdes sdo mostrados na

tabela 6.

Tabelas 6 - Reagentes do sistema de Polymerase Chain Reaction- PCR com volumes e
concentracoes

Reagentes do sistema Para 1 reacio (ML)

Agua 13,2 uL
Tampao 10 X 2,5 uL
MgCl; (25 mM) 2,5 pL
DNTPs (2,5 mM) 2,5 pL
Primer(F) (5 pmoles/pL) 1,0 uL
Primer 2(R) (5 pmoles/pL) 1,0 pL
Taq (5 U/pL) 0,3 pL
DNA (10 ng/pL) 2,0 pL
Volume Total 25,0 pL

O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com
brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta. A purificagdo foi realizada através do kit

Accuprep® PCR Purification Kit (Bioneer corporation).



3.6.1.4 Reacgao de seqiienciamento

A reagdo de seqiienciamento foi feita utilizando os mesmos oligonucleotideos usado na

PCR. O seqiienciamento das amostras foi realizado nos dois sentidos de leitura para maior

garantia e fidelidade da anélise. A seguir os componentes para preparacdo da reagdo de
seqiienciamento: volume final de 10 pL, contendo 3,0 uL do produto de PCR (~50 100 ng), 1,0
pL (5 pmoles) de iniciador senso e anti-senso (em reacdes distintas) 0,3 uL BigDye (v3.1A), 2,0
uL de tampao (5x replacement buffer) e complementado com 3,7 uL. ddH,O.

A ciclagem foi composta de etapa 1 (96 °C/1 minuto) 1 ciclo; etapa 2 (96 °C/10 s; 50
°C/15 segundos; 60 °C/1 minuto e 15 segundos) 15 ciclos; etapa 3 (96 °C/10 segundos; 50 °C/15
segundos; 60 °C/90 segundos) 5 ciclo; etapa 4 (96 °C/10 segundos; 50 °C/15 segundos; 60 °C/2
minutos) 5 ciclos; Etapa 5 (15 °C /forever)..

O produto das reacdes de seqlienciamento marcado foi lido em seqiienciador automatico
ABI 3130 XL da (Applied Biosystems).

As seqiiéncias foram comparadas com a sua fita complementar e submetidas ao programa
BLAST para comparagdo com outras ja depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

para identificagdo das espécies conforme a similaridade genética.
3.6.2 Identificacdo taxondmica
3.6.2.1 Penicillium sp.

A identificagdo taxondmica da espécie de Penicillium sp. foi relizada seguindo as chaves
identificagdo taxonomica do fungo vindo da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE (Colegdo de
Culturas — Micoteca URM604 — Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas-
CCB/UFPE). A amostra foi cultivada a 28 °C por sete dias, utilizando os meios : CYA — Czapek Yeast
Extract Agar, MEA — Malt Extract Agar e Czapek Dox Agar.

3.6.2.2 Nasutitermes corniger

A identifica¢do taxonOmica das espécies de N. corniger foi realizada seguindo as chaves
de identificagcdo (Isoptera-Termitidae) no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA e
cole¢do de cupins do laboratério de Distematica, biologia e ecologia de invertebrados do solo da

Coordenagdo de Pesquisa em Entomologia do INPA.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise da infeccao “in vitro”

Os cupins N. corniger foram suscetiveis as linhagens de 1. javanica, M. anisopliae, B.
bassiana, e Penicillium sp. as quais apresentaram alta patogenicidade nos diferentes tratamentos,
diferindo estatisticamente do grupo controle, onde ndo foi observada mortalidade causada pelos
fungos (tabela 7). O fungo 1. javanica foi significativamente mais patogénico sobre N. corniger
nos tempos analisados, atingindo, mortalidade de 78 a 84%, desde o primeiro dia de observacao
nos tratamentos com as concentragdes 10° a 10® conidios/mL, respectivamente diferindo entre si, das
outras concentragdes ¢ linhagens fungicas. Constatou-se que a partir do segundo ao quarto dia de
exposicdo a acdo patogénica do fungo sobre os cupins atingiu o percentual de 100% de
mortalidade na concentragdo 10* conidios/mL ndo apresentado diferenga significativa na taxa de
mortalidade média. Também, o percentual de mortalidade do grupo controle foi discreto (0,2 %) e
foi constatada diferenca significativa entre o controle e os tratamentos a partir da concentragio 10°
conidios/mL. M. anisopliae apos o terceiro e quarto dia de exposi¢ao, causou 100% de mortalidade
na concentragio 10® conidios/mL, diferindo estatisticamente das outras concentragdes. O mesmo nio
foi evidenciado com o Penicillium sp. que no quarto dia de exposi¢do, causou 100 % mortalidade na
concentracdo 107 e 10® conidios/mL ndo diferindo estatisticamente entre as concentragdes. Ao
passo que B. bassiana s6 no quarto dia de exposicdo, obteve mortalidade acumulada de 100%, na
concentracao 10 conidios/mL, diferindo estatisticamente das outras concentragdes e fungos. Os
resultados obtidos demonstraram similaridades aos encontrados por Malagodi e Veiga (1995),
realizando bioensaio em laboratorio, avaliaram a patogenicidade dos fungos M. anisopliae e B.
bassiana sobre cupim Nasutitermes. Os tratamentos utilizados foram as suspensdes de cada um deles
em cinco concentragdes de 1 x 10°a 1 x 10" conidios/mL, os resultados mostraram que ambos 0s
fungos causaram mortalidades de 100% nas concentragdes de 1 x 10° ¢ 1 x 10" conidios/mL ¢ de
97,5% e 87,5 % respectivamente na concentragdo de 1 x 10® conidios/mL em cinco dias. Wright et
al., (2003) ao utilizarem duas linhagens de B. bassiana (26037 e 90519) sobre C. formosanus, em
testes de laboratdrio, verificaram que 100% dos operarios morreram apos sete dias de exposicao ao
patogeno, utilizando o método de infecgdo através do contato direto com a cultura fungica,
demonstrando assim a suscetibilidade do género Copfotermes a varios fungos entomopatogénicos.

Por outro lado Wright et al. (2005) constataram a mortalidade de 100% dos operarios de C.



formosanus em 14 dias, por M. anisopliae C4-B em bioensaios utilizando a concentragdo 2 x 10*
conidios/mL, sendo o tempo de mortalidade do inseto superior ao encontrado neste trabalho,
mostrando assim, a eficaz capacidade das linhagens I. javanica, M. anisopliae, B. bassiana e

Penicillium sp. de infectar e controlar o cupim subterraneo e arboreos.

Tabela 7- Percentagem média de mortalidade acumulada de Nasutitermes corniger em
diferentes dias apds a infec¢do por Isaria javanica, Metharizium anisopliae, Beauveria
bassiana. Penicillium sp.

Fungo Concentracio conidios/mL 1° dia% 2° dia% 3° dia% 4° dia%
Controle 2¢ Oc 0, Oc 0,0c
108 84a 100b 100b 100b
I javanica 107 74ab 94ab 100b 100b
10° 78ab 92ab 98b 100b
10° 12bc 60ab 82b 100b
10* Oc 36bc 60ab 100b
Controle Oc Oc 2¢ Oc
108 2¢ 92ab 100b 100b
M. anisopliae 107 lc 62ab 94b 100b
10° Oc 32bc 54bc 82b
10° 12¢ 68ab 86b 100b
10* 20c 44bc 68ab 74ab
Controle Oc Oc 2c 04c
108 l4c 64ab 90b 100b
Penicillium sp. 107 12¢ 68ab 78b 100b
108 08¢ 42bc 66b 94b
10° 16¢ 40bc 68b 100b
10* 12¢ 52bc 70b 84b
Controle Oc 2c 2¢ 2c
10® 36bc 66ab 74ab 100b
bassi 107 34bc 44bc 48bc 86b
B. bassiana 10° 16¢ 20c 38bc 58b
10° 24¢ 30bc 36bc 80b
10* 16¢ 28bc 44bc 70b

* médias com letras iguais ndo apresentam diferenga ao nivel de 5% de significancia, teste

de Scheffé



Os dados de mortalidade da infeccdo “in vitro” sobre N. corniger, foram submetidos a
andlise de varidncia e nas comparagdes multiplas de médias utilizou-se o teste de Scheffé. Para
os testes fixou-se o nivel de 5% de significancia. Na andlise dos dados utilizou-se o software
Statistica versao 8.0.

Além disso, os valores obtidos nesta analise sdo proximos aos encontrados por ¢ (2005)
quando em ensaios in vitro utilizou M. anisopliae no controle de N. corniger em sete dias obteve
um percentual de 100% de mortalidade. De fato esses valores acumulados sdo elevados e
promissores para o controle de insetos, € na opinido de Lecuona et al., (2001), os fungos
entomopatogénicos sdo considerados eficazes quando apresentam valores de mortalidade acima
de 40% para as pragas estudadas.

O maior indice de mortalidade 100% foi obtido no segundo dia apds a infec¢do para a
linhagem 1. javanica em todas as concentragdes fungicas sendo que na concentragdo de 107 ¢ 10®
conidios/mL obteve mortalidade de 100% a partir do segundo dia tabela 7. Em seus relatos
Specht et al., (2009) ja havia verificado a ocorréncia do fungo entomopatogénico /. javanica,
ativo em lagartas de Lonomia obliqgua. Os autores concluiram que na concentragio de 5,2 x 10’
conidios/mL 100% das lagartas morreram apos sete dias de exposicao ao patogeno. Este fungo ¢
encontrado causando epizootias em lagartas de Brassolis sp. (Lepidoptera, Nymphalidae) (Alves,
1998). Na seqiiéncia o segundo melhor indice de mortalidade foram as linhagens fungicas M.
anisopliae e Penicillium sp. que obteve 100% de mortalidade a partir das concentragdes 10°, 10’
e 10* conidios/mL no quarto dia tabela 7. Relatos realizados por Rath e Tidbury (1996)
avaliaram a suscetibilidade de C. acinaciformis e N. exitiosus aos isolados comerciais de M.
anisopliae, verificaram que aplicagdes de 8,1 x 107 conidios/mL do isolado DAT F-001 ¢ 1,2 x
10® conidios/mL do isolado ATCC 62176, resultaram em 100% de mortalidade quatro dias ap0s

a inoculagao.



4.2 Anailise da quantificacdo de conidios fiingicos obtidos de cadaveres de Nasutitermes
corniger

A produgdo dos conidios nos insetos mortos apresentou diferenga estatistica significativa
entre os fungos testados, indicando maior eficiéncia na concentragdo 10’ e 10® conidios/mL para
os fungos Penicillium sp. e I javanica , diferenciando das demais concentragdes e fungos

(tabela 8).

Tabela 8- Comparacdo das médias da producdo de conidios/mL em cadaveres de Nasutitermes
corniger

Conidios/mL
Metharizium anisopliae Penicillium sp. Isaria javanica Beauveria bassiana
% Y% % %
10 40,6b 85,8ab 109,2ab 38,4b
10’ 50,8b 74,8ab 70,4ab 43,6b
10° 48,8b 62,1b 68,8b 22,6b
10° 29,2b 26,1b 48,4b 23,6b
10* 52,6b 24,8b 35,6b 30,8b

* médias com letras iguais ndo apresentam diferenga ao nivel de 5% de significancia,
teste de Scheffé.

Esses dados aproximam-se dos obtidos por Albuquerque et al., (2005) quando estudaram a
esporulagdo de M. anisopliae var. anisopliae sobre operarios e soldados de N. coxipoensis, cuja
média de esporulagdo foi de 38,5 x 10* e 55,0 x 10* conidios/mL e diferem dos de Albuquerque
(2005) quando observou que B. bassiana foi capaz de produzir 35,62 x 10* e 45,66 x 10°
conidios/mL sobre os cadaveres do cupim N. coxipoensis. Sun et al., (2002), em experimentos
realizados sobre producdo de conidios de B. bassiana € M. anisopilae sobre cadaveres de C.
formosanus verificaram um aumento significativo da esporulacdo apos 11° dia da morte do
inseto. Foi possivel observar que a produg¢do de conidios ¢ fator importante na disseminagdo e
permanéncia de fungos entomopatogénicos em populagdo de inseto, em especial de cupins
subterraneos, devido ao contato social, que permite a transferéncia do inoculo de cupins
infectados para os nao infectados, além de aumentar o potencial do indculo no ambiente do
hospedeiro, sendo assim, essencial para que esses patdogenos sejam bem-sucedidos no

biocontrole de insetos-praga no campo.



4.3 Analise morfolégica do reisolamento dos fungos obtidos de cadaveres de Nasutitermes

corniger

As estruturas vegetativas e reprodutivas presentes dos fungos M. anisopliae, I javanica,
Penicillium sp. e B. bassiana antes ¢ apos a passagem foram analisadas a cada periodo de tempo
pela técnica de cultura em laminula.

O crescimento micelial dos fungos sobre o cadaver de N. cormiger apresentaram
inicialmente um aspecto ralo e hialino de cor branca. Posteriormente os fungos M. anisopliae, I.
javanica e Penicillium sp. apresentaram um aspecto pulverulento e de cor verde figura 13,
exceto a linhagem B. bassiana que apresentou aspecto micelial cotonoso e de cor branca,

havendo colonizagao total do inseto no sétimo dia.

Figura 13 — Cupins Nasutitermes corniger colonizado pelo fungo Penicillium sp.

demonstrando aspecto pulverulento e de cor verde

Foto: Oliveira, G. (2010)

Apds o procedimento da técnica em laminula foi observado no periodo de 24 horas a
formacao de micélio, representado por hifas septadas, em todos os fungos reisolados figura 14.
Ap0s 48 horas os fungos Penicillium sp. € B. bassiana foi constatada a formagao de conidioforos,
conidios sendo estes confirmados no reisolado porém, estas estruturas, principalmente os

conidioforos foram mais abundantes a partir das 72 horas. Estes dados indicam o revigoramento



das linhagens depois da passagem pelos cupins Nasutitermes corniger técnica utilizada para
ativar a patogenicidade das linhagens fungicas estocadas em substratos artificiais. Diante destas
analises ndo foram evidenciadas diferencas morfologicas entre as estruturas vegetativas e
reprodutivas dos fungos padrao e dos reisolados estudados, embora estas estruturas tenham se
apresentado em maior propor¢do em todos os reisolados. Estes dados corroboram com os
encontrados por ao analisar os aspectos morfologicos de B. bassiana reisolado de R. sanguineus
dados que indicaram o revigoramento da linhagem apos passagem pelos operarios de C. gestroi,
técnica utilizada para ativar a patogenicidade e viruléncia das linhagens fingicas estocadas em
substratos artificiais por um longo periodo de tempo Alves (1998). E de acordo com Malagodi e
Veiga (1995), quando estudaram a esporulagdo de M. anisopliae e B. bassiana sobre
Nasutitermes sp., obtiveram bons resultados com alta produgdo de conidios sobre os insetos.
Formagdo micelial entre o 2° e o 3° dias foi observada nos insetos tratados com B. bassiana.
Crescimento micelial foi verificado emergindo inicialmente em torno das pecas bucais, logo
apods, nas membranas intersegmentais e ao redor das patas. Eventualmente os cadaveres foram
totalmente cobertos com micélio e conidios, evidenciando o potencial desse fungo sobre o cupim
N. coxipoensis. Azevedo (1998) relatou que para a analise das microestruturas dos fungos,
presenca de hifas, conidios e conidioforos, essas observagdes citoldgicas tornam-se relevantes no
auxilio da detec¢ao da ploidia e que a faixa de temperatura entre 25-30 ° C ¢ a faixa ideal para a
producdo e germinacao dos conidios e para o desenvolvimento das estruturas morfologicas de M.
anisopliae var. acridum, em laboratorio, nos procedimentos de producdo desse fungo com a

finalidade de utilizacao em controle bioldgico no campo.
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Figura 14— Aspectos das colonias reisoladas de cadaveres dos cupins Nasutitermes
corniger. Conidi6foros do Penicillium sp.(seta) (A-I) ; conidios de Isaria javanica (seta)
(B-II); conidios de Metarhizium anisopliae (seta) (C -I1lII) e Conidi6éforos e conidios e
hifas septadas (seta a, b e ¢) de Beauveria bassiana (D-IV) (400 X)

Foto: Oliveira, G. (2010)



4.4 Analise do substrato para crescimento fiingico

Os substratos que apresentaram melhores resultados para o crescimento de M. anisopliae,
L javanica, Penicillium sp. € B. bassiana inoculados com suspensdo concentragdo 10°
conidios/mL foram encontrados em substratos de residuo de semente de maracuja e arroz
(figura 15 e 16) no periodo de cinco dias de cultivo, a 28 °C. Apenas B. bassiana apresentou
crescimento com oito dias de cultivos em residuo de semente de maracuja e arroz a 28 °C. Nos
substratos de casca de cdco, serragem clara e serragem escura, ndo foram observado nenhum

crescimento fingico.

M. anisopliae, 1. javanica

Figura 15- Producdo de conidios de Penicillium sp., Bauveria bassiana,  Metarhizium
anisopliae e Isaria javanica, em (A) arroz parboilizado e (B) residuo de semente de maracujd na
concentra¢do 10°® conidios/mL

Foto: Oliveira, G. (2011)



Figura 16 - Substratos para o crescimento fingico: (A) semente de maracuja; (B) arroz
Foto: Oliveira, G. (2011)

O mercado atual para a fabricagdo de produtos bioldgicos utiliza como matéria prima o
grao de arroz para produgdo de indculo fungico em larga escala, este tem sido um dos substratos
mais utilizados no controle bioldgico. A eficicia do arroz parboilizado foi constatada por Catalao
(2004) e Melo (2006) para obtencao conidios de Dicyma pulvinata, segundo os autores o arroz ¢
excelente fonte nutricional para o crescimento fiungico embora relativamente dispendioso.

De acordo com Araujo (2007), a semente de maracuja ¢ fonte de carbono, nitrogénio,
lipidios, proteinas e carboidratos. Deste modo o residuo da semente de maracuja ndo necessitou
de complemento nutricional para o crescimento das linhagens fungicas deste trabalho. Portanto ¢
um substrato promissor com alto potencial e a vantagem de ndo ser utilizado em alimentacao

humana ou animal e por ser um residuo industrial que apresenta baixo custo.

4.5 Analise da producio de conidios fingicos em substratos

Conforme Tabela 9, observa-se um aumento na produgdo de conidios para M. anisopliae,
L javanica, Penicillium sp. em ambos substratos testados. B. bassiana apresentou uma baixa
producdo de conidios nos substratos testados ndo diferindo estatisticamente entre os substratos.
L. javanica apresentou maior média de produg¢do de conidios no substrato de residuo de
sementes de maracuja do primeiro ao quinto dia. Mas, pela andlise de variancia, a referida
média ndo apresenta diferenca ao nivel de 5% de significancia das médias de produgdo de

conidios no segundo e quarto dias.



Tabela 9- Comparacao de médias de producao de conidios/mL do primeiro ao quinto dia em
substratos de arroz e residuo de semente de maracuja.

Metarhizium Penicillium sp. L javanica B. bassiana
anisopliae
Substrato
Arroz Maracuja  Arroz Maracuja Arroz  Maracuja  Arroz  Maracuja

s

1° dia 22,80f 31,00f  50,60ef 31,40 f 28,40f 151,60 cd 40,00f 1820 f

2° dia 27,60f 31,00 f 73,20 e 48,60 ef 42,00ef 225,20 ab 30,80f 13,20 f

3 dia 60,60 e 59,40 ef 74,40 62,00 ¢ 57,80ef 80,00 be 29,20f 22,00 f

4" dia 86,20de 85,20 de 88,60de 83,80 de 70,00 e 214,60 abc 4420ef 24,40 f

5 dia 103,0de 102,20 de 82,60 e 83,80 de 98,60de 248,80 a 67,80 e 31,60 f

* médias com letras iguais ndo apresentam diferenca ao nivel de 5% de significancia, teste de
Scheffé.

De acordo com Wraight et al., (2010) alguns hifomycetos possuem determinadas
caracteristicas producdo de conidios e germinacao rapida, permitindo que o processo de infeccao
seja completo em poucas horas, com grande producdo de conidios, 0s quais maximizam a
dispersdo dos patogenos portanto infectivo.

Assim para dar continuidade ao teste de campo as linhagens fungicas selecionadas foram
M. anisopliae, 1. javanica e Penicillium sp. por apresentarem resultados satisfatorios tanto em
relagdo ao crescimento e esporulacdo rapida quanto a mortalidade sobre N. corniger ¢ a melhor

concentracdo da suspensio fungica foi a de 10* conidios/mL.

4.6 Analises do teste em campo

Os dados obtidos no teste em campo com cupinzeiros utilizando suspensdes fungicas na
concentragdo 10° conidios/mL pelos fungos M. anisopliae, I. javanica e Penicillium sp.
demostraram altamente patogénicos e virulentos proporcionando a ocorréncia de mortalidade
dos cupins inicialmente em 20 dias e ocorrendo desprendimento dos cupinzeiro da base de
sustentacdo em cerca de 30 dias e se repetiram os resultados nos testes de 60 dias figura 17. As
condi¢des do ninho, temperatura moderada e alta umidade foram favordveis ao crescimento,

sobrevivéncia e propagacao dos fungos entomopatogénicos enfatiza Sun et al.; (2002).



Figura 17- Desprendimento dos cupinzeiros de Nasutitermes corniger em arvores, tetos de
edificagdes no Setor Sul do campus Universidade Federal do Amazonas aplicacdo da suspensdo
fungica de Penicillium sp. na concentragdo de 1,0 x 10* conidios/mL. (A) Caule da arvore apos
desprendimento do cupinzeiro (B) Teto do edificio apds desprendimento do cupinzeiro (C)
cupinzeiro recém caido da arvore (D) cupinzeiro desprendido do teto.

Foto: Oliveira, G.; (2009)

De acordo com os tratamentos os resultados obtidos demonstraram que Penicillium sp.
apresentou uma alta patogenicidade e virulencia para todos os cupinzeiros testados tanto em
substrato de arroz quanto em residuo de maracuja e mostrou-se eficiente atingindo 100% de
mortalidade dos cupins N. corniger figura 17.

Os resultados comprovaram que o fungo /. javanica apresentou-se eficiente atingindo
50% de mortalidade em um a cada trés cupinzeiros tanto em substrato de arroz quanto em
residuo de semente de maracuja e na seqiiéncia M. anisopliae apresentou-se eficiente de dois de
cada trés cupinzeiros com mortalidade de 50% em substrato de arroz e 100% em residuo se
semente de maracuja tabela 10. Esses resultados corroboram com Milner (2003) que em estudos
feitos em laboratdrio e campo demonstraram a eficiéncia de M. anisopliae F1610 no controle dos
cupins C. lacteus (Froggatt) e N. exitiosus. E que fatores comportamentais sdo responsaveis por
limitar a dispersdo de epizootias dentro das colonias dos térmitas; mas testes de campo tém
mostrado que, quando quantidades suficientes de conidios sdo bem distribuidas na area central
do cupinzeiro (centro de reproducdo), sdo eficientes na mortalidade das colonias de C. lacteus e

de N. exitiosus.



Estudos em laboratorio e no campo foram realizados na Australia visando a transmissao
entre individuos e a indugdo de epizootia em colonias de N. exitiosus. Altos niveis de
mortalidade nos grupos de cupins, em laboratério, foram obtidos pela adi¢do de operarios
inoculados com M. anisopliae. Este fungo, polvilhado ou pulverizado em individuos de colonias
no campo, no ninho ou em locais de coleta de alimento, foi capaz de iniciar epizootias nas
colonias. Através de amostragens de individuos dos cupinzeiros, foi observado que a doenca

persistiu 15 semanas apds a inoculagdo (HANEL e WATSON, 1983).



Tabela 10- Teste em campo- Infecgdo fingica 10® conidios/mL mostrando a relagdo de volume
dos cupinzeiros em litros (L) e a mortalidade em diferentes substratos de residuo de semente de
maracuja € arroz.

DB W N

O 0 3 N

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

FUNGOS

Controle Isaria javanica

(4gua)
1 javanica
L javanica
1 javanica

Controle Isaria javanica

(agua)
1 javanica
I javanica

1 javanica

Controle Metarhizium

anisopliae (agua)

M. anisopliae
M. anisopliae
M. anisopliae

Controle Metarhizium

anisopliae (agua)

M. anisopliae
M. anisopliae
M. anisopliae

Controle Penicillium sp.(dgua)

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.

Controle Penicillium sp. agua)

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.

VOLUME (L)

73,5

45,0
48,7
57,4
350,2

22,9
28,0
32,1
56,3

15,5
55,7
66,0
22,4

15,3
41,0
76,2
50,3
26,9
27,2
60,7
125,3
1,3
13,4
28,6

SUBSTRATO

Arroz

Arroz
Arroz
Arroz

R.S. de Maracuja*

R.S. de Maracuja*

R.S. de Maracuja*

R.S. de Maracuja*
Arroz

Arroz
Arroz
Arroz

R.S. de Maracuja*

R. S de Maracuja*
R. S de Maracuja*
R. S de Maracuja*
Arroz
Arroz
Arroz
Arroz
R.S. de Maracuja*
R.S. de Maracuja*
R.S. de Maracuja*
R.S. de Maracuja*

MORTALIDA

DE
0%

50%

100%

100%
0%

100%

50%

100%
0%

100%

50%

50%
0%

100%
100%
50%
0%
100%
100%
100%
0%
100%
100%
100%

*Residuo de semente de maracuja

4.7 Identificacdo molecular / taxonémica de Penicillium sp.

O método utilizado para a extragdo do DNA do micélio da linhagem Penicillium sp.

mostrou-se eficiente, resultando em quantidade de DNA suficiente para a utilizacao da técnica de

PCR e seqiienciamento.

A regido conservada do gene DNA ribossomal (rDNA) de ITS foi amplificada com

sucesso utilizando oligonucleotideos iniciadores ITS1/ITS4 permitindo a amplificagdo de uma



banda tnica representando um fragmento de DNA de aproximadamente 600 pares de base (pb)
que pode ser observada na figura 18.

A regido ITS ¢ uma regido de DNA amplamente seqiienciada em fungos. Essa regido tem
sido 1til para a sistematica molecular em nivel de espécie, e até mesmo dentro das espécies (por
exemplo, para identificar as ragas geograficas). Devido seu maior grau de variagdo do que outras
regides génicas de rDNA variagdo entre repeticdes individuais tDNA as vezes pode ser

observada tanto no ITS quanto regides (espago inter génico IGS) (GARDES e BRUNS, 1993).

1000
750
500

250

Figura 18- Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio, da
amplificacdo da regido ITS do rDNA do isolado Penicillium sp. Pogo 1 — Marcador de peso
molecular de 1 Kb da fermentas; Po¢co 2 — Amostra 1 (Penicillium sp.); Po¢o 3 - Amostra 2
(Penicillium sp.), Poco 4 — controle negativo.

Para o seqiienciamento da regido ITS do rDNA foi utilizado o produto direto da PCR,
pois ndo apresentou bandas inespecificas. Ap6s o resultado do seqiienciamento a analise da

qualidade das seqiiéncias via Phred, o qual demonstra maximo de qualidade figura 19.
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Figura 19- Anélise de qualidade via Phred, com a ferramenta PHPH
disponivel na pagina da UNB.
Fonte: (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html)

Os resultados da andlise da identificacdo do Penicillium sp. pela comparacao das
seqliéncias depositadas em bases de dados publicos (Gene Bank), mostrou que a identificagao
molecular obtida da amostra denominada pl permitiu um alinhamento com qualidade boa,
alinhando com a sequéncia nucleotidica que corresponde a identificacdo do fungo Penicillium
griseofulvum (acesso JN032682.1; Submitted (22-JUN-2009) Plant Systematics and Geography,
University of Warsaw, Al. Ujazdowskie 4, Warsaw 00-478, Poland). Portanto podemos inferir a
similaridade com o P. griseofulvum corroborando com a identificagdo taxondmica realizada com
base nas caracteristicas morfologicas que identificou através da cultura pura do isolado 4DPA P.

griseofulvum SAMSON e FRISVAD (2004).

4.8 Identificacao Taxondmica

4.8.1 Penicillium sp.

A identifica¢do foi realizada com base nas caracteristicas morfologicas de acordo com
literatura especializada Pitt (1979); Samson e Frisvad, (2004) da identificacdo da cultura: Isolado
4DPA = Penicillium griseofulvum Dierckx 1901 Isolado 4DPA = Penicillium griseofulvum
Dierckx 1901.

4.8.2 Nasututermes corniger


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339645785?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=2B951DRC014

Para a identificagdo dos cupins foi utilizada a chave taxondmica de Constantino (1999)
com base nas caracteristicas morfologicas dos invertebrados, constatou que se trata da espécie V.
corniger (Motshulsky) (Nasutitermitinae; Termitidae). Além disso, foi feito a comparagdo com o
material depositado na cole¢do de cupins do laboratorio de Distematica, biologia e ecologia de

invertebrados do solo da Coordenacao de Pesquisa em Entomologia do INPA.

Figura 20 - Cupins utilizados para identificag¢do pela chave taxonomica de Constantino (1999)
com base nas caracteristicas morfologicas
Foto: Oliveira, G. (2010)



5. CONCLUSAO

1. Na avaliagdo da infectividade in vitro dos fungos Metarhizium anisopliae, Isaria
javanica e Penicillium sp. e Beauveria bassiana comprovaram sua patogenicidade
contra o cupim Nasutitermes corniger tendo ocasionado 100% de mortalidade na

concentra¢do 10* conidios/mL em cinco dias.

2. O maior indice médio de producdo de conidios obtidos de cadaveres de N. corniger
foram encontrados em Penicillium sp. € I javanica na concentragdo 10" e 10°

conidios/mL.

3. Nao foram observadas mudancas nos aspectos morfologicas das coldnias reisoladas de

cadaveres dos cupins N. corniger.

4. O substrato residuo da semente de maracuja apresentou excelente fonte nutricional para
produgdo e crescimento fungico comparado ao arroz e foi utilizado para preparacdo do

produto.

5. O tempo de prateleira do produto biocontrolador de cupins continuou eficiente para

mortalidade dos cupins por trinta dias.

6. A identificagdo linhagem do Penicillium sp. utilizado nesse trabalho mostrou maior

similaridade P. griseofulvum (taxonomia classica e molecular).

7. A identifica¢dao do cupim foi através da taxonomia cléssica e o resultado foi Nasutitermes

cornige.

8. No teste em campo eficiéncia dos fungos estudados M. anisopliae, 1. javanica e
Penicillium sp. causaram mortalidade de 50 a 100% nos cupinzeiros de N. corniger no

periodo de 30 e 60 dias, comprovando que sd@o promissores para o controle desta praga.
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