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RESUMO

O feijao-caupi Vigna unguiculata (L.) Walp apresenta grande importancia para o desenvolvimento
agricola de diversas regifes tropicais e subtropicais no mundo. No Brasil, constitui-se como um dos
principais componentes da dieta alimentar, especialmente dentre popula¢Ges menos abastadas, devido
ao seu elevado teor de proteinas, carboidratos, ferro e outros minerais. Durante o periodo de plantio,
colheita e armazenamento o feijdo-caupi pode ser acometido por insetos-praga que comprometem o
rendimento desta cultura. Dentre eles, destacam-se o Callosobruchus maculatus (caruncho-do-feijéo)
que causa danos aos graos armazenados e o Aphis craccivora (pulgdo-preto) que prejudica o
desenvolvimento desta planta em campo. Os cupins sdo um dos principais insetos destruidores de
madeira, além disso a espécie Nasutitermes corniger é reconhecida pelos danos econémicos que
causa ao atacar fios, tecidos, livros, moveis de interior e varias espécies botanicas. O controle
bioldgico, que se baseia na introdugdo ou no aumento populacional dos inimigos naturais de pragas
e doencas, apresenta-se como uma alternativa menos prejudicial ao agroecossistema e a salde
humana em compara¢do ao uso de quimicos, comumente utilizados no controle destes insetos. Assim,
0 presente estudo teve por objetivo selecionar espécies de Trichoderma eficientes no controle de trés
insetos-praga: C. maculatus, A. craccivora e N. corniger (cupim). Para tanto, suspensdes de sete
espécies fungicas (T. longibrachiatum, T. asperellum, T. afroharzianum, T. atroviride, T.
brevicompactum, T. breve e T. asperelloides) na concentragdo 1x107 conidios/ml foram pulverizadas
sobre os insetos, separadamente. Foram utilizados 20 insetos por repeticdo, totalizando 60 insetos por
tratamento. Foram avaliadas as mortalidades diéria e acumulada confirmadas. A mortalidade diéria
foi analisada durante cinco dias tanto para o pulgdo quanto para o cupim e quinze dias para o
caruncho, apos a exposi¢cdo ao fungo. As espécies T. asperellum (URM 7897 e URM 7902), T.
atroviride (URM 8252 e URM 8253) e T. asperelloides (URM 7898) foram patogénicas a C.
maculatus apresentando percentuais de mortalidade entre 50% e 90%, com destaque para URM7897
e URM7898. Os demais isolados apresentaram baixa ou nenhuma patogenicidade contra este inseto.
Entretanto, a maioria das espécies de Trichoderma causaram elevados percentuais de mortalidade
contra A. craccivora, em especial T. asperellum (URM 7897) e T. atroviride (URM 8251, URM
8253) que causaram mortalidade de 66,67%, 64,44% e 57,78%, respectivamente, no segundo dia de
avaliacdo. Assim, URM 7897 e URM 8251 foram selecionados para testes futuros contra A.
craccivora no campo. Quanto a N. corniger, a maioria dos isolados de Trichoderma apresentaram
elevada patogenicidade, sendo selecionados URM 7895 de T. afroharzianum e URM 7902 de
T. asperellum. As espécies de Trichoderma foram eficientes no controle dos insetos em laboratorio,
no entanto, estudos futuros sdo necessarios para a analise da a¢éo dos isolados em campo.

Palavras-chave: Biocontrole. Fungos. Callosobruchus maculatus. Aphis craccivora. Nasutitermes

corniger.



ABSTRACT
The cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp has great importance for the agricultural development of
several tropical and subtropical regions in the world. In Brazil, it constitutes one of the main
components of the diet, especially among less affluent populations, due to its high content of proteins,
carbohydrates, iron and other minerals. During the period of planting, harvesting and storage, cowpea
can be affected by insect pests that compromise the yield of this crop. Among them, stand out the
Callosobruchus maculatus (cowpea weevil) that causes damage to stored grains and the Aphis
craccivora (black aphid) that harms the development of this plant in field. Termites are one of the
main wood-destroying insects, in addition, the species Naitermes corniger is recognized for the
economic damage it causes when attacking wiring, leather, fabrics, books, indoor furniture and
various botanical species. Biological control, which is based on the introduction or increase in
population of the natural enemies of insect pests, presents itself as a less harmful alternative to agro-
ecosystem and human health in comparison to the use of chemicals, commonly used in the control of
these insects. So, the present study aimed to select species of Trichoderma efficient in the control of
three pest insects: C. maculatus, A. craccivora and N. corniger. For this purpose, suspensions of seven
fungal species (T. longibrachiatum, T. asperellum, T. afroharzianum, T. atroviride, T.
brevicompactum, T. breve and T. asperelloides) at a concentration of 1 x 107 conidia / ml were
sprayed on the insects. Twenty insects were used per repetition, totaling 60 insects per treatment.
Confirmed daily and cumulative mortality were assessed. Daily mortality was analyzed for five days
for both aphid and termite and fifteen days for cowpea weevil, after exposure to the fungus. Each
experiment was repeated three times. The species T. asperellum (URM 7897 and URM 7902), T.
atroviride (URM 8252 and URM 8253) and T. asperelloides (URM 7898) were pathogenic to C.
maculatus with mortality rates between 50% and 90%, with prominence for URM7897 and
URM7898. The other isolates showed low or no pathogenicity against this insect. However, most
species of Trichoderma caused high percentages of mortality against A. craccivora, especially T.
asperellum (URM 7897) and T. atroviride (URM 8251, URM 8253) which caused a mortality of
66.67%, 64,44 % and 57.78%, respectively, on the second day of evaluation. Thus, URM 7897 and
URM 8251 were selected for future testing against this insect in the field. As for N. corniger, the
majority of Trichoderma isolates showed high pathogenicity, with URM7895 of T. afroharzianum
and URM7902 of T. asperellum being selected. The species of Trichoderma were efficient in
controlling insects in the laboratory, however, further studies are necessary to analyze the action of

isolates in the field.

Key-words: Biocontrol. Fungi. Callosobruchus maculatus. Aphis craccivora. Nasutitermes
corniger.
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1 INTRODUCAO

O feijdo é consumido por milhdes de pessoas ao redor do mundo, sendo cultivado tanto
por pequenos quanto por médios e grandes produtores. No Brasil, a cultura do feijdo-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp) apresenta grande importancia econdmica e social, constituindo-
se como principal fonte de proteina vegetal e ferro na alimentagdo da populagdo
(VALDERRAMA et al., 2009; DEVI et al., 2015). Além de apresentar grande importancia na
dieta humana e animal, o feijdo-caupi também costuma ser utilizado como adubo verde, atuando
na recuperacédo de solos que possuem baixa fertilidade natural ou esgotados pelo uso intensivo
(DUTRA; TEOFILO, 2007; DEVIDE et al., 2009).

Conhecido popularmente como feijéo de corda, feijao macassar e feijao fradinho, o feijéo-
caupi, quando comparado a outras espécies cultivadas, possui consideravel adaptacédo ao clima
guente e a seca, desenvolvendo-se satisfatoriamente nas regides Norte e Nordeste, agindo como
um importante gerador de emprego e renda nessas areas (FREIRE FILHO et al., 2011). De
acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020) a safra de 2018/2019
encerrou o periodo com uma producdo em torno de 637,3 mil toneladas e estima-se que, durante
a safra 2019/2020 este nimero versard em torno de 607,1 mil de toneladas.

Durante o seu desenvolvimento e na fase de armazenamento, o feijdo-caupi pode ser
acometido e danificado por diversos insetos, ocasionando limitagbes no rendimento e na
qualidade do gréo desta cultura. Dentre estes agentes destacam-se o Callosobruchus maculatus
Fabr. (Coleoptera: Chrysomelidae) em condi¢cfes de armazenamento e o Aphis craccivora Koch
(Hemiptera: Aphididae), que, além de causar danos diretos a planta, pela suc¢do da seiva,
também é responsével pela transmisséo de alguns virus, como o Potyvirus, cowpea aphid-borne
mosaic virus (CpAMV) e o blackeye mosaic virus (BICpMV) (FREITAS et al., 2012). A
infestacdo por C. maculatus pode ocorrer ainda no campo, onde as fémeas depositam 0s ovos
na superficie do grdo e ao eclodirem as larvas penetram nas sementes para se alimentar e,
posteriormente, tornar-se pupas. Devido a isto 0s grdos perdem peso a medida que as galerias
sdo formadas pelas larvas, ocasionando a perda da viabilidade e a capacidade de germinacdo
das sementes (GALLO et al., 2002; ILEKE, 2019), com fortes danos a comercializacéo.

Os cupins sdo insetos eussociais que apresentam papel ecologico fundamental na
ciclagem de minerais e nutrientes no solo. Constantino (2002) aponta que, apesar da riqueza de
espécies mundialmente conhecidas, apenas 10% destas apresentam-se como potenciais pragas
urbanas e agricolas, com caracteristicas nocivas capazes de provocar prejuizos econdémicos as

populacbes humanas, podendo-se mencionar, por exemplo, Nasutitermes corniger
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Motschulsky (Blattodea: Termitidae) como uma das principais espécies de importancia deste
género, devido aos grandes danos que ocasiona, atacando fios, couro, tecidos, madeiras de
edificacOes e mobiliarios internos. No Nordeste, principalmente em areas urbanas do Estado de
Pernambuco, é considerado como o principal cupim-praga da regido (ALBUQUERQUE et al.,
2014).

O controle quimico desses insetos € o método mais aplicado, no entanto, a utilizacdo
abusiva destes produtos causa a contaminacdo e a degradacdo do meio ambiente. O uso de
alternativas menos agressivas e, igualmente, eficientes sdo necessarias, como o biocontrole
promovido por fungos entomopatogénicos.

Estudos demonstraram que espécies de Trichoderma podem promover o crescimento
vegetal (DRUZHININA et al., 2011; CHAGAS et al., 2017), controlar fungos fitopatogénicos
(HOWELL, 2003; ISAIAS et al., 2014; PEREZ et al., 2017) e nematoides (SHARON et al.,
2001; SAHEBANI; HADAVI, 2008; KATH et al., 2017). As espécies de Trichoderma
apresentam diferentes mecanismos de agdo, podendo atuar diretamente parasitando outros
organismos ou indiretamente competindo por nutrientes e espaco. Além disso, quando presentes
no solo, podem agir como biofertilizantes, auxiliando a planta durante todo o seu
desenvolvimento, promovendo o0 crescimento das raizes e das partes aéreas por meio da
producdo de fito-hormoénios como auxina e giberelina. Algumas espécies detém a capacidade
de produzir compostos que estimulam os mecanismos de defesa e resisténcia da planta,
protegendo-a contra os ataques de diversos patogenos (HARMAN et al., 2004; NAWROCKA
etal., 2018).

Devido a multifuncionalidade que estes fungos desempenham na natureza, o controle
bioldgico de insetos é mais uma funcdo que pode ser atribuida a algumas espécies de
Trichoderma. Trabalhos anteriores atestaram a eficiéncia deste género no controle de: afideos
(GANASSI et al., 2001; IBRAHIM et al., 2011; KHALEIL et al., 2016; BEGUM et al., 2018),
bicho-da-seda [Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae)] (BERINI et al., 2015),
mosca branca [Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)] (ANWAR et al., 2016),
mariposa [Leucinodes orbonalis Guen (Lepidoptera: Pyralidae )] (GHOSH; PAL, 2016),
percevejo-das-camas [Cimex hemipterus Fabricius (Hemiptera: Cimicidae)] (ZAHRAN et al.,
2017), os coledpteros Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Bruchidae e Xylotrechus
arvicola Olivier (Coleoptera: Cerambycidae) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2017) e
mosquito do género Anopheles, vetor da malaria (PODDER; GHOSH, 2019). Entretanto, a
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analise do desempenho destes fungos no controle de insetos ainda é bastante escassa e pouco

explorada, havendo a necessidade de mais estudos sobre o tema.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
e Selecionar especies de Trichoderma eficientes no controle de Callosobruchus

maculatus, Aphis craccivora e Nasutitermes corniger.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar a patogenicidade de isolados de Trichoderma spp. no controle de C.
maculatus, A. craccivora e N. corniger.

e Selecionar os isolados de Trichoderma mais eficientes no controle de C. maculatus, A.
craccivora e N. corniger.

e Avaliar a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. no controle de A. craccivora em

casa de vegetacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FEIJAO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) WALP)].

O feijao-caupi, apresenta-se como uma importante fonte de proteina na alimentacdo
humana, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Esta leguminosa também
detém elevado teor de fibras alimentares, vitaminas, minerais e apresenta baixa quantidade de
lipidios, tais caracteristicas colaboram para que esta cultura ganhe destaque e desempenhe papel
fundamental na nutricdo dos brasileiros, principalmente populagdes mais carentes do pais
(CARMONA et al., 1996; FROTA et al., 2008). Além do seu valor nutricional, esta cultura
também apresenta forte apelo socioecondmico devido a sua elevada contribuigdo na geracédo de
emprego e renda, conforme exposto por Costa et al. (2019).

O feijdo-caupi, conhecido popularmente como feijdo-de-corda ou macassar, possui
origem Africana e foi introduzido no Brasil por portugueses, no territorio baiano, no século
XVII. As caracteristicas edafoclimaticas distintas (quente/Umida na regido norte e quente/seca
na regido nordeste) foram adequadas e contribuiram para seu desenvolvimento e
estabelecimento na regido (ARAUJO et al.,1984). Foi inicialmente classificado nos géneros
Phaseolus e Dolichos, devido a grande variabilidade genética existente na propria especie, até
ser classificado em 1894 no género Vigna. O feijdo-caupi € uma planta Dicotyledonea, da
ordem Fabales, da familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.)
Walp. e subespécie unguiculata, que esta subdividida em cinco cultigrupos: Unguiculata,
Melanophtalmus, Biflora, Sesquipedalis e Textilis (FREIRE-FILHO, 2015).

Todas as partes da planta podem ser utilizadas para consumo humano e/ou animal, desde
as raizes até os grdos e vagens, podendo ser comercializado tanto na forma de gréos secos ou
verdes quanto como vagem verde. Esta espécie também pode ser utilizada como adubo verde,
sendo fonte de matéria organica e disponibilizando nitrogénio para recuperacéo de solos que
possuem baixa fertilidade natural ou esgotados pelo uso intensivo (VIEIRA et al., 2000;
DUTRA; TEOFILO, 2007; DEVIDE et al., 2009). Além disso, também é usado como forragem
verde, feno, ensilagem, farinha para alimentacdo animal, apresentando alta resisténcia a seca,
baixa exigéncia nutricional e elevada adaptabilidade a solos arenosos (FREIRE FILHO et al.,
2003).

A producdo de feijdo-caupi no Brasil concentrava-se principalmente na regido nordeste e

norte, no entanto, ela tem sido implantada com sucesso na regido centro-oeste, onde é
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incorporado aos arranjos produtivos como safrinha ap06s as culturas da soja e do arroz, e, em
alguns locais, como cultura principal (SILVA et al., 2009; FREIRE FILHO, 2011). Um dos
fatores que beneficia o seu cultivo na regido do cerrados € que esta cultura possui um custo
muito competitivo, fato que tem elevado o interesse dos produtores por ela, ademais, a producéo
é de alta qualidade, o que possibilita que o produto seja bem aceito por comerciantes,
agroindustrias, distribuidores e consumidores (FREIRE FILHO, 2011).

O feijao possui trés safras, no qual durante a primeira safra o feijdo-caupi € o terceiro tipo
mais cultivado no pais. Sua producdo se concentra no Nordeste, mais particularmente no Piaui
e Bahia. Estima-se que em relacdo a safra passada havera uma diminuicdo de 6,6% de area
plantada. A estimativa de producdo é de 6.950 mil toneladas para a safra de 2018/2019,
conforme dados fornecidos pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2019).

O feijao-caupi pode se desenvolver com sucesso em diversos tipos de solo e clima, no
entanto durante o seu cultivo ou armazenamento pode ser acometido por alguns patégenos ou
pragas, como fungos, bactérias, virus, nematoides e insetos que afetam direta ou indiretamente
o rendimento agronémico da cultura. A acdo desses organismos pode levar a morte de tecidos,
orgdos, comprometendo a sanidade da planta e do grdo causando perdas econdmicas e
ocasionando prejuizos consideraveis a cultura do caupi (QUINTELA et al., 1991; VALE et al.,
2017). Dentre as pragas mais importantes destacam-se: Vaquinha Diabrotica speciosa Germar
(Coleoptera: Chrysomelidae), a Mosca Branca B. tabaci, a Cigarrinha Verde Empoasca
kraemeri Ross & Moore (Hemiptera: Cicadellidae), Mosca Minadora Liriomyza huidobrensis
Blanch (Diptera: Agromyzidae), o Pulgéo Preto A. craccivora e C. maculatus (SILVA, 2016),
sendo os dois ultimos insetos o foco do presente estudo.

2.2 IMPORTANCIA E DANOS CAUSADOS POR Callosobruchus maculatus

De acordo com Faroni e Silva (2008), dentre as diversas ordens em que 0s insetos estdo
classificados, apenas nove foram relatadas causando danos a produtos armazenados; 0s insetos
considerados pragas de graos armazenados pertencem, basicamente, a cinco ordens, sendo duas
destas - Coleoptera (pequenos carunchos) e Lepidoptera (mariposas ou tragas) - as de maior
relevancia econémica e social.

Os carunchos sao pequenos e possuem o primeiro par de asas bastante resistente, chamado
de élitros, o que proporciona sua movimentacao e sobrevivéncia em grandes profundidades da

massa de gréos, onde 0s espacos sdo reduzidos e o gréo esta muito comprimido.
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Dentre as principais pragas que acometem o feijdo-caupi, durante o periodo de
armazenamento, o caruncho C. maculatus € considerado o mais importante, uma vez que a acdo
destes insetos pode ocasionar reducdo de até 100% do valor comercial destas sementes
(QUINTELA et al., 1991; AKINKUROLERE; ADEDIRE; ODEYEMI, 2011). De origem
africana esta espécie esta presente tanto nas regides tropicais quanto nas subtropicais do mundo
(HAINES, 1989) e foi descrita por Fabricius em 1775. Atualmente, pertence a classe Insecta,
ordem dos Coleoptera, familia Chrysomelidae e subfamilia Bruchinae (RIBEIRO-COSTA,
2009).

Estes insetos séo classificados como pragas primarias internas, uma vez que sao capazes
de romper o grdo para atingir o endosperma, do qual se alimentam. O seu desenvolvimento
ocorre no interior dos gréos, o que possibilita a entrada de outros contaminantes, como fungos
e bactérias, que inviabiliza a comercializacdo do feijdo. O caruncho pode ter acesso ao feijao-
caupi ainda no campo quando as fémeas ovipositam sobre os gréos de vagens deiscentes, ou
posteriormente quando as fémeas voam até os depoésitos de armazenamento presentes nas
propriedades rurais e depositam seus ovos sobre a superficie dos grdos (MELO et al., 2014),
dando inicio ao ciclo bioldgico do caruncho (Figura 1) (BARIBUTSA et al., 2019).

Os ovos apresentam formato assimétrico e coloracédo branca ou hialina, o que denota se
estdo vidveis ou inviaveis, respectivamente. Apos a eclosdo, as larvas (de coloracdo branca,
cabeca marrom e formato curvilineo) perfuram o tegumento da semente e danificam o
cotilédone adjacente. Ao adentrarem o grao, iniciam o processo de alimentacdo, preparam-se
para a metamorfose e durante esta acdo diversas galerias sao formadas devido a movimentacgéo
das larvas dentro da semente. O inseto sofre metamorfose completa passando por quatro instares
larvais e pelas fases de pré-pupa, pupa e se aloja proxima a superficie do grdo, sem rompé-lo
formando uma “janela” por onde emergirda o adulto completamente formado (BECK ;
BLUMER, 2014). O adulto mede cerca de 3mm de comprimento, possui coloragdo marrom-
escuro com um par de manchas pretas nos élitros que em repouso formam um “X” (SILVA et

al., 2005).
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Figura 1- Ciclo Bioldgico de Callosobruchus maculatus.
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Fonte: Adaptada de Baributsa et al. (2019).

ApOs a exteriorizacao, os adultos estéo aptos a procriacédo, podendo a copula ser efetuada
poucos minutos apos 0s insetos alcancarem o meio externo e a oviposi¢do pela fémea fecundada
ser realizada até na hora seguinte. A fémea possui comportamento de reproducéo poliandrico,
no qual acasala com mais de um macho, sendo capaz de depositar aproximadamente 80 ovos
na superficie dos grdos (CREDLAND, 1987). Os machos tém longevidade média de 9 a 12 dias
e as fémeas de 10 a 14 dias, durante a vida adulta estes insetos ndo precisam se alimentar ou
beber agua (BECK; BLUMER, 2014; DEVI; DEVI, 2014).

Os danos resultantes da penetracdo e da alimentacdo das larvas no interior dos graos
provocam perdas de peso, reducdo da capacidade germinativa, do valor nutritivo e,
consequentemente, desvalorizagdo comercial. Além disso, a presenga de ovos, insetos mortos
e dejecdes também comprometem a qualidade do produto (ALMEIDA et al., 2005; GALLO et
al., 2002), contribuindo, também, com o aumento da umidade e da temperatura da massa das
sementes tornando as condic¢des favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos, como 0S
fungos (ADEBAYO; ADEGBENRO; HASSAN, 2019).

O controle quimico de C. maculatus é realizado comumente por meio de expurgo em todo
0 material a ser estocado. Durante o processo séo empregados defensivos fumigantes, no qual

a fosfina (fosfeto de aluminio) é a mais utilizada, podendo ser realizada com os gréos a granel
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ou ensacados (SILVA et al., 2005). Apesar de apresentar eficiéncia comprovada, o
descumprimento das praticas corretas como a aplicacdo de subdosagens ou o desrespeito ao
tempo minimo de contato dos inseticidas, resultam num rapido ganho de resisténcia a estes
produtos (DAGLISH et al., 2018). Soma-se a isso o fato de que fumigagdes frequentes elevam
0s custos de producdo e podem acarretar em danos ao ambiente e a saide humana (ALMEIDA
et al., 2006).

2.3 IMPORTANCIA E DANOS CAUSADOS POR Aphis craccivora

Os afideos (Hemiptera: Aphidoidea), comumente conhecidos como pulgdes, sdo insetos
sugadores fitofagos que, geralmente, apresentam tamanho variando de 2 a 5 mm. Algumas
espécies podem utilizar recursos oriundos de um grupo especifico de plantas de uma mesma
familia botanica, sendo portanto considerados mondfagos, entretanto outros podem obter seus
nutrientes de um grupo maior de plantas hospedeiras, de diversas familias boténicas, sendo
desta forma chamados de polifagos (ILHARCO, 1992).

O pulgdo preto, como é mais conhecido o Aphis craccivora, € um inseto-praga
cosmopolita, que acomete cerca de 50 espécies de plantas cultivadas que estdo dispostas em 19
familias, tendo no entanto uma maior associacdo com as representantes da familia Fabaceae
(CAPINERA, 2001; BLACKMAN; EASTOP, 2007), sendo considerada umas das principais
pragas que limitam o cultivo do feijdo-caupi na Africa, na Asia e na América Latina (SINGH:;
JACKAI, 1985; PETTERSOSON et al., 1998). No Brasil, este hemiptera ocorre por todo o
Nordeste, em especial durante o periodo em que ha a auséncia da chuva (LAVOR, 2006).

Os adultos de A. craccivora possuem coloracéo preta e brilhante, as ninfas podem variar
de marrom claro a escuro e passam por quatro instares até atingir a fase adulta. Tanto os adultos
quanto as ninfas de A. craccivora alimentam-se por meio da suc¢éo da seiva presente nos brotos
terminais e peciolos das plantas. No caso de plantas jovens, eles provocam intensa deformacao
das folhas, atraso no desenvolvimento da planta, podendo em casos mais severos ocasionar sua
morte (QUINTELA et al., 1991). O ataque destes insetos também pode se estender e causar

infestacBes das vagens causando danos diretos ao feijao (Figura 2).
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Figura 2- Vagens de feijao-caupi infestadas por
Aphis craccivora

Fonte: A autora.

Enquanto se alimenta da seiva, o pulgdo expele uma substancia adocicada (honeydew)
que serve de alimento para as formigas, que em troca conferem protecdo aos hemipteros.
Entretanto este liquido agucarado também pode servir de substrato para o desenvolvimento de
um fungo (Capnodium sp.), conhecido comumente como fumagina, de coloracdo escura, que
recobre a superficie das folhas ocasionando prejuizos a fotossintese e a respiracéo, causando
danos indiretos ao vegetal (SILVA; CARNEIRO; QUINDERE, 2005; LAAMARI et al., 2008).
Estes insetos também atuam como vetores de alguns virus, como o Cowpea aphid borne mosaic
virus (CABMV) e o Cucumber mosaic virus (CMV) efetuando a transmissao da particula viral
apenas com a picada de prova, ndo necessitando que haja uma colénia de pulgdes instalada na
planta para que ocorra a contaminacgdo (FREITAS et al., 2012).

A evolugdo na reproducdo, realizada em grande parte por partenogénese, € um dos
principais fatores que levaram ao sucesso dos afideos. Durante a partenogénese a reproducéo
ocorre a partir de fémeas virgens, na qual os 6vulos sofrem completo desenvolvimento, sem
terem sido fecundados (GALLO et al., 2002). A capacidade reprodutiva por partenogénese
colabora para que os afideos atinjam altos niveis populacionais e, quando na forma alada,
migrem e se estabelecam em outras areas (ZANINI, 2004).

Segundo Bueno (2005), o ciclo curto deste inseto (aproximadamente 20 dias), a elevada
taxa reprodutiva e a partenogénese contribuem para que os pulgdes atinjam rapidamente niveis
de danos bastante sérios em um cultivo. De acordo com Obopile (2006), a ocorréncia desses
hemipteras pode reduzir em até 50% o rendimento da cultura do feijao-caupi. Além dos fatores

ligados a reproducéo, ha também o aumento do desenvolvimento de resisténcia a grande parte



22

dos produtos fitossanitarios aplicados para o seu controle, ja que uma vez adquirida a resisténcia
a um determinado quimico, os pulgbes podem transmiti-la aos seus descendentes, colocando o

controle quimico ndo mais como método exclusivo de controle dessa praga (BUENO, 2005).

2.4 NASUTITERMES CORNIGER

Os cupins, também conhecidos como térmites ou térmitas, estdo agrupados na infraordem
Isoptera e inseridos na ordem Blattodea. Atualmente as 2.963 espécies descritas estdo
distribuidas entre nove familias: Mastotermitidae, Hodotermitidae, Archotermopsidae,
Kalotermitidae, Stylotermitidae, Stolotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae
(KRISHNA et al., 2013; CONSTANTINO, 2019). Basicamente, a principal fonte nutritiva dos
cupins € a celulose, desta forma a maioria das espécies alimenta-se de madeira em diversos
estagios de decomposicdo. Entretanto, outros recursos alimenticios podem ser ingeridos por
estes insetos como: hamus, liquens, fezes de herbivoros e fungos cultivados no interior dos
ninhos (LIMA; COSTA-LEONARDO, 2007).

Os térmitas apresentam distribuicdo cosmopolita, podendo habitar desde florestas umidas
até savanas, sendo encontrados inclusive em regides desérticas. Apesar de serem conhecidos
por causar danos a materiais de interesse econdémico para 0os humanos, atuando como pragas,
0s cupins em &reas de vegetacdo natural exercem um papel ecoldégico fundamental nos
ecossistemas terrestres, atuando na decomposicdo e reciclagem de matéria orgénica,
principalmente de origem vegetal (GOVORUSHKO, 2018). As atividades realizadas por estes
insetos podem transformar tanto a estrutura quanto a porosidade do solo melhorando a aeracéo,
propiciando uma maior infiltracdo da &gua e, com isso, aumentando a propagacao das raizes
vegetais. Alteragdes de textura e perfil do solo também mudam o teor de matéria orgénica e de
nutrientes disponiveis para outros organismos (HOLT; LEPAGE, 2000; COSTA,
LEONARDO, 2002; LEJOLY et al., 2019).

O género Nasutitermes apresenta distribuicdo mundial sendo considerado um dos mais
ricos em espécies da familia Termitidae. Cerca de 257 espécies compdem este género, sendo
que 49 dessas ocorrem no Brasil em ambientes como caatingas, matas tropicais, cerrados,
planicies e pastagens (ABREU et al., 2002; VASCONCELLOS et al., 2005; CONSTANTINO,
2019). Os organismos deste grupo costumam construir seus ninhos em troncos ou no sistema
radicular de arvores, assim podem ser encontrados tanto acima quanto abaixo do nivel do solo
(SCHEFFRAHN et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2005). A construgdo dos ninhos ocorre
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com a utilizagdo de madeira mastigada e outros materiais, como areia cimentada com fluidos
fecais e salivares (EMERSON, 1938; THORNE et al., 1996).

Nasutitermes corniger € uma espécie arboricola, nativa da América Central e do Sul que
apresenta ampla distribuicdo geografica no continente americano, sendo encontrada desde o
México até o norte da Argentina (CONSTANTINO, 2002). Também hé relatos da ocorréncia
deste taxon nos Estados Unidos (SCHEFFRAHN et al., 2002), na Nova Guiné (SCHEFFRAHN
et al., 2005) e nas Bahamas (SCHEFFRAHN et al., 2006; EVANS et al., 2013). Na regido
Neotropical, N. corniger é a espécie do género Nasutitermes de maior dominéncia e
distribuicdo. Tal espécie demonstra-se abundante principalmente em florestas secundéarias que
apresentam algum grau de perturbacdo (VASCONCELLOS et al., 2005) e em suas col6nias
podem ser encontrados cerca de 900,000 individuos (THORNE, 1984). Estes térmitas possuem
elevada plasticidade alimentar podendo consumir tanto madeiras duras quanto moles, Umidas
ou secas, de diversas espécies botanicas (ABREU et al., 2002; REIS ; CANCELLO, 2007).

A estrutura social destes insetos € constituida basicamente por trés castas,
morfofuncionais, distintas: os operarios, os soldados e os reprodutores. Em Termitidae essa
sociedade origina-se primeiramente de um estagio comum de desenvolvimento, do qual
emergem simultaneamente duas linhagens, uma reprodutiva e uma aptera. A primeira originara
os individuos alados, os reis e as rainhas. A segunda daré origem aos operarios e aos soldados,
conforme apresentado na figura 3 (LIMA et al., 2013). No ninho serdo encontrados 0s operarios
formando a casta mais numerosa e se ocupando de todas as funcdes rotineiras tais como
obtencdo de alimento, construcdo e reparacao dos ninhos e dos tuneis, cuidando da prole e
fornecendo comida as demais castas. Os soldados se encarregam da guarda do ninho e da
protecdo dos operarios durante o forrageamento (VERMA et al., 2009). Durante a defesa do
cupinzeiro, os soldados podem excretar através do nasus (presente na regido anterior da cabeca)
uma secre¢do pegajosa e irritante contra os inimigos (TRANIELLO, 1981; MCMAHAN, 1982;
GAZAL et al., 2012). Segundo Verma et al. (2009), tanto os soldados quanto 0s operarios séo
cegos e luciferos, entretanto os imagos apresentam olhos bastante desenvolvidos e
pigmentados. Por ultimo, ha os reprodutores que sdo os responsaveis pela geracdo de novos

individuos e pela multiplicacdo das colénias (KRISHNA,1969).
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Figura 3- Ciclo Bioldgico de Nasutitermes corniger. Rei (A), rainha (B), ovos (C), alado (D), adulto (E),
ergatoide (F), operario grande (G1) e operario pequeno (G2) e soldado (H).

Linhagem do imago Linhagem aptera

Ir___it
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Fonte: Boulogne et al. (2016), adaptada.

Além desses individuos, em um cupinzeiro ainda podem estar presentes os reprodutores
secundarios, conhecidos também como reprodutores suplementares, quando os reprodutores
primarios ainda estdo presentes, ou de substituicdo, se estdo ausentes. Os reprodutores
secundarios podem ser adultéides, quando sdo derivados de individuos alados que
permaneceram no ninho natal, neoténicos ninfdides, quando sdo derivados de ninfas, ou
neoténicos ergatoides, se derivados de operarios (ROISIN, 2000). Ao atingirem a maturidade,
uma grande quantidade de individuos alados sai das col6nias e alcam voos nupciais
crepusculares em massa (35% dos biomassa da coldnia e 5000 a 25.000 individuos em média),
geralmente apds a chuva (THORNE, 1983). Entéo, casais reais sao formados e ao encontrarem
lugares Umidos com alimento disponivel, perdem suas asas e d&o inicio a construcdo de um
novo ninho, permanecendo juntos durante todo o ciclo de vida da colonia. As rainhas

apresentam abddmen fisogastrico o que possibilita a producdo e a acomodacao dos ovos, assim
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sdo capazes de depositar aproximadamente 3000 ovos por dia e podem viver até 25 anos
(SCHEFFRAHN et al., 2005; BOULOGNE et al., 2016).

O progressivo processo de urbanizacdo tem avancado sistematicamente sobre areas
agricolas e de vegetacdo natural provocando transformagdo gradual ou subita do habitat dos
cupins (CONSTANTINO, 2002; ALBUQUERQUE et al., 2014). Estas alteracdes podem, por
vezes, ocasionar a erradicacdo de espécies nativas de térmitas e a0 mesmo tempo favorecer a
selecdo e a instalacdo de outras espécies exoticas que progressivamente adquirem o status de
praga. Segundo Constantino (2002), na América do Sul cerca de 77 espécies de cupins sdo
relatadas como pragas sendo que entre estas 40 sdo pragas estruturais. O autor também aponta
que vinte e duas espécies sdo consideradas pragas urbanas, trinta e quatro agricolas e doze
agricolas e urbanas, sendo N. corniger uma das espécies de destaque neste cenario (COSTA-
LEONARDO, 2002).

Os cupins podem causar perdas econdmicas por danificar estruturas como edificios,
pontes, represas e estradas; ou danificando culturas agricolas, espécies florestais ou pastagens.
A condicdo de praga é determinada com base no impacto econémico dos danos ocasionados,
expresso em custos de prevencao, controle e reparo dos prejuizos (ROBINSON, 1996). Um
levantamento efetuado em 2005 demonstrou que 0s prejuizos causados pela a¢do dos cupins
sobre madeiras e outros materiais contendo celulose ficou estimado por volta de US$ 50
bilhdes, gasto mundialmente (KORB, 2007). Estima-se que o custo investido em danos e
reparos ocasionados pelos cupins na Australia esteja por volta de mais de 100 milhdes (dolares
australianos) a cada ano. Para os Estados Unidos mais de US $ 1 bilhdo (US) é gasto anualmente
para o gerenciamento de problemas com cupins em edificios e outras estruturas. Na China os
danos econémicos causado por estes insetos excedem $ 1 bilhdo (US) por ano, enquanto que
no Japdo o custo de prevencdo e controle de infestacbes por cupins alcanca pelo menos 800
milhdes (US $) por ano (UNEP, 2000).

O controle destes insetos tem sido efetuado utilizando inseticidas organofosforados e
piretrdides, que tém como principio ativo o fipronil, o dichlorvos e a bifentrina, respectivamente
(CABRERA, 2001; BOULOGNE et al., 2016). Tais quimicos podem ser toxicos ao homem e
a outros seres vivos, além de apresentarem consideravel risco de contaminacdo ambiental
(MARICONI et al., 1999). Também vale ressaltar que estes métodos desconsideram o
comportamento social dos cupins o que pode causar a reducdo da sua eficacia (ALMEIDA ;
ALVES, 1995). Dessa forma, alternativas menos nocivas ao meio ambiente tém sido

desenvolvidas e ganhado destague como o emprego de técnicas de controle biologico.
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2.5 CONTROLE DE INSETOS POR FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Apesar da imensa diversidade de insetos presentes nos mais variados ecossistemas,
apneas uma pequena parcela destes organismos apresentam algum potencial nocivo a populacao
humana, atuando como pragas. Para Brechelt (2004) o termo “praga” deve ser empregado a
organismos (animais, plantas ou micro-organismos) que exibem um aumento da sua densidade
populacional, alcancando niveis anormais, afetando direta ou indiretamente a especie humana.
Diversas atividades desenvolvidas pelos humanos podem contribuir para que novas espécies
adquiram o status de praga, dentre as quais destacam-se: o0 desmatamento, acarretando a perda
de habitat por estes organismos; a utilizacdo de insumos quimicos nas plantacdes, que
promovem o desequilibrio populacional entre o inseto-praga e 0s seus inimigos naturais; o
aumento descontrolado da populacdo humana; as monoculturas, entre outros fatores que podem
favorecer a reproducdo de algumas espécies (FINKLER, 2012).

Embora alguns avancos tenham sido alcancados na area de manejo integrado de pragas e
doencas, 0 modelo de intervengdo com agroquimicos ainda é o que prevalece. Entretanto, 0s
maleficios desses quimicos sdo notdrios uma vez que estes produtos permanecem por bastante
tempo nos ecossistemas contaminando o solo, a 4gua e os alimentos consumidos pelos animais
e pela populagcdo humana. Os agrotoxicos podem ainda ocasionar intoxicacdo nos agricultores,
resisténcia de patdgenos e pragas; provocam o desequilibrio bioldgico alterando tanto a
ciclagem de nutrientes quanto da matéria organica e, no mais, causam a eliminacdo de
organismos benéficos acarretando a reducéo da biodiversidade (MORANDI; BETTIOL, 2009).
Neste cendrio, o controle bioldgico surge como um dos métodos mais promissores no processo
de reducdo do uso desses insumos agricola.

O controle bioldgico baseia-se na introdu¢do ou no aumento populacional de inimigos
naturais (parasitoides, predadores e micro-organismos) 0s quais atuam impedindo que as
populacGes de insetos-pragas atinjam um numero suficiente para causar prejuizos econémicos,
mantendo-a em equilibrio (GALLO et al., 1970; SIMONATO et al., 2014). Segundo Wraight
e Hajek (2009) grande parte dos agentes microbianos podem ser produzidos in vitro em escala
industrial. Além disso, 0 emprego destes organismos no biocontrole exibe baixo impacto
ambiental uma vez que, geralmente, hd um menor risco de afetarem organismos ndo-alvos.
Soma-se a isso o0 fato de ndo deixarem residuos tdxicos na lavoura, nas aguas, ou no solo e,
consequentemente, ndo causam desequilibrios ou intoxicacdo ao consumidor e ao agricultor

que o aplica na lavoura (LACEY et al., 2011).
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Os fungos estdo dentre os principais patdgenos de insetos, segundo Alves (1986). Estes
organismos apresentam ampla distribuicdo na natureza, podendo ser encontrados em diversos
habitats, ocupando desde ambientes naturais bem preservados, até areas sob constante
influéncia antrépica, como regides agricolas, de pastagens ou urbanas (SANCHEZ-PENA et
al., 2011; HOWE et al., 2016; LIMA et al., 2017; LORENCETTI et al., 2017). De acordo com
Alves et al. (2008) os fungos entomopatogénicos sdo capazes de intervir no crescimento
populacional dos inseto-pragas em varias fases do seu ciclo de vida, dado que, muitas vezes,
apresentam a capacidade de infectar todos os estagios de desenvolvimento dos hospedeiros.
Para além do controle populacional de insetos, estudos tém demonstrado diversos outros papéis
desempenhados por estes organismos, incluindo endofitismo, antagonismo de doencas de
plantas, promocéo de crescimento de plantas e colonizadores da rizosfera (LACEY et al., 2015;
JABER; OWNLEY, 2018).

Diversas vias de entrada podem ser utilizadas pelos fungos para penetracdo e posterior
colonizagdo do inseto. A forma mais comum é através do tegumento, no qual, inicialmente, 0s
esporos fungicos que se aderem a cuticula do inseto. Posteriormente, os conidios germinam e
originam uma hifa que € responsavel por transpor a cuticula do inseto, utilizando tanto forca
mecéanica quanto a acao de enzimas secretadas pelo fungo (SRIVASTAVA etal., 2009; ORTIZ-
URQUIZA; KEYHANI, 2013, 2016). Ao adentrarem, multiplicam-se rapidamente ocupando
todo o corpo do hospedeiro e, durante este processo, secretam toxinas que destroem os tecidos
dos organismos parasitados, causando desnutricéo e disturbios fisiologicos, acarretando a morte
do individuo. Ap6s a morte do hospedeiro, o fungo se desenvolve e esporula sobre o cadaver
do animal, assim, os propégulos fingicos exteriorizados podem ser dispersados pelo vento, pela
agua da chuva ou por outros insetos e, deste modo, reintroduz o inoculo no sistema fungo-inseto
(ALVES et al., 1986; GOETTEL; INGLIS, 1997; VALICENTE, 2009). Esta forma de
penetracdo confere vantagem a estes organismos quando comparados a outros grupos de
patdgenos que s6 adentram o inseto por via oral (ALVES et al., 2008).

Sao conhecidas aproximadamente 750 espécies de fungos entomopatogénicos, sendo 0s
géneros Beauveria, Metarhizium, Akanthomyces (= Lecanicillium = Verticillium), Cordyceps
(= Isaria = Paecilomyces), Nomuraea, Entomophthora e Aschersonia 0s mais empregados em
programas de controle bioldgico e mais usados comercialmente na formulagdes de
micoinseticidas e micoacaricidas (FARIA ; WRAIGHT, 2007; ALVES et al., 2008; VEGA et
al., 2009; AUGUSTIN et al., 2011; LACEY et al., 2015; BUTT et al., 2016).


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=820979
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Os afideos sdo vulneraveis aos fungos entomopatogénicos, sendo considerados por alguns
autores, como um dos mais susceptiveis as doencas epizodticas em compara¢do aos demais
grupos de insetos (MILNER, 1997; ROY et al., 2010; ALLAN et al., 2016) Segundo Humber
(1991), os Zygomycetes [redefinidos como Entomophthoromycota, inseridos na ordem
Entomophthorales (TEDERSOO et al., 2018)] atuam naturalmente no controle de afideos.
Apesar de serem encontrados comumente causando infeccdes nesses hemipteras, a producéo
massiva das espécies desta ordem é invidvel, assim alguns géneros anamdrficos, como
Beauveria, Metarhizium, Isaria e Lecanicillium tornam-se mais adequados para serem
utilizados no controle destes afidios, inclusive contra A. craccivora, uma vez que desenvolvem-
se com certa facilidade em meios de cultura artificiais, como gréos de arroz. Estes meios sao
substratos simples e econdmicos para a obtencdo de biomassa com abundante producdo de
propagulos (RABINOVITCH et al., 1998).

Alguns produtos que sdo empregados no manejo das espécies de afideos na Europa e na
América do Norte tém como base alguns dos géneros supracitados, por exemplo: Beauveria
bassiana Balsamo Vuillemin (registrado como BonatiGard® e Naturalis-L®), Metarhizium
anisopliae Metschn (registrado como Met52®), Isaria javanica Frieder. & Bally (registrado
como Preferal®) e Lecanicillium spp. (registrado como Vertalec®) (ALLAN, 2016; MWEKE,
2018).

O sucesso de fungos entomopatogénicos no controle de insetos que acometem produtos
durante o seu armazenamento foi registrado tanto em condi¢des de laboratério quanto de campo
(LACEY etal., 2015; BATTA; KAVALLIERATOS, 2017; WAKEFIELD, 2018). Estes fungos
também foram utilizados como forma preventiva para tratar depdsitos vazios com proposito de
remover pragas residuais antes que uma nova colheita pudesse ser trazida (STEENBERG,
2005).

A maioria dos estudos demonstra, principalmente, os diversos niveis de viruléncia de
alguns isolados de B. bassiana (CHERRY; ABALO; HELL, 2005; CHERRY et al., 2007;
SHAMS et al., 2011; MAHDNESHIN et al., 2011) e de M. anisopliae (CHERRY; ABALO;
HELL, 2005; MURAD et al., 2008; MAHDNESHIN et al., 2011) contra C. maculatus. No
trabalho de Cherry, Abalo e Hell (2005), os autores demonstram que a primeira espécie fungica
apresentou maior viruléncia do que a segunda no controle do coledptero. Em contrapartida,
pesquisas anteriores como as de Vilas Boas et al. (1996) e Lawrence e Khan (2002) apontaram
que os isolados de M. anisopliae causaram maior mortalidade do que de B. bassiana. Estas

mesmas espécies de fungo foram testadas contra Rhyzopertha domonica F. (Coleoptera:
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Bostrychidae), Tribolium confusum Duval (Coleoptera: Tenebrionidae) e C. maculatus, sendo
este Ultimo o mais susceptivel dentre todos os insetos avaliados (ABDU-ALLAH et al., 2015).

A organizacdo social dos cupins € um fator importante na disseminacdo de fungos
entomopatogénicos dentro da col6nia, o que pode contribuir para o controle desses insetos.
Além disso, tanto a temperatura quanto a umidade constantes e a condi¢cdo de escuro nas
galerias subterraneas destes térmitas, também favorecem o crescimento e desenvolvimento das
espécies fungicas. Todavia, as acdes defensivas dos cupins, como a remogdo e isolamento dos
individuos contaminados pelos fungos, o enterro dos cupins mortos junto com secrecdes
defensivas e componentes inibidores, além da possibilidade de resisténcia humoral pode limitar
a disseminacéo da doenga dentro do cupinzeiro (RATH, 2000; MELLO et al., 2016).

As espécies B. bassiana e M. anisopliae demonstraram resultados promissores no
controle de cupins das espécies Coptotermes formosanus Shiraki (Isoptera: Rhinotermitidae)
(LAl et al., 1982; DELATE et al., 1995); Cornitermes cumulans Kollar (Isoptera: Termitidae)
(ALVES et al., 1995; NEVES; ALVES, 1999; FERNANDES; ALVES, 1992; TOSCANO et
al., 2010) e Nasutitermes coxipoensis Holmgren (Isoptera: Termitidae) (ALBUQUERQUE et
al., 2005; CUNHA et al., 2009). Hanel (1981) testou a patogenicidade de M. anisopliae contra
Nasutitermes exitiosus Hill (Isoptera: Termitidae) e observou que apos 11 dias mais de 95%
dos térmitas foram mortos pelo fungo. De forma similar, Rath e Tidbury (1996) também
avaliaram a acdo de M. anisopliae contra N. exitiosus e Coptotermes acinaciformis Froggatt
(Isoptera: Rhinotermitidae), com 100% de mortalidade dos operarios ap0s o quarto dia de
aplicacdo do fungo. Segundo Wright et al. (2002), M. anisopliae e B. bassiana ocasionaram
mortalidade significativa de C. formosanus, porém a segunda espécie flngica causou maior
mortalidade do que a primeira. Meikle et al. (2005) relataram que o isolado de Cordyceps
fumosorosea (= Isaria fumosorosea) testado contra C. formosanus obteve maior viruléncia do
que os isolados de B. bassiana e o formulado comercial de M. anisopliae (Bioblast). Algumas
espécies do género Cordyceps (= I. farinosa, I. javanica I. fumosorosea), obtidas de colecGes
fangicas, foram testadas contra N. corniger, de acordo com Lopes et al. (2017). Segundo estes
autores C. farinosa conquistou os melhores resultados, causando a morte de 95% dos operarios

e 85% dos soldados.

2.6 O GENERO TRICHODERMA PARA A AGRICULTURA
O género Trichoderma, fase imperfeita de Hypocrea, pertence ao Reino Fungi, Filo

Ascomycota, Classe dos Ascomycetes, Ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae (KIRK,
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2012). Nesta mesma ordem estdo reunidas diversas espécies que sdo usualmente utilizadas no
controle biol6gico de insetos, como: B. bassiana, B. brongniartii, C. fumosorosea (= I.
fumosorosea), Akanthomyces spp. (= Lecanicillium spp.) (Cordycipitaceae) e Metarhizium spp.
(Clavicipitaceae) entre outros (FARIA; WRAIGHT, 2007). Este género foi descrito incialmente
por Persoon em 1974, sendo constituido somente por uma espécie denominada T. viride Pers.
Segundo Bisset et al. (2015) este género é constituido por 254 espécies descritas.

As espécies deste género sdo isolados em diversos ambientes, em quase todos os tipos
de solo, podendo ser encontrados em associa¢cdes com outros fungos, com raizes de diversas
espécies botanicas e em matéria organica em decomposi¢do. O isolamento desses fungos
também foi realizado de fontes inesperadas, como baratas (YODER et al., 2008), mexilhdes
marinhos e mariscos (SALLENAVE et al., 1999; SALLENAVE-NAMONT et al., 2000) ou do
trato gastrointestinal de cupins (SREERAMA; VEERABHADRAPPA, 1993; MATHEW et al.,
2012). Ademais, sdo fungos que podem ser facilmente isolados, cultivados e multiplicados
(DRUZHININA et al., 2006; ATANASOVA; DRUZHININA; JAKLITSCH, 2013).
Trichoderma spp. sdo caracterizados por seu rapido crescimento, por apresentarem conidios
verdes brilhantes e conidioforos bastante ramificados (GAMS; BISSETT, 1998).

O género Trichoderma é amplamente utilizado devido a seus multiplos beneficios para a
agricultura (ESPOSITO; SILVA, 1998). Mais de 50 produtos & base de espécies de
Trichoderma sdo produzidos e vendidos mundialmente, sendo sua utilizagdo recomendados
para diversas culturas, podendo ser empregados tanto nas partes aéreas da planta por meio de
pulverizagdo quanto no tratamento sementes (POMELLA; RIBEIRO, 2009). No Brasil, cinco
produtos foram registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) a
base de Trichoderma, no qual trés deles estdo registrados como fungicida microbioldgico
(AGROFIT, 2019). Parnell et al. (2016) afirma que microorganismos revolucionardo a
agricultura nas proximas décadas para atender a demanda do crescimento populacional.
Produtos promissores e de grande interesse para o setor agricola serdo, principalmente, aqueles
que contribuem para o0 aumento da produtividade das culturas e que sejam seguros tanto para o
meio ambiente quanto para a saude humana, como é o caso de Trichoderma spp.

Espécies de Trichoderma sdo o agente de controle bioldgico de doencas de plantas mais
estudados e utilizadas tanto no Brasil quanto em outros paises da América Latina (MORANDI;
BETTIOL, 2009). A principal aplicagcdo deste fungo na agricultura é na area de protecdo de
plantas contra patégenos, atuando como fungicida bioldgico. As espécies desse género

apresentam uma gama de mecanismos que as auxiliam nesta funcdo, como: o parasitismo, a
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antibiose, a competicdo tanto por nutrientes quanto por espaco e a indugdo de resisténcia
(MACHADO et al., 2012).

Ao atuarem como micoparasitas, estes fungos apresentam a capacidade de reconhecer as
hifas de outras espécies fungicas, como de fitopatdgenos, e crescer em sua direcdo, agindo,
presumivelmente em resposta a estimulos quimicos gerados pela hifa hospedeira. Quando em
contato com estas hifas, envolvem-se em torno delas e desenvolvem estruturas para a
penetracdo denominada apressorio, que liberam enzimas, como glucanases, quitinases e
proteases que sdo responsaveis por degradar a parede celular, facilitando o acesso do parasita
ao conteudo das hifas do hospedeiro, para entdo poder utiliza-lo como fonte nutricional
(HARMAN et al., 2004).

No mecanismo de antibiose 0s antagonistas secretam metabdlitos que inibem o
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos (BENITEZ et al., 2004). Trichoderma spp.
podem produzir uma variedade de antibiéticos, como gliovirina, gliotoxina, viridina, viridol,
coningininas, pironas e peptaibols (peptideos antibodticos), contra fungos maléficos a planta
(HOWELL, 2003; HARMAN et al., 2004).

Varios estudos comprovam a eficacia Trichoderma spp. no controle de doencas de plantas
(HARMAN, 2000; LUCON et al., 2009; CAVERO et al., 2015; HADDAD et al., 2017, SINGH
etal., 2018; BUNBURY-BLANCHETTE; WALKER, 2019). Em estudo desenvolvido Silva et
al. (2011), dezenove isolados de Trichoderma reduziram em até 88,39% os danos causados por
Colletotrichum lagenarium Pass. Varias especies do género foram eficazes no controle de
Colletotrichum musae Berk. & M.A. Curtis (BONETT et al., 2013). A acdo antagonista de
Trichoderma spp. também foi observada contra Colletotrichum lindemuthianum Sacc. &
Magnus encontrado causando antracnose no feijoeiro (ALVES; NUNES, 2016).

Isolados de T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg reduziram aproximadamente
60% do crescimento, in vitro, de Pythium myriotylum Drechsler, agente causador da podridédo
de raiz em Xanthosoma sagittifolium L. Schott, sendo a analise realizada por meio do método
de pareamento de cultura. Posteriormente, usando suspensdes de conidios para testes in vivo,
tais isolados diminuiram em mais de 50% a incidéncia da doenca (MBARGA et al., 2012).
Souza (2013) analisou espécies de Trichoderma contra Guignardia citricarpa [= Phyll osticta
citricarpa (McAlpine)], agente causal da pinta preta dos citros, demonstrando a inibicdo do
crescimento do fitopatdgeno por meio da liberacdo de metabdlitos volateis. Ademais, o fungo
antagonista demonstrou superioridade no crescimento, a capacidade de micoparasitar e a

liberacdo de quitinases contra o fitopatogeno.
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Trichoderma spp. também sdo relatados como controladores de fitopatdgenos que séo
capazes de permanecer no ambiente por longos periodos por meio da formacao de estruturas de
resisténcia denominadas esclerécios. Pacheco et al. (2016) observaram tanto a inibicdo da
germinacdo de esclerdcios de Sclerotium rolfsii Sacc. in vitro quanto a reducdo da doenca em
plantas de feijdo cultivadas em casa de vegetacdo. Assim como Abbas et al. (2017) que
demonstraram a acdo de diversas espécies deste género contra Rhizoctonia solani J.G. Kiihn,
gue é responsavel por causar 0 tombamento de plantas e ocasionar prejuizos econémicos a
vérias culturas.

Além de agir como fungicidas bioldgicos, diversas pesquisas demonstraram outras
formas de acdo de Trichoderma que contribuem para o melhoramento das plantas e que
aumentam a produtividade das culturas. Estas linhas de pesquisa demostram que estes fungos
agem como estimuladores do crescimento (PEREIRA et al., 2019) podendo aumentar tanto a
parte aérea das plantas quanto modificar a arquitetura do sistema radicular por meio da
producdo de hormdnios vegetais como, auxina, giberelina, citocianina, &cido abscisico e etileno
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; LOPEZ-BUCIO et al., 2015; GUZMAN-GUZMAN
et al., 2018). Alguns isolados de Trichoderma spp. aumentaram o desenvolvimento das raizes
secundarias de Arabidopsis thaliana L. Heynh, em ensaios in vitro, apesar de terem
influenciado negativamente no crescimento das raizes priméarias (NIETO-JACOBO et al.,
2017). Um crescimento significativo de alface, rabanete e no rendimento de graos de quinoa foi
observado por meio da acdo do acido indolacético (AlIA) produzido por Trichoderma
harzianum (ORTUNO et al., 2017). Em casa de vegetac&o, a inoculacdo de T. asperellum no
solo causou aumento no tamanho das plantas de no minimo 60% nas culturas da soja, feijdo-
caupi, arroz e milho (CHAGAS et al., 2017).

Espécies deste Trichoderma também sdo capazes de induzir resisténcia nas plantas
(MACHADO et al., 2012; WAGHUNDE et al., 2016). A inducdo de resisténcia é um
mecanismo de controle biolégico indireto, no qual a planta responde a agressdo de patégenos
por meio da ativagdo de mecanismos latentes de resisténcia. Tal processo ocorre quando a
espécie botanica é exposta a um agente indutor (bidtico ou abidtico) e tem seus mecanismos de
defesas ativados, ndo somente no local de inducao, mas também em outras regides distantes, de
forma mais ou menos generalizada (ROMEIRO, 1999). Durante a ativacdo a planta pode
produzir fitoalexinas, lignina adicional e compostos fendlicos (HORSFALL; COWLING,
1980; BAILEY, 1985; AMORIM et al., 2011).
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Trichoderma spp também produzem &cidos organicos como &cido gluconico, &cido
fumarico e acido citrico, que diminuem o pH do solo favorecendo a dissolucao do fosfato, bem
como a dissolucdo de outros macro e micronutrientes, como ferro, manganés e magnésio,
necessarios para o metabolismo das plantas (BROTMAN et al., 2010; OCIEPA, 2011).

Outra aplicacdo de Trichoderma € na biorremediacdo (HASAN, 2016), na qual ha a
degradacdo ou a transformacéo de contaminantes em substancias que ndo oferecem perigo ou
sdo menos ofensivas ao ambiente e a salde humana, fazendo-se uso de microorganismos como
bactérias, fungos, algas e plantas. Trichoderma spp. sdo resistentes a uma ampla gama de
substancias toxicas, como metais pesados, compostos organometalicos, efluentes de curtumes
e produtos quimicos nocivos, como o cianeto (CN) (EZZ1 E LYNCH, 2005).

Alguns isolados de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma apresentaram potencial para
serem utilizados em processos de biorremediacdo de herbicidas triazinicos, uma vez que eles
foram isolados de solo contaminado com atrazina e atrazina + simazina (COLLA et al., 2008).
RAMOS (2014) observou que um isolado de T. harzianum, obtido de uma regido de cultivo
(hortalicas, milho, feijdo e macaxeira) com historico de aplicacdo de agrotdxicos, é bastante
tolerante a clorpirifés (organofosforado). Esta mesma espécie fingica demonstrou elevada
resisténcia e a capacidade de degradar 68% do tebuconazole, um fungicida empregado na
preservacao da madeira (OBANDA, 2008). Trichoderma sp. também foi capaz de biodegradar
o pentaclorofenol (PCP), outra substancia utilizada em agrotoxicos destinados a industria
madeireira (SING et al., 2014). Além dos agrotoxicos, eles degradam e metabolizam
hidrocarbonetos aromaticos (petroleo, BTEX e resinas), apresentando potencial na
biorremediacio de solos contaminados com hidrocarbonetos pesados (ZAFRA; CORTES-
ESPINOSA, 2015).

2.6.1 O uso de Trichoderma spp. no controle bioldgico de insetos

Apesar de muitas espécies de Trichoderma serem relatadas como parasitas ocasionais de
invertebrados, o potencial entomopatogénico destes fungos ainda permanece pouco explorado
e subestimado (VERMA et al., 2007). Entretanto, apesar de escassos, alguns trabalhos
demonstraram a sua acao inseticida.

Isolados de Trichoderma harzianum causaram mortalidade de Schizaphis graminum
Rondani (Hemiptera: Aphididae), com variag&o nos resultados obtidos. Um dos isolados causou
a morte das larvas deste afideo ap6s dez minutos de exposi¢do ao fungo. Com relagéo as ninfas,

a mortalidade foi considerada significativa a partir da primeira e da décima oitava hora, para as
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linhagens aladas e apteras, respectivamente (GANASSI et al., 2001). Elevados percentuais de
mortalidade (95%) do percevejo-das-camas (Cimex hemipterus) foram causados por T.
harzianum ap0s o décimo quarto dia de avaliacdo (ZAHRAN et al., 2017). A acdo inseticida
desta espécie fungica também foi relatada por Begum et al. (2018) contra o afideo da roseira,
no qual o percentual maximo de mortalidade (93%) foi analisado apds doze horas de exposi¢do
ao fungo.

Um isolado transgénico de Trichoderma koningii, que recebeu o gene chit42 de
Metarhizium anisopliae, ocasionou maiores indices de mortalidade tanto a broca asiatica
(Ostrinia furnacalis) quanto ao bicho-da-seda (Bombyx mori) quando comparados ao isolado
selvagem (LI et al., 2012). Os insetos tiveram contato com os esporos flngicos por meio da
alimentacdo. Os autores afirmaram que houve a inibicdo da expressao de trés genes associados
ao desenvolvimento e a resposta anti-estresse no intestino medio das larvas que foram
alimentadas com biomassa transgénica. Empregando uma metodologia similar a do trabalho
anterior, Berini et al. (2015) analisaram o efeito de uma mistura comercial de enzimas
quitinoliticas, derivadas de T. viride, sobre a membrana peritréfica, presente no trato
gastrointestinal do bicho-da-seda (Bombyx mori). De acordo com os autores a administracdo
oral da quitinase, na dose mais alta testada, prolongou a fase larval, afetou significativamente
0 peso da pupa e causou danos (rupturas) comprometendo a integridade da rede de fibrilas da
membrana peritrofica.

Trichoderma longibrachiatum foi relatado como patogeno de Aphis craccivora
(IBRAHIM et al., 2011). Esta espécie também foi isolada da cochonilha do algodao,
Phenacoccus solenopsis Tinsley (Hemiptera: Pseudococcidae), e testada contra a mosca branca
(B. tabaci) por Anwar et al. (2016). Os maiores valores de mortalidade foram observados contra
as ninfas de quarto instar (73%), apds a aplicacdo da maior concentracdo avaliada pelos
pesquisadores. Em ensaios realizados em campo utilizando T. longibrachiatum contra a
mariposa Leucinodes orbonalis Guen (Pyralidae: Lepidoptera), Ghosh e Pal (2016) afirmaram
que o rendimento na cultura da berinjela foi 56,02% maior na area tratada com fungo em
comparagdo ao controle.

Segundo Khaleil et al. (2016), T. hamatum foi eficiente no controle de Aphis gossypii
apresentando percentuais de mortalidade superiores a 60% apds o quinto dia de avaliagdo. Na
pesquisa, por meio da avaliacdo histolégica, também ficaram evidenciados os danos teciduais
no inseto causados pelo fungo. Quatro espécies do género Trichoderma (T. longibrachiatum,

T. citrinoviride, T. atroviride e T. harzianum) foram testadas contra os coledpteros
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Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Chrisomelidae: Bruchinae) e Xylotrechus arvicola
Olivier (Coleoptera: Cerambycidae), todos os isolados foram promissores no controle de ambos
0s insetos, particularmente as espécies T. harzianum contra A. obtectus e T. citrinoviride contra
X. arvicola (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2017).

Trichoderma asperellum apresentou acgdo larvicida contra o mosquito do género
Anopheles, vetor da malaria. Foram analisados tanto o extrato metandlico bruto de T.
asperellum guanto as diferentes fracdes do mesmo e, neste Gltimo, a oitava fracdo (MF8) foi a
que apresentou a maior atividade larvicida. Durante a avaliagdo microscdpica, observou-se a
presenca de esporos e o crescimento das hifas fungicas tanto no espiraculo quanto no interior
da larva. Ademais, laceracfes e degeneracdo interna do tecido das larvas também foram
observadas (PODDER; GHOSH, 2019).

3 METODO

3.1 ISOLADOS FUNGICOS

Foram avaliados quinze isolados (sete espécies) de Trichoderma obtidos de sistemas
agroflorestais, provenientes de amostras de solo coletados na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), em Recife (PE), do Sitio Nova Canad, em Olinda (PE) e do Sitio Sado

Jodo, em Abreu e Lima (PE), conforme exposto na tabela 1.

Tabela 1. Espécies de Trichoderma provenientes de solos de sistemas agroflorestais, nimero de registro da
micoteca URM e local de coleta do solo

Espécie N° do acesso do Local
na Micoteca
URM

Trichoderma longibrachiatum (Rifai) URM7903 Sitio S&o Jodo
Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf. & URM 7897 Sitio Sdo Jodo
Nirenberg)

Trichoderma afroharzianum (P. Chaverri, F.B. URM7896 Sitio Sdo Jodo
Rocha, Degenkolb & Druzhin)

Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8251 Sitio Sdo Jodo
Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8252 Sitio S&o Jodo
Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8253 Sitio Sdo Jodo




36

Nirenberg)

Trichoderma afroharzianum (P. Chaverri, F.B. URM 7895 Sitio S&o Jodo
Rocha, Degenkolb & Druzhin)

Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8254 Sitio Sdo Jodo
Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8255 Sitio S&o Jodo
Trichoderma atroviride (P. Karst.) URM 8256 Sitio S&o Jodo
Trichoderma brevicompactum (G.F. Kraus, C.P. URM 7900 Sitio Nova Canad
Kubicek & W. Gams)

Trichoderma breve (K. Chen & W.Y. Zhuang) URM 7899 Sitio Sdo Jodo
Trichoderma asperelloides (Samuels) URM7898 UFPE
Trichoderma brevicompactum (G.F. Kraus, C.P. URM 7901 Sitio Nova Canad
Kubicek & W. Gams)

Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf. & URM7902 Sitio Sdo Jodo

Fonte: A autora.

3.2 PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. CONTRA Callosobruchus

maculatus, Aphis craccivora e Nasutitermes corniger.

3.2.1 Coleta e manutencéo dos insetos

Os insetos adultos de Callosobruchus maculatus foram obtidos de uma criagdo pré-

existente no Laboratorio de Controle Bioldgico do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

Os insetos adultos foram mantidos em potes de vidro, contendo sementes de feijdo-caupi sadias,

fechados com tampa rosqueada e protegidos com tecido fino do tipo “Voil” para permitir a

aeracgdo. Os insetos foram mantidos durante quatro dias nos recipientes para efetuarem a postura

dos ovos, em seguida, estes, foram retirados e os potes armazenados até a emergéncia dos

adultos (figura 4). Tal procedimento foi realizado por sucessivas geracdes, a fim de assegurar

a quantidade de insetos necessaria para a execu¢do dos testes de patogenicidade.



37

Figura 4- Manutencdo da criacdo de C. maculatus. A) Sementes sadias de Feijao-
caupi antes da incorporacdo dos insetos. B) Transferéncia adultos para efetuarem a
postura dos ovos. C) Emergéncia de insetos adultos.

Fonte: A autora.

Os pulgdes, A. craccivora, foram coletados a partir de infestacGes naturais em feijéo-
caupi no campo. Para criagdo em massa desse afideo, adultos e ninfas jovens foram transferidos
para plantas saudaveis de feijdo-caupi existentes na casa de vegetacdo do IPA (Figura 5).
Apenas individuos adultos foram utilizados nos testes de patogenicidade.

Figura 5- Criacdo de A. craccivora em casa de vegetacdo. A) Plantas saudaveis
de Feijao-caupi mantidas em casa de vegetacdo. B) Ninfas de Aphis craccivora
infestando vaaens de feiido-caupi.

ante: A autora.
Soldados e operarios de N. corniger foram coletados em arvores do campus da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em Recife-PE. Pincas, pincéis e placas de Petri
esterilizadas foram utilizadas nas coletas, sendo estas realizadas no dia de cada bioensaio. Os
cupins foram levados para o laboratorio de Fungos Fitopatogénicos da UFPE e acondicionados

no escuro até 0 momento da realizagdo dos bioensaios.

3.2.2 Teste de patogenicidade
Os quinze isolados foram distribuidos em dois bioensaios: o primeiro com nove

tratamentos (8 fungos + controle) e o segundo com oito tratamentos (7 fungos + controle). O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas subdivididas
no tempo (dias de sobrevivéncia), sendo os isolados dispostos nas parcelas e os dias de
avaliacdo nas subparcelas, com trés repeticdes. Em cada uma das repeticdes foram utilizados
20 insetos, totalizando 60 insetos/tratamento. Cada bioensaio foi repetido trés vezes.

Os fungos foram mantidos em tubos de ensaio contendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA) e ap6s oito dias de crescimento foi obtida uma suspensdo de 1x10’conidios/mL em agua
destilada esterilizada + Tween 80% (0,01%). O controle foi composto por agua destilada
esterilizada + tween 80% (0,01%). A inoculacdo foi efetuada por aspersdo de conidios dos
isolados fungicos com o auxilio de um pulverizador manual, utilizando 1 mL da suspencéo para
C. maculatus e N. corniger e 700ul para o A. craccivora. A pulverizagéo sobre os diferentes
grupos de insetos ocorreu, separadamente, em placas de Petri de vidro e em momentos distintos
(JESSICA et al., 2019).

Apos a pulverizagdo, os insetos foram transferidos para outras placas de Petri contendo
papel filtro umidificado com 1 ml de 4gua destilada e uma fonte alimentar. Para os cupins foram
adicionados fragmentos de papel madeira para serem usados por estes insetos como fonte de
alimento e refugio. Para os pulgdes foram fornecidos como fonte nutricional folhas de feijao-
caupi recém colhidas e que eram trocadas diariamente e para o caruncho, sementes de feijédo-
caupi. Em seguida, as placas de Petri foram seladas com filme plastico para evitar a fuga dos
insetos.

As andlises das mortalidades do pulgéo e do cupim foram realizadas diariamente durante
cinco dias ap0s a exposicdo dos insetos a suspensao de conidios. Entretanto, para o caruncho a
mortalidade dos insetos foi registrada nos dias 1,3,5,7,9,11,13,15 ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Os insetos mortos foram submetidos a um processo de desinfestacdo em &lcool
70%, hipoclorito de sédio 2% e agua destilada esterilizada e, na sequéncia, foram transferidos
para placas de Petri contendo papel filtro previamente umidificado com agua destilada
esterilizada. As placas foram incubadas em BOD 28 + 2°C para a confirmacao da mortalidade
pelo patdgeno. As estruturas fangicas dos isolados avaliados foram analisadas por meio de
preparacdo microscopica de laminas com o intuito de confirmar suas identidades.

A viabilidade dos conidios foi avaliada por meio do plagueamento de 40uL das
suspensdes de conidios em placas de Petri contendo BDA, sendo estas incubadas em BOD
(26£1°C) por 14 horas. No primeiro bioensaio, 0 delineamento foi inteiramente casualizado
com oito tratamentos e no segundo com sete tratamentos, com trés repeticdes. O percentual de

germinacao foi verificado contando-se 200 conidios (entre germinados e ndo germinados) por
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placa 14 horas ap6s a semeadura, utilizando a formula (G=nx100/200), onde G ¢ o percentual
de conidios germinados (ALVES, 1998).

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos de mortalidade acumulada dos trés insetos estudados foram submetidos
a analise de covariancia (ANCOVA). Foi realizada uma Analise de Desvio (ANODEV) do
modelo, que é uma generalizacdo da analise da variancia para os Modelos Lineares
Generalizados (GLM), com distribuicdo binomial dos erros e funcéo de ligagédo logit. Quando
a analise demonstrou efeito significativo ao tratamento, as médias foram comparadas usando a
andlise de contraste para verificar as distin¢Ges entre os isolados. Os graficos foram construidos
com intervalo de confianca 95%. A analise dos dados e a construcdo dos graficos foram

realizadas no software estatistico R- Studio (R Core Team, 2019).

4 CONTROLE BIOLOGICO DE Callosobruchus maculatus e Aphis craccivora POR
ESPECIES DE Trichoderma

Resultados

Viabilidade de conidios (Taxa de Germinacéo %)

Com excecdo dos isolados de Trichoderma brevicompactum (URM 7900 e URM 7901)
gue apresentaram taxas de germinacao inferiores a 50%, os demais isolados exibiram taxas de
germinacao entre 90% e 97%. A espécie supracitada também apresentou crescimento micelial

lento e uma menor producdo de conidios comparada aos demais isolados.

Patogenicidade de isolados de Trichoderma spp. contra Callosobruchus maculatus e Aphis
craccivora

A maioria dos isolados de Trichoderma testados contra C. maculatus, no primeiro
bioensaio, apresentaram picos de mortalidade diéria confirmada no sétimo dia de avaliagao,
com destaque para isolados URM 7897 de T. asperellum (34,44%) e URM 8253 (34,44%) e
URM 8252 de T. atroviride (23,89%) (Tabela 1). Os demais isolados exibiram percentuais
diarios de mortalidade inferiores a 10%.

Os isolados URM 8256 e URM 7900 de T. atroviride e URM 7901 de T.
brevicompactum, testados no segundo bioensaio, ndo foram patogénicos ao caruncho, com

0,00% de mortalidade confirmada (Tabela 2). Para os demais isolados avaliados, o pico de
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mortalidade diaria ocorreu no quinto dia de avaliagdo, com destaque para URM 7902 de T.
asperellum e URM 7898 de T. asperelloides. Apesar do Gltimo isolado ter apresentado menor
percentual de mortalidade neste dia, este manteve-se com percentuais de mortalidade diaria
constantes até o nono dia. Em contrapartida, URM 7902 apresentou percentuais de mortalidade
decrescentes nos demais dias de avaliagéo. O isolado URM 8255 de T. atroviride e URM 7899
de T. breve apresentaram percentuais de mortalidade diaria confirmada inferiores a 20%. Na
figura 1 pode-se observar o crescimento micelial de T. asperelloides (URM 7898) e T.
asperellum (URM 7897) sobre os insetos mortos. No tratamento controle de ambos os

bioensaios, ndo foi observado sinal de colonizacédo fangica sobre os cadaveres dos coledpteros.

Figura 1- Mortalidade confirmada de Callosobruchus maculatus por espécies
de Trichoderma (15X). Crescimento micelial de T. asperelloides (A) e T.
asperellum (B e C) sobre os insetos mortos.

-

Fonte: A autora.
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Tabela 1. Mortalidade Diaria Confirmada (porcentagem média * desvio padrdo DP) de Callosobruchus maculatus durante quinze dias de avaliagdo ap0s a pulverizagdo das
suspensdes de 1 x 107 conidios / mL™ dos isolados de Trichoderma spp.

Bioensaio 01
Tratamentos 1° Dia 3° Dia 5° Dia 7° Dia 9° Dia 11° Dia 13° Dia 15° Dia
Controle 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0.00 £0.00
T.longibrachiatum 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 1,67+ 1,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
(URM7903)
T. asperellum 0,00 £ 0,00 0,00+£0,00 16,11 +950 34,44+16,04 15,00+4,58 0,00+0,00 444 + 252 5,00 + 2,65
(URM 7897)
T. afroharzianum 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 6,67+ 400 5,56+2,89 0,00 £ 0,00 1,67 + 1,00 0,00 £ 0,00
(URM7896)
T. atroviride 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,11 + 0,58 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,33+ 1,73 0,00 £ 0,00
(URM 8251)
T. atroviride 0,00 £ 0,00 0,00+£0,00 1167+x656 2389+7,09 944+ 153 0,00 £ 0,00 5,00 + 2,65 444 + 252
(URM 8252)
T. atroviride 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 6,11+321 3444+153 2,22+ 0,58 0,00 £ 0,00 0,56 + 0,58 2,78+ 1,53
(URM 8253)
T. afroharzianum 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 5,56 + 3,51 6,67 £ 3,61 6,11 + 3,21 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 444 + 252
(URM 7895)
T. atroviride 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 444 +3,79 5,00 + 3,61 3,89 + 2,08 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,67 + 1,00
(URM 8254)

Fonte: A autora.
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Tabela 2. Mortalidade Diaria Confirmada (porcentagem média + desvio padrdo DP) de Callosobruchus maculatus durante quinze dias de avaliacdo apos a aplicacdo das
suspensdes de 1 x 107 conidios / mL™ dos isolados de Trichoderma spp.

Bioensaio 02
Tratamentos 1° Dia 3°Dia 5° Dia 7° Dia 9° Dia 11° Dia 13° Dia 15° Dia

Controle 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

T. atroviride 0,00 + 0,00 222+231 167+1,73 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00+0,00 12,78+0,58
(URM 8255)

T. atroviride 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM 8256)

T.brevicompactum 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM 7900)

T. breve 0,00 + 0,00 167+ 1,73 0,00 + 0,00 5,00 + 2,65 1,11 + 0,58 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM 7899)

T. asperelloides 0,00 + 0,00 0,00+0,00 28,06+029 2500+361 21,67+12,12 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM7898)

T.brevicompactum 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM 7901)

T. asperellum 0,00 + 0,00 0,00+0,00 3528+202 1167+1,00 9,44+ 513 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(URM7902)

Fonte: A autora.
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Os percentuais de mortalidade acumulada confirmada de C. maculatus causada pelos
isolados URM 7903 de T. longibrachiatum e URM 8251 de T. atroviride ndo diferiram
estatisticamente do controle durante todos os dias de avaliacdo no primeiro bioensaio (Figura
2A). O mesmo foi observado para URM 7896 e URM 7895 de T. afroharzianum e URM 8254
de T. atroviride, no entanto, a partir do quinto dia tais isolados diferiram do controle, mas néo
diferiram entre si, e 0s percentuais de mortalidade ndo ultrapassaram 25%. Em contrapartida,
os isolados URM 8252 e URM 8253 de T. atroviride e URM 7897 de T. asperellum diferiram
desde o principio dos isolados supracitados, sem, no entanto, diferirem entre si até o quinto dia
quando o isolado URM 7897 se destacou e causou a morte de mais de 80% dos insetos até o
décimo quinto dia. Os outros dois isolados (URM 8252 e URM 8253) permaneceram sem
diferir entre si e alcancaram percentuais superiores a 50% até o ultimo dia de avaliacao.

O segundo bioensaio (Figura 2B) ficou caracterizado pelo reduzido ou pela auséncia de
patogenicidade dos isolados contra o caruncho, com exce¢do dos isolados URM 7898 de T.
asperelloides e URM 7902 de T. asperellum que até o sexto dia ndo diferiram entre si e exibiram
a capacidade de causar a morte de 80% e 60%, respectivamente, dos insetos até o décimo quinto
dia. Os outros dois isolados (URM 8255 de T. atroviride e URM 7899 de T. breve) ndo diferiram
entre si e apresentaram percentuais de mortalidade inferiores a 20%.

Visto que os maiores percentuais de mortalidade foram obtidos utilizando os isolados
URM 7897 de T. asperellum e URM 7898 T. asperelloides contra C. maculatus, estas espécies
foram selecionadas para testes futuros contra outros estagios de vida deste inseto.

Os isolados de Trichoderma também foram testados contra A. craccivora, sendo
observada uma alta taxa de mortalidade diria confirmada deste inseto causada por URM 7897
de T. asperellum (66,67%), URM 8251 (64,44%) e URM 8253 (57,78%) de T. atroviride no
segundo dia de avaliacdo. Os demais isolados exibiram percentuais diarios de mortalidade
abaixo de 40% (Tabela 3).

Os isolados de Trichoderma néo diferiram entre si quanto aos percentuais de mortalidade
acumulada confirmada de A. craccivora no primeiro dia de avaliacdo, exceto para URM 7903
de T. longibrachiatum que causou baixos percentuais de mortalidade até o quinto dia (Figura
3). Entretanto, a partir do segundo dia os isolados URM 7897 de T. asperellum e URM 8251
de T. atroviride destacam-se com percentuais de 88,34% e 82,78% no quinto dia,

respectivamente.
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Figura 2- Percentual de mortalidade acumulada confirmada de Callosobruchus maculatus durante quinze dias apds exposicdo aos

isolados de Trichoderma na concentragio 1x107 conidios / mL™. A) Bioensaio 1: —— T. longibrachiatum, —— T. asperellum,
—— T. afroharzianum, T. atroviride — T. atroviride T. atroviride —— T. afroharzianum —— T. atroviride.
B) Bioensaio 2: —— T. atroviride —— T. breve T. asperellum —— T. asperelloides.
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ANODEV (P < 0.001). As bandas coloridas indicam as intera¢des entre 0s isolados e, quando sobrepostas, atestam a similaridade entre
eles. Fonte: A autora.



Tabela 3. Mortalidade diaria confirmada (Porcentagem média + Desvio padrdo DP) de Aphis craccivora durante cinco dias de avaliagio apds a pulverizagdo das suspensdes de 1 x 107 conidios

/ mL* dos isolados de Trichoderma spp.

Bioensaio 1
Tratamentos 1° Dia 2° Dia 3°Dia 4° Dia 5° Dia

Controle 0.00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

T. longibrachiatum 0,00 £ 0,00 3,89+ 2,08 4,44 + 2,52 1,11+ 1,15 1,11 £ 0,58
(URM7903)

T. asperellum 2,22 +2,31 66,67 = 10,00 11,67+4,00 5,00 £2,65 2,78 £ 2,89
(URM 7897)

T. afroharzianum 1,11+ 1,15 35,28 + 15,00 20,00 + 10,54 8,89 +6,11 1,11+ 1,15
(URM7896)

T. atroviride 2,78 + 2,89 64,44 + 8,62 10,56 + 6,03 5,00 +£2,65 0,00 + 0,00
(URM 8251)

T. atroviride 0,00 + 0,00 28,33 + 10,54 28,33+1,73 16,11 + 9,50 0,00 + 0,00
(URM 8252)

T. atroviride 0,56 +0,58 57,78 + 8,50 5,56 + 3,06 5,00 + 3,00 0,00 + 0,00
(URM 8253)

T. afroharzianum (URM 0,00 £ 0,00 34,44 + 6,81 14,44 + 8,50 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

7895)

T. atroviride 1,67+ 1,73 20,56 + 6,03 16,67 + 6,00 4,44 + 3,06 2,78 £ 2,89

(URM 8254)

Fonte: A autora.
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O isolado URM 8253 de T. atroviride diferiu de todos os isolados no segundo dia,
entretanto nos demais dias (3°, 4° e 5°) demonstrou um decréscimo no percentual diario de
mortalidade e, dessa forma, ao final da avaliagdo seu percentual de mortalidade acumulada
néo diferiu dos isolados URM 7896 de T. afroharzianum e URM 8252 de T. atroviride, que
mantiveram seus percentuais diarios de mortalidade constantes ao longo dos dias. No quinto
dia, estes dois isolados apresentaram taxas de mortalidade acumulada confirmada entre 70%
e 80%. O isolado URM 8254 de T. atroviride e URM 7895 de T. afroharzianum diferiram dos
demais a partir do terceiro dia, porém ndo diferiram entre si, exibindo percentuais de
mortalidade acima de 40%. No tratamento controle ndo foi observado sinal de colonizagédo
fangica sobre sobre insetos mortos.

O crescimento micelial de T. asperellum (URM 7897) e T. atroviride (URM 8251)
sobre os afideos mortos pode ser observado na figura 4. Tais isolados apresentaram os maiores
percentuais de mortalidade contra A. craccivora em testes in vitro, desta forma estas espécies

foram selecionadas para testes posteriores em casa de vegetacao contra este afideo.

Figura 3- Percentual de mortalidade acumulada confirmada de Aphis craccivora durante cinco dias apds exposicao

aos isolados de Trichoderma na concentragdo 1x107 conidios / mLt. —— T. longibrachiatum, —— T.
asperellum, —— T. afroharzianum, T. atroviride — T. atroviride T. atroviride —— T.
afroharzianum —— T. atroviride.
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ANODEV (P < 0.001). As bandas coloridas indicam as interacGes entre os isolados e, quando sobrepostas, atestam a
similaridade entre eles. Fonte: A autora.
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Figura 4- Mortalidade confirmada de Aphis craccivora por espécies de Trichoderma (15X).
Crescimento micelial de T. asperellum (A) e T. atroviride (B) sobre 0s insetos mortos.

Fonte: A autora.

Discussdo

A ocorréncia de infeccOes naturais ocasionadas por Trichoderma contra
A. craccivora em plantacdes de feijdo-caupi no Egito foi previamente relatada
por Ibrahim et al. (2011). Outros estudos disponiveis na literatura atestam
sobre o potencial deste género no controle de afideos como: o pulgdo-verde
Schizaphis graminum Rondani (Hemiptera: Aphididae) (GANASSI et al., 2001), pulgdo do
algodoeiro Aphis Gossypii Glover (Hemiptera: aphididae) (MONA et al., 2016) e pulgdo-
roxo-da-roseira Macrosiphum rosae Linnaeus (Hemiptera: Aphididae) (BEGUM et al., 2018).
Entretanto, nenhum estudo foi encontrado sobre a acdo destes fungos contra C. maculatus
sendo assim, o presente trabalho apresenta-se como primeiro relato sobre a patogenicidade de
Trichoderma contra este inseto.

Os resultados apresentados indicam que trés isolados testados de
Trichoderma ndo foram patogénicos aos adultos de C. maculatus. A
patogenicidade fungica é um processo bastante complexo e que depende tanto
das particularidades do patdogeno quanto do hospedeiro. Assim, a ndo
patogenicidade  demonstrada  pelos isolados  analisados  deve-se,
provavelmente, a especificidade exibida por algumas espécies de patdgenos.
Tal caracteristica pode ser considerada como uma das vantagens do
biocontrole em relacdo ao uso de quimicos, uma vez que a utilizacdo desses

fungos em campo minimiza a probabilidade de organismos ndo-alvos
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(parasitoides, predadores, polinizadores e etc) serem afetados, ocasionando
novas alteracdes e desequilibrios no ecossistema (ALVES, 1998).

Dentre os quinze isolados analisados cinco apresentaram percentuais
satisfatorios de mortalidade de C. maculatus. Em contrapartida, apenas um
(URM 7903) dos oito isolados testados contra o A. craccivora ndo apresentou
bons valores de mortalidade.

A elevada esclerotinizacdo do exoesqueleto destes insetos contribuiu
para baixa patogenicidade de alguns fungos testados contra o caruncho, pois
dificulta o processo de infeccdo por estes isolados. Corroborando com o0s
resultados encontrados no presente estudo, Todorova et al. (2000) relatou uma
maior susceptibilidade do afideo-verde [Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae),] em relacdo aos coledpteros [Leptinotarsa decemlineata say
(Coleoptera: Chrysomelidae)] e Coleomegilla maculata lengi Timb
(Coleoptera: Coccinellidae), este ultimo que é predador natural dos dois
primeiros insetos-pragas, frente a isolados de Beauveria bassiana.

Gindin et al. (2009) demonstraram que as larvas de Alphitobius
diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae) foram mais suscetiveis aos
isolados de Metarhizium anisopliae e B. bassiana que os adultos deste mesmo
inseto. Segundo os autores, com as mudancas ocorridas durante as fases do
ciclo de vida e, por consequéncia, o aumento da esclerotinizacdo da cuticula
do inseto, a patogenicidade dos isolados decrescia, ratificando que organismos
que possuem a cuticula mais esclerotinizada apresentam uma barreira fisica
mais dificil de ser ultrapassada pelo fungo, o que dificulta o processo de
infeccao e desenvolvimento da doenca.

Apesar de ndo terem avaliado a acdo dos fungos sobre os insetos adultos,
diferindo da metodologia aqui aplicada, Rodriguez-Gonzalez et al. (2017)
demonstram a acdo ovicida das espécies T. longibrachiatum, T. hazianum, T.
atroviride e T. citrinoviride e o seu potencial no bicontrole de Xylotrechus
arvicola Olivier (Coleoptera: Cerambycidae) e Acanthoscelides obtectus Say
(Coleoptera: Chrisomelidae: Bruchinae). Os autores relataram que T.
harzianum foi a espécie mais patogénica, demonstrando a capacidade de inibir
em até 96,7% e 85% o desenvolvimento dos ovos de X. arvicola e de A.
obtectus, respectivamente. Outra espécie que demonstrou bons resultados foi

T. atroviride eliminando 74, 2% dosovos de A. obtectus e 81,7% X. arvicola. No mais,
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a espécie T. longibrachiatum (URM 7903) que exibiu baixos percentuais de
mortalidade contra os adultos de C. maculatus e A. craccivora no atual
trabalho, também demonstrou desempenho inferior contra X. arvicola e A.
obtectus (50%) em comparagdo com as demais espécies testadas pelos autores.

Por outro lado, segundo Ghosh e Pal. (2015), T. longibrachiatum demonstou-se eficaz
no controle de Leucinodes orbonalis Guen (Lepidoptera: Pyralidae) in vitro e em campo. De
acordo com os autores, a aplicacdo do biopesticida nas plantacdes de beringela garantiu uma
produtividade 56,02% maior da cultura quando comparada com a area controle. A area tratada
com o fungo demonstrou resultados similares a da regido onde se utilizou o pesticida malatio,
mostrando que o uso deste agroquimico pode ser substituido pela formulacéo produzida pelos
autores para controlar a populacdo deste inseto-praga nesta cultura. Em um estudo posterior,
Anwar et al. (2016) demonstraram a acdo desta mesma espécie contra a ninfa e o adulto de
Bemisia Tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae). Os autores relataram que 0 aumento na
mortalidade, em especial das ninfas, foi diretamente proporcional ao aumento do tempo apds
a exposicdo ao fungo e concentracdo de esporos aplicada.

O desempenho de T. asperelloides como promotor de crescimento foi relatada por
Chagas et al. (2016) utilizando feijdo-caupi. Segundo os autores um dos isolados testados
apresentou elevada capacidade de solubilizar o fosfato e produzir acido indolacético (AlA),
uma auxina responsavel pelo crescimento vegetal. Além disso, em analises realizadas em casa
de vegetacdo, as sementes tratadas com esta espécie apresentaram plantas com maiores
percentuais de altura, matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz e matéria seca total
apos 35 dias do plantio e maior quantidade de nds apos 45 dias. Posteriormente, resultados
similares foram observados por Mendes et al. (2020) demonstraram, o potencial desta espécie
na solubilizacdo do fosfato no e crescimento vegetal. Em adi¢do, os pesquisadores
demonstraram que acdo conjunta entre um dos isolados de T. asperelloides e Bradyrhizobium
sp. (bactérias fixadoras de nitrogénio) melhorou significativamente o crescimento do feijao-
caupi, principalmente em termos de taxa de crescimento relativo, altura e peso seco de
brotacdes, raizes e nddulos. Isolados desta espécie fungica também demonstraram elevado
potencial antagonista contra isolados de Sclerotinia sclerotiorum mostrando capacidade de
controlar o mofo branco na cultura da soja em condic¢des de campo (SUMIDA et al., 2018).
No entanto, até 0 momento, nenhum estudo foi observado sobre a atuacdo desta espécie no
controle de insetos.

Em contrapartida, o potencial larvicida in vitro de T. asperellum foi previamente

relatado por Podder e Ghosh (2019) contra 0 mosquito vetor da malaria, Anopheles. Neste
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estudo, tanto a acdo do extrato metandlico bruto quanto fracionado, do melhor isolado
previamente selecionado, foram avaliados contra a larva do inseto. Segundo os autores, a
analise cromatogréafica da fracdo MF8, do extrato fracionado, demonstrou a presenca de sete
compostos com notdria atividade inseticida, segundo dados de pesquisas presentes na
literatura. Além disso, 0s pesquisadores observaram a reducdo da atividade da enzima
fenoloxidase na cuticula e na hemolinfa das larvas, demonstrando a vulnerabilidade destes
individuos a infecgdes por microoganismos. Bem como T. asperelloides, a atividade
antifungica de T. asperellum foi anteriormente relatada por Ajayi e Oyedele (2016) contra
Colletotrichum lindemuthianum, agente causador da antracnose no feijdo-caupi. Segundo 0s
autores, T. asperellum foi capaz de inibir em até 94,06% o crescimento do patdgeno in vitro
e em campo reduziu tanto incidéncia quanto a severidade da doenca.

Dada a elevada aplicabilidade do género Trichoderma na agricultura, o biocontrole de
insetos-praga apresenta-se como mais uma das inimeras funcdes exercidas por este fungo no
agroecossistema. Grande parte dos isolados utilizados no atual estudo exibiram potencial para
serem testados em campo contra A. cracciovora, visto que elevados percentuais de
mortalidade foram observados. Entretando, os isolados URM 7897 (T. asperellum) e URM
8251 (T. atroviride) destacaram-se como 0S mais promissores para testes
posteriores. Assim como para o pulgdo, o isolado URM 7897 (T. asperellum) se
mostrou eficiente contra C. maculatus. Além disso, também tiveram notoriedade os isolados
URM 8252 e URM 8253 de T. atroviride, URM 7898 de T. asperelloides e URM
7902 de T. asperellum. Estudos futuros tornam-se necessarios visando a
compreensdo dos mecanismos de agdo destes fungos contra os insetos, bem

como a seguranca do uso deste género no controle destes organismos.

5 ENTOMOPATOGENICIDADE DE Trichoderma spp. CONTRA Nasutitermes
corniger MOTSCHULSKY (BLATTODEA: TERMITIDAE)

Resultados

Patogenicidade de isolados de Trichoderma spp. contra Nasutitermes corniger

Os conidios das espécies utilizadas nos testes de patogenicidade contra
N. corniger permaneceram viaveis, exibindo taxas de germinacdo superiores
a 90%, com excecdo dos isolados URM 7900 e URM 7901 de T.

brevicompactum que apresentaram percentuais de germinacdo abaixo de 50%.
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Para os testes de patogenicidade, no primeiro bioensaio foi observado
que ndo houve variacdo nos picos de mortalidade didria confirmada de N.
corniger causada pelos isolados de Trichoderma, com 0s maiores percentuais
de mortalidade ocorrendo no quarto dia de avaliacdo (Tabela 1). Destacaram-
se os isolados URM7895 e URM7896 de T. afroharzianum e URM 8253 de T.
atroviride que causaram 64,44%, 43,33% e 41,11% de mortalidade confirmada
dos cupins, respectivamente.

No segundo bioensaio, diferentes picos de mortalidade diaria confirmada
de N. corniger foram observados ao longo dos cinco dias de avaliacéo,
variando de acordo com os isolados testados (Tabela 1). O isolado URM 7899
de T. breve causou 20% de mortalidade confirmada dos cupins no 2° dia de
avaliacdo. Os isoladosURM 8256 de T. atroviride e URM 7898 de T. asperelloides
causaram 27,78% e 32,22% de mortalidade confirmada dos insetos no 3° dia,
respectivamente. Os demais isolados exibiram picos de mortalidade no 4° dia,
com destaque para URM 7902 de T. asperellum que causou 50% de mortalidade
confirmada de N. corniger. N&o foi observado desenvolvimento fungico sobre
0s insetos mortos no tratamento controle (0,0% de mortalidade confirmada).

A mortalidade confirmada acumulada causada pelos isolados de
Trichoderma contra N. corniger, durante os cinco dias de avaliacdo, esta
representada na figura 1.

No primeiro bioensaio (Figura 1A), a sobreposicdo de bandas indica que
do primeiro ao terceiro dia ndo houve diferenga significativa entre os isolados
qguanto aos percentuais de mortalidade acumulada confirmada. Entretanto, a
partir do quarto dia os isolados URM 7903 de T. longibrachiatum e URM 8254
de T.atroviride diferiram dos demais, sem, no entanto, diferirem entre si. Ambos
apresentaram percentuais de mortalidade inferiores a 60% no quinto dia de
avaliacdo. Os demais isolados apresentaram percentuais superiores a 70%, nao
diferindo entre si, com URM 7895 de Trichoderma afroharzianum causando 90%

de mortalidade dos cupins.
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Tabela 1. Mortalidade diaria Confirmada (porcentagem media + Desvio Padrdo DP) de N. corniger durante
cinco dias de avaliacdo ap6s aplicagdo da suspensdo de 1 x 107 conidia/mL* de Trichoderma spp.

Bioensaio 1
Tratamentos 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Controle 0,00£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
T.longibrachiatum 1,11+ 0,58 5,56 + 0,58 89+6,81 33,33+11,79 10,56+ 3,06
(URM7903)
T. asperellum 500+4,36 7,78 +5,69 15,0+8,19 37,78 +10,97 2,22+231
(URM 7897)
T. afroharzianum 0,00+ 0,00 7,78+058 14,4+13,32 43,33+10,82 11,11 +9,07
(URM7896)
T. atroviride 333+1,73 1056+153 17,2+3,06 26,67+4,36 8,33+557
(URM 8251)
T. atroviride 0,00+£0,00 4,44+153 19,4+850 38,33+21,63 6,67 +4,00
(URM 8252)
T. atroviride 1,67+100 8,89+153 11,1+4,16 41,11 +10,69 6,67 +6,93
(URM 8253)
T. afroharzianum 3,33+0,00 1,67+1,00 8,9+321 64,44 +416 6,67 +4,58
(URM 7895)
T. atroviride 222+231 889+5,13 10,6 +3,06 2556+7,02 3,80+4,04
(URM 8254)
Bioensaio 2
1° Dia 2° Dia 3° Dia 4% Dia 5° Dia
Controle 0,00£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
T. atroviride 3,33+1,00 16,11+4,04 1889+252 2278+6,43 8,89+6,81
(URM 8255)
T. atroviride 778+252 1722+153 27,78+153 1944+814 6,11+252
(URM 8256)
T.brevicompactum 556+2,08 444+208 944+351 1556+7,64 8,33+1,00
(URM 7900)
T. breve 1556+8,08 20,00+3,61 1556+757 13,89+569 2,78+ 2,08
(URM 7899)
T. asperelloides 1222+6,35 1500+721 32,22+10,12 17,22+8,14 8,33+6,24
(URM7898)
T.brevicompactum 14,44+513 5,00+£2,00 11,11+6,03 1056+252 3,33+3,46

(URM 7901)
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T.asperellum  10,00+520 9,44+808 19,44+643 50,00+19,00 6,11 4,04
(URM 7902)

Fonte: A autora.

No segundo bioensaio (Figura 1B), URM 7899 de T.breve destacou-se
inicialmente apresentando o maior percentual de mortalidade acumulada
confirmada. No segundo dia os isolados apresentaram comportamento similar,
ndo diferindo significativamente entre si. Em contrapartida, a partir do
terceiro dia os isolados URM 7900 e URM 7901 de T. brevicompactum
apresentaram elevada dissimilaridade em relacdo aos demais isolados, com
percentuais de mortalidade menores que 50% até o quinto dia de avaliacao.
Os demais isolados permaneceram com niveis de patogenicidade semelhantes
até o quarto dia quando o isolado URM 7902 de T. asperellum destacou-se,
ocasionando percentual de mortalidade acima de 90% no Gltimo dia de
avaliacdo. O crescimento micelial de T. afroharzianum e T. asperellum pode ser
observado sobre os insetos na Figura 2.

O isolado URM 7895 de T. afroharzianum e URM 7902 de T. asperellum foram

selecionados como promissores no controle biolégico de N. corniger.
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Figura 1- Mortalidade Confirmada acumulada (%) of N. corniger durante cinco dias apds aplicacdo de diferentes

isolados de Trichoderma spp na concentragdo 1 x 107 conidia/mL*. A) Bioensaio 1: — T. longibrachiatum —
T. asperellum — T. afroharzianum ——T. atroviride —— T. atroviride T. atroviride —— T. afroharzianum
—T. atroviride B) Bioensaio 2: —— T. atroviride T. atroviridle — T. brevicompactum . T. breve
—— T. asperelloides T. brevicompactum — T. asperellum.
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ANODEV P < 0.001. As bandas coloridas indicam as interagdes entre os isolados e, quando sobrepostas, atestam a
similaridade entre eles. Fonte: A autora.
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Figura 2- Mortalidade Confirmada de Nasutitermes corniger por espécies de
Trichoderma (15X). Crescimento micelial de T. afroharzianum (A e B) e T. asperellum
(C) sobre os insetos mortos.

Fonte: A autora.

Discussao

Fungos entomopatogénicos constituem um grande grupo de mais de
750 espécies que possuem a capacidade de parasitar insetos. Dentre 0s
fungos destacam-se 0s géneros Beauveria, Metarhizium, Akanthomyces
(=Lecanicillium), Cordyceps (=lsaria= Paecilomyces) Verticillium,
Hirsutella, Nomuraea, Entomophthora, Aschersonia (FARIA; WRAIGHT,
2007) e, de forma menos expressiva, Trichoderma (GANASSI et al., 2001).
Neste estudo a entomopatogenicidade de Trichoderma spp foi demonstrada por meio

do seu efeito letal contra N. corniger. O potencial entomopatogénico de T. harzianum
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contra organismos da ordem Blattodea foi relatado por Abdul-Wahid e Elbanna (2012).
Estes autores observaram que o método de pulverizacdo foi mais eficaz do que a
introducdo de T. harzianum na dieta de baratas (Periplaneta americana).

Os maiores percentuais de mortalidade de N. corniger foram causados por T.
afroharzianum (URM7896 e URM 7895), T. asperellum (URM7902) e T. asperelloides
(URM7898), respectivamente. Entretanto percentuais inferiores de mortalidade foram
observados quando URM 7897 de T. asperellum foi testado contra este inseto. As
diferencas de mortalidade confirmada demonstraram variagdes
interespecificas e intraespecificas. Isolados de T. harzianum testados contra as larvas e as
ninfas de Schizaphis graminum Rondani (Homoptera: Aphididae) causaram percentuais
de mortalidade que variaram conforme isolado e fase do inseto estudada (GANASSI et
al., 2001). Um dos isolados apresentou elevada viruléncia contra ambos os estagios de
desenvolvimento, matando-os na primeira hora de avaliagdo, em contrapartida, o outro
isolado exibiu patogenicidade contra as larvas a partir da terceira hora apds a exposi¢ao
ao fungo e ndo foi patogénico contra as ninfas. A variacdo na patogenicidade de isolados
fangicos esta relacionada a sua viruléncia, a especificidade e a tolerancia do hospedeiro,
consequéncia da variabilidade genética de cada isolado (ALVES, 1998).

Os menores percentuais de mortalidade confirmada contra N. corniger foram
causados por T. longibrachiatum (URM7903), T. atroviride (URM 8254) e T.
brevicompactum (URM 7900 e URM 7901). Em relacdo aos dois ultimos isolados tal
resultado pode estar relacionado ao retardo na germinagédo dos conidios. Sabe-se que esta
caracteristica é importante no processo de infecgdo dos patdégenos nos insetos, uma vez
que inicia-se por meio da germinagdo dos esporos sobre a superficie destes artropodes
(ALVES et al.,1986). Testes realizados por Yeo et al. (2003) demonstraram que o isolado
de Verticillium lecanii (= Akanthomyces lecanii) que apresentou maior viruléncia contra
Aphis fabae Scopoli, (Hemiptera, Aphididae) e Myzus persicae Sulzer (Homoptera:
Aphididae) foi o mesmo que apresentou a maior taxa de germinagdo in vitro,
demonstrando que a velocidade na germinacéo pode influenciar na acdo do fungo contra
0 inseto.

Avaliando o potencial ovicida de algumas espécies de Trichoderma (T. harzianum,
T. atroviride, T. citrinoviride e T. longibrachiatum) contra X. arvicola e A. obtectus,
Rodriguez-Gonzalez et al. (2017) relataram que T. longibrachiatum causou os menores
percentuais de mortalidade (aproximadamente de 50%) contra 0s ovos de ambos 0S

coleopteras, com resultados similares aos encontrados no atual trabalho. Em
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contrapartida, T. harzianum inibiu 96,7% e 85% dos ovos de A. obtectu e X. arvicola,
respectivamente, enquanto T. atroviride ocasionou percentuais ovicidas de 74,2% contra
0 primeiro inseto e 81,7% contra o segundo. O mesmo foi observado no presente trabalho
em que a maioria dos isolados de T. atroviride causou mortalidade com percentuais acima
de 60% sendo estes valores inferiores ao demonstrado por outras espécies.

Contrapondo os resultados aqui encontrados, excelentes resultados foram obtidos
em laboratdrio e em campo por Ghosh e Pal (2015) utilizando T. longibrachiatum no
controle de Leucinodes orbonalis Guen (Lepidoptera: Pyralidae). Segundo os autores, o
biocontrole in vivo deste inseto realizado por este entomopatégeno foi tdo eficaz quanto
o controle quimico utilizando o malatido, que é comumente empregado na cultura da
berinjela contra este lepidoptera.

Este estudo faz o primeiro relato sobre a entomopatogenicidade de T.
afroharzianum e de T. asperelloides. No entanto, alguns estudos demonstram a
capacidade de T. afroharzianum (anteriormente T. harzianum) de fazer associagdes
simbioticas com as raizes das plantas, contribuindo com o aumento da produtividade em
algumas culturas. Além disso, algumas pesquisas também mostraram o potencial desta
espécie na promoc¢do de crescimento e na indugdo de resisténcia vegetal (HARMAN;
UPHOFF, 2019; HARMAN, 2019). Assim como a espécie anterior, T. asperelloides
também foi previamente mencionada como promotora de crescimento de mudas da
espécie florestal Jacaranda micranta (AMARAL et al., 2017). Ademais, Santos et al.
(2019) demonstraram o potencial de T. atroviride e T. asperellum no controle de
fitopatogenos in vitro e diminuicdo na incidéncia de diversas doencas que acometem
culturas florestais (Eucalipto, Pinus, Seringueira entre outras) de grande importancia
econdmica para o Brasil e outros paises.

A entomopatogenicidade de T. asperellum foi previamente relatada contra o
mosquito Anopheles, vetor da malaria (PODDER; GHOSH, 2019). Estes autores
realizaram varios testes, dentre eles a analise da atividade larvicida do extrato fungico
metandlico cru e fracionado contra as larvas de Anopheles. Ao determinarem a fracédo
com a maior atividade larvicida, a avaliacdo de seus compostos por meio de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) demonstrou a presenca de 49
compostos dos quais sete possuem atividade inseticida potente. Os autores também
relataram um decréscimo na atuacdo da fenoloxidase na hemolinfa e na cuticula do

mosquito. A diminuigdo desta enzima no sistema imune dos insetos permite uma maior
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susceptibilidade desses organismos as infecgdes fungicas, virais e bacterianas
(GONZALEZ-SANTOYO; CORDOBA-AGUILAR, 2012).

Os dados aqui apresentados juntamente com resultados relatados na literatura
demonstram que o uso de Trichoderma spp em campo pode trazer contribuigdes tanto
diretas (controle populacional dos insetos) quanto indiretas (associa¢fes beneficas com
as raizes dos vegetais, promocdo de crescimento, inducdo de crescimento e auxilio contra
fitopatdgenos) para o desenvolvimento das plantas. O potencial entomopatogénico
demonstrado por Trichoderma, em especial as espécies T. afroharzianum, T. atroviride,
T. asperellum, T. asperelloides e T. breve, analisadas no atual trabalho, atestam a favor
da possibilidade da substituicdo dos inseticidas organofosforados e piretrdides, que sdo
comumente utilizados no controle destes insetos, por alternativas com menor impacto
ambiental e mais seguras a saide humana. Ademais, mais estudos sdo necessarios para a

avaliacdo do comportamento destes fungos em campo.
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6 CONCLUSOES

A intensidade dos danos ocasionados po insetos-praga como C. maculatus, A.
craccivora e N. corniger pode ser elevada quando seus inimigos naturais ndo estdo
presentes na area de cultivo ou quando nenhum método de controle é utilizado. Na
avaliacdo da infectividade in vitro dos fungos, T. asperellum (URM 7897) comprovou
sua patogenicidade contra o caruncho e o pulgdo-preto, logo, este isolado foi selecionado
para testes futuros contra outros estagios de desenvolvimento do coledptero e em casa de
vegetacdo contra o afideo. Notéaveis percentuais de mortalidade também foram
observados por URM 7898 (T. asperelloides) contra o caruncho e URM 8251 (T.
atroviride) contra o pulgdo, desse modo tais isolados também foram selecionados para
testes posteriores contra estes insetos. No mais, em condi¢Oes laboratoriais, T.
afroharzianum (URM 7895) e T. asperellum (URM 7902) foram as espécies que
causaram maior mortalidade ao cupim, entretanto torna-se necessario a realizacdo estudos
adicionais para verificar a eficicia desses fungos em campo. Dessa forma, o emprego de
Trichoderma como fungos entomopatogénicos possibilita novas estratégias de controle

contra estes trés insetos.
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