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RESUMO

Nasutitermes corniger Motschulsky (Blattodae: Termitidae) € uma espécie de cupim arboricola
comum no Brasil, considerada uma das mais importantes deste género; destaca-se pelos
danos causados a edificagdes, arvores ornamentais e/ou de cultivos e ao patriménio historico.
Para controlar ou eliminar a presenca desses insetos, o controle quimico é o método mais
aplicado, causando contaminacéo e a degradacao do meio ambiente. O biocontrole por fungos
entomopatogénicos vem sendo aceito e estudado no Brasil como uma alternativa ao controle
guimico. O objetivo foi identificar os fungos da micobiota nativa isolados de Nasutitermes
corniger e selecionar aqueles com potencial entomopatogénico contra adultos deste inseto. A
identificacdo morfologica foi feita por técnicas de microcultivo e literatura especifica para cada
género, as analises moleculares foram feitas com regides de DNA indicadas para cada grupo:
os primers ITS1 e ITS4, TEF-EF1 e TEF-EF2 foram utilizados para cada género e combinados
com RPB1 e RPB2 para confirmagdo de um novo registro de Fusarium. Os isolados foram
testados contra o cupim arboricola com suspensdes de conidios a 1x107 por mL. Os valores
de mortalidade acumulada confirmada, ao quinto dia apds pulverizacdo dos fungos, foram
submetidos a analise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a
5%. As variaveis (isolado e tempo) foram submetidas a andlise de regresséo com (p < 0,05).
Seis dos isolados foram identificados como do Complexo de Espécies Fusarium fujikuroi
(FFSC) sendo trés F. sacchari, um F. verticilloides e um F. musae. Dois do género
Paecilomyces sendo identificados como P. formosus e trés isolados do género Purpureocillium
como P. sodanum. Foi observada uma nova espécie para o grupo Fusarium com registro para
N. corniger. Foi observada patogenicidade dos isolados contra o cupim que diferiram do
controle. O isolado F. sacchari (URM 8510) causou mortalidade confirmada acumulada de
38,33% e P. sodanum (URM 8532) causou 23,33%. Embora os isolados tenham capacidade
de causar doencgas no cupim, os valores de mortalidade observados revelam que néo tém
potencial para uso no biocontrole de N. corniger. Nas condicdes testadas, ndo obteve potencial

para o0 uso no biocontrole. Todavia, a micobiota é fonte de novos registros para a ciéncia.

Palavras-chave: Biocontrole; Complexo de espécies Fusarium fujikuroi; Fungos
entomopatogénicos; Paecilomyces; Purpureocillium.



ABSTRACT

Nasutitermes corniger Motschulsky (Blattodae: Termitidae) is a common arboreal termite
species in Brazil, considered one of the most important of this genus; it stands out because
of the damage it causes to buildings, ornamental trees or crops, and historic places.
Chemical control is the most applied method to control or eliminate the presence of these
insects, causing contamination and degradation of the environment. Biocontrol by
entomopathogenic fungi has been accepted and studied in Brazil as an alternative to
chemical control. The objective was to identify fungi from the native mycobiota isolated from
Nasutitermes corniger and to select those with entomopathogenic potential against adults
of this insect. Morphological identification was done by microcultivation techniques and
specific literature for each genus, molecular analyses were done with DNA regions indicated
for each group: primers ITS1 and ITS4 for the genus Purpureocillium and Paecilomyces
and also primers TEF-EF1 and TEF-EF2 for the genus Fusarium, combined with RPB1 and
RPB2 to confirm a new record for FFSC. The isolates were tested against arboreal termite
with conidia suspensions at 1x107 per mL. Confirmed cumulative mortality values at day 5
after spraying the fungi were subjected to Analysis of Variance (ANOVA) and means
compared by Tukey's 5% Test. The variables (isolate and time) were subjected to
regression analysis with (p < 0.05). Six of the isolates were identified as from the Fusarium
fujikuroi Species Complex (FFSC) being three as F. sccahari, one as F. verticillioides and
one as F. musae. Two of the genus Paecilomyces being identified as P. formosus and three
isolates of the genus Purpureocillium as P. sodanum. The taxonomic results revealed a new
species to the Fusarium group with a record in the termite species N. corniger. Pathogenicity
of the isolates against the termite was observed which differed from the control. The isolate
F. sacchari (URM 8510) caused the highest cumulative confirmed mortality rate (38.33%)
and the lowest rate was caused by the isolate P. sodanum (URM 8532) with 23.33%.
Although the isolates have the ability to cause termite diseases, the observed mortality

values reveal that they have no potential for use in biocontrol of N. corniger.

Keywords: Biocontrol; Entomopathogenic fungi; Fusarium fujikuroi species complex;

Paecilomyces; Purpureocillium.
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1 INTRODUCAO

Nasutitermes corniger Motschulsky (Blattodae: Termitidae) € uma espécie de
cupim arboricola comum no Brasil, considerada uma das mais importantes deste
género; destaca-se pelos danos causados a edificaces, arvores ornamentais e/ou de
cultivos e ao patriménio histérico (ALBUQUERQUE; MATIAS; OLIVEIRA; COUTO et
al., 2014). Na regido Nordeste do Brasil, N. corniger apresenta alta plasticidade
ecoldgica, caracteristica importante para uma espécie-praga (CONSTANTINO, 2002).

Para controlar ou eliminar a presenca desses insetos, o controle quimico € o
método mais aplicado, com produtos como Attamix 400P, Bioinset 800 SC e
Cypermaster® 250 CE; no entanto, a utilizacdo de produtos quimicos causa
contaminacdo e a degradacdo do meio ambiente (FREITAS; PORTO; MOREIRA;
PIVETTA et al., 2002). O uso de alternativas menos agressivas e eficientes, como o
biocontrole promovido por fungos entomopatogénicos, tem se difundido pelo meio
cientifico e sido amplamente estudado no Brasil (POTRICH M; ALVES LFA; HASS J;
SILVA ERL et al., 2009).

A natureza da associacdo fungo-inseto é diversa e complexa, envolvendo
aspectos por vezes pouco conhecidos de sua ecologia e evolucado, e sdo exibidos
multiplos espectros de padrdes de interacdo e de estratégias de vida associados
(VEGA; BLACKWELL, 2005b). Por conseguinte, o potencial do uso dos fungos no
controle de populacdes-praga de insetos requer acesso a padrdes ecoldgicos exibidos
tanto pelos agentes controladores quanto pelos animais (EMBRAPA, 2020).

Fungos entomofilos utilizam estratégias para a disperséo de seus propagulos,
podem ser predadores, parasitos com longa histéria co-evolutiva ou podem ainda viver
em associa¢cdes mutualisticas intricadas, sendo fungos e insetos beneficiados (VEGA,
BLACKWELL, 2005b). O estudo de fungos enddgenos (da micobiota) para o
biocontrole do inseto dos quais foram obtidos, pode selecionar novos isolados com
alto potencial de controle, de alta viabilidade e baixo custo, minimizando danos

causados por estes insetos.
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1.10BJETIVOS

1.1.1 Geral

O objetivo foi identificar os fungos da micobiota nativa isolados de Nasutitermes
corniger e selecionar aqueles com potencial entomopatogénico contra adultos deste

inseto.

1.1.2 Especificos

¢ Identificar fungos filamentosos isolados de N. corniger com potencial relevancia em
seu controle;

¢ Relatar a ocorréncia de novas espécies e de novos registros de fungos filamentosos
nessa espécie de cupim;

e Determinar a patogenicidade dos fungos isolados de N. corniger contra individuos

desse inseto e selecionar os mais eficientes no controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NASUTITERMES CORNIGER MOTSCHULSKY (BLATTODEA: TERMITIDAE)

Os cupins pertencem a ordem Blattodea, composta por insetos cosmopolitas,
com mais de 7.000 espécies modernas conhecidas no mundo, das quais 3000 sao
cupins e aproximadamente 4.640 sdo baratas — ambos possuem hébito noturno,
alimentacdo onivora e grande potencial reprodutivo (BECCALONI; EGGLETON,
2013; EVANS; IQBAL, 2015).

Cupins sao insetos eussociais terricolas e/ou arboricolas, de habito xiléfago em
sua maioria, 0 que 0s tornam notorios pelos prejuizos causados em madeira na
maioria das regides do Brasil. Destacam-se pelos danos em plantacdes, afetando
vasta gama de cultivos, tais como cana-de-acucar, arroz, milho, trigo, café e cacau
(ROULAND-LEFEVRE, 2010).

Os cupins séo facilmente encontrados em regides urbanas e rurais, podendo
ser vistos em arvores nas pracas ou em moéveis de madeira dentro das casas; sao
amplamente distribuidos, com taxa mais alta de aparecimento em florestas tropicais
(BIGNELL; EGGLETON, 2000).

Possuem também um papel de alta importancia na manutencéo da fertilidade
dos solos, auxiliando na produtividade dos ecossistemas. Além disso, esses insetos
promovem aeracao e drenagem do solo, facilitando assim a penetracao e fixagcao das
raizes, realizando a ciclagem de elementos minerais ao consumir madeira morta caida
e restos de plantas (FREYMANN; BUITENWERF; DESOUZA; OLFF, 2008).

Dentre os Termitidae, alguns podem se alimentar de madeira, folhas, himus e
fungos cultivados. Baseado nisso, os cupins sdo divididos em dois grupos: os
inferiores, que necessitam da simbiose com protozoarios flagelados para a quebra da
celulose, e superiores, o qual o género Nasutitermes da familia Termitidae esta
incluido. Os cupins inferiores dependem de seus simbiontes intestinais para a nutricao
e 0s simbiontes se beneficiam com seus comensais em varios aspectos, pois sao
regularmente supridos com particulas de alimentos, sdo protegidos dos inimigos
naturais e mantidos em um ambiente mais estavel. Os cupins classificados como
superiores, ndo apresentam essa simbiose com bactérias, fungos e protozoarios
flagelados em seu aparelho digestivo (BRUGEROLLE; RADEK, 2006; CORREIA;
AGUIAR-MENEZES; DE AQUINO, 2008).
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As castas operarios e soldados possuem uma depressdo com poro frontal na
cabeca, denominada fontanela, que é ligada a uma glandula cefélica e expele um
liquido viscoso e espesso, com funcdo de defesa contra predadores e ameacas ao
ninho (FERREIRA; MARTINS; INDA JUNIOR; GIASSON et al., 2011).

A casta fértil é representada pelo rei e pela rainha que sédo alados, é a Unica
casta fertil do ninho. O rei constitui par permanente com a rainha, com a qual copula
diversas vezes ao longo da vida para suprir a demanda de individuos na colbnia
(WILSON, 1971). Ao contrario das outras castas, 0s reprodutores possuem asas,
olhos e tem uma fertilidade maior, sendo sua principal funcéo a de reproduzir e apenas
saem do ninho em época de revoada ou época reprodutiva (BOULOGNE;
CONSTANTINO; AMUSANT; FALKOWSKI et al., 2016; KRISHNA; WEESNER, 1969).

Na colbnia também ha presenca das larvas e ninfas que sao integrantes
imaturos, podendo se diferenciar por meio da linhagem &ptera ou reprodutiva. As
ninfas podem apresentar os brotos alares que se originam das larvas apteras, apos
passarem por sucessivas mudas onde em cada uma ir4 ocorrer a aparicao de asas,
olhos e os 6rgédos reprodutores até que atingem o estagio de imago (MYLES, 1999).
Existem também os reprodutores secundarios na col6nia, eles substituem os
reprodutores caso aconteca a morte dos mesmos (MYLES, 1999; WILSON, 1971). Os
reprodutores secundarios podem ser 0s operarios, as ninfas em desenvolvimento ou

os reprodutores alados na colénia (Figura 1) (MYLES, 1999).
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Figura 1 -Ciclo reprodutivo dos cupins, com distribui¢cdo das castas.
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Fonte: Extinset 35 anos (2022)

O género Nasutitermes apresenta taxonomia confusa e com variacdes. Contém
254 espécies validas, sendo o género de cupins mais diverso e amplamente
distribuido (BOULOGNE; CONSTANTINO; AMUSANT; FALKOWSKI et al., 2016).
Com 74 espécies de ocorréncia restrita a regido Neotropical, € um dos mais
importantes géneros de cupins em biodiversidade de espécies (cerca de 54% das
espécies de cupins) (CONSTANTINO, 2002).

No Brasil, o género Nasutitermes é encontrado em ambientes de Mata
Atlantica, Cerrado e Caatinga (CONSTANTINO, 1999; POTENZA; CAMPOS;
ZORZENON; CANCELLO, 1998), sendo relatado em estados das regifes Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (BANDEIRA; MIRANDA; VASCONCELLOS, 1988;
CONSTANTINO, 2002; COSTA-LEONARDO, 2002). Espécies de  Nasutitermes
apresentam maior preferéncia alimentar por madeiras em decomposi¢cado do que por
madeiras sadias (VASCONCELLOS, 2003). Todavia, estes insetos desenvolveram a
capacidade de digerir as mais abundantes moléculas biolégicas no planeta, celulose
e lignina, devido as suas proprias enzimas digestivas (VEGA; BLACKWELL, 2005a).

Nasutitermes corniger é frequentemente associado a danos estruturais de
residéncias, edificios histéricos, deterioracdo de livros, documentos antigos, pinturas
e colecbes de objetos, destruindo diferentes tipos de materiais em varias regides
brasileiras tanto em ambiente rural quanto urbano (MARICONI, 1999; VERMA;
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SHARMA; PRASAD, 2009). Essa espécie é arboricola, eussocial e organizada em um
sistema de castas que inclui soldados, operérios e reprodutores alados (rei e rainha),
cada um com atividades especificas na col6nia. Os operarios sdo individuos estéreis
e cegos e representam a classe mais numerosa na colénia, sendo responsaveis pela
construcdo de tuneis de forrageamento, um caminho feito basicamente de solo, saliva
e fezes. Eles também sao responsaveis pela alimentacdo dos demais individuos da
coloénia por meio de trofalaxia, uma forma de alimentacdo em que o alimento é
entregue boca-a-boca para cada individuo. Por se encontrarem mais no interior dos
troncos das arvores e ndo participarem ativamente da defesa da colbnia, 0os operarios
possuem um corpo mais fragil sendo mais mole e uma cor mais uniforme. Os
soldados, ndo possuem olhos, se comunicam e sentem vibracdes através das antenas
no topo da cabeca. Eles também séo estéreis, cuidam da defesa da colénia e do ninho,
possuindo um corpo mais robusto comparado aos operérios. A cabeca do soldado é
piriforme, tem coloracdo marrom, a mandibula é bem desenvolvida e possui um nasus
(tubo frontal) estreito para a saida da secrecdo, 0 que permite atacar 0s inimigos a
distancia, evitando o contato direto, sendo mais escura que o resto do corpo, que é
de cor amarelada a creme (Figura 2) (DE LA CRUZ MNS; SANTOS-JUNIOR HM;
REZENDE CM; ALVES RJV et al., 2014). Ambos representantes das castas possuem
uma expectativa de vida de cinco anos (VERMA; SHARMA; PRASAD, 2009).

Figura 2 - Castas de Nasutitermes corniger, com soldados e operarios estéreis e reprodutores alados.
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Fonte: Encyclopedia Britannica (2008).
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Os insetos das castas operarios e soldados sdo encontrados mais facilmente
fora do ninho, nos tdneis de forrageamento nos troncos de arvores. Os reprodutores
alados que apresentam sua morfologia diferenciada dos demais, se localizam no
interior do ninho e podem ser facilmente vistos em épocas de inverno no seu periodo
reprodutivo. Isso ocorre durante a revoada, fendmeno sazonal, desencadeado por
fatores externos principalmente pelas chuvas ou mudancgas na temperatura e umidade

do ar, que pode variar de acordo com as regifes do pais (PRESTES, 2012).

2.2 ASSOCIACOES FUNGO-INSETO

Dentre os principais habitos e estratégias de vida dos fungos, ha determinados
grupos ecoldgicos especializados, em maior ou menor grau, em utilizar a associagao
com insetos em toda ou parte de sua vida, e muitas dessas associagdes incluem os
fungos entomdfilos. Estes sdo capazes de utilizar mecanismos ou estratégias para a
disperséo de seus propagulos, podem ser predadores de grande eficiéncia, parasitos
com longa historia co-evolutiva ou podem ainda viver em associa¢cdes mutualisticas
intricadas, sendo tanto fungos quanto insetos beneficiados (VEGA; BLACKWELL,
2005b). Esses insetos, por sua vez, podem transmitir fungos potencialmente
patégenos de um vegetal para outro, assim como fungos potencialmente patogénicos
a estes insetos, muitos possuem uso comprovado ou potencial para o controle
bioldgico de insetos-praga (FURLONG; PELL, 2005).

A associacdo entre fungos e insetos € dividida de acordo com (VEGA,
BLACKWELL, 2005b), em dois grandes grupos: (1) interacbes nas quais os fungos
agem contra insetos e (2) aquelas em que os fungos formam associa¢des mutualistas
com insetos. O primeiro grupo inclui fungos entomopatogénicos que podem
apresentar estratégias desde ocupantes ocasionais de tecidos de insetos até
necrotroficos especializados, penetrando no corpo do animal e levando-o a morte,
para entdo formar esporos sexuados e/ou assexuados em seu cadaver, como 0S
representantes do género Cordyceps (KOBMOO et al., 2015). Esses grupos de fungos
podem utilizar os insetos para a dispersao de seus esporos, ocasionando a morte do
animal, assim alguns fungos entomdfilos sdo conhecidos pela sua estratégia
econutricional necrotréfica ou de predagdo natural. Eles se alimentam e se
reproduzem sobre o corpo desses animais. Alguns s&o denominados

entomopatdégenos, e atuam na regulacédo de insetos em seu ambiente. Esses fungos
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sdo comumente utilizados no controle biolégico de pragas, que depende ndo sé da
constatacdo da interacao ecolégica com o inseto hospedeiro, mas da viabilidade de
utilizacdo, considerando também a producdo de biomassa e disseminacdo no
ambiente (ALVES; MOINO; ALMEIDA, 1998).

Porém, a susceptibilidade dos hospedeiros aos fungos esta relacionada a
natureza e quantidade dos componentes de seu tegumento. A quantidade de acidos
graxos com acdo antibidtica presente no tegumento pode variar em funcdo das
condicBes abioticas, espécie do inseto e seu estagio de desenvolvimento, onde alguns
insetos reagem a presenca de patégenos com elevada producdo desses materiais,
evitando a penetracao por agdo mecéanica ou antibiotica (ALVES; MOINO; ALMEIDA,
1998).

Os insetos que estdo envolvidos em associacdes fangicas incluem
principalmente membros dos Coleoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera e
Isoptera. Porém, outros grupos possuem apenas membros ocasionais como 0s
cogumelos cultivados por formigas e cupins em tais associa¢cdes (REHNER, 2005).
Algumas dessas espécies fungicas demonstram uma elevada especificidade do
hospedeiro, ndo danificam as plantas, e sé@o facilmente cultivadas em laborat6rio
(TEETOR-BARSCH; ROBERTS, 1983). A associacdo dos fungos com espécies de
formigas, como as da tribo Attini (subfamilia Myrmicinae), sdo conhecidas pelo cultivo
dos fungos para sua alimentacdo na colénia. Os fungos, que sdo cultivados pelas
formigas, séo a principal fonte de nutrientes para os individuos adultos e a Unica para
as larvas (SCHULTZ; MUELLER; CURRIE; REHNER, 2005).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS

O termo "controle biol6gico" foi utilizado pela primeira vez em 1919 pelo
pesquisador Harry S. Smith, para se referir ao uso de inimigos naturais no controle de
insetos. Logo, o controle bioldgico é definido como um evento natural em que inimigos
naturais regulam populacdes de suas presas, e, por conseguinte de organismos cuja
populacdo cresca demasiadamente, considerados pragas, atacando estes
organismos durante varios estagios do seu ciclo de desenvolvimento. Dessa forma, a
presenca de controladores naturais € determinada pela regulacdo de uma populagéo

sob certos limites e periodos de tempo, por meio da combinacgéo de fatores adequados
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(CHAGAS; POLONIO; RUVOLO-TAKASUSUKI; PAMPHILE et al., 2016; DEBACH,;
ROSEN, 1991).

Dentre os fatores que influenciam na ocorréncia de inimigos naturais
destacam-se a abundéancia e a qualidade das presas (BURG; MAYER, 1999) assim
como os fatores ecoldgicos, como por exemplo, a temperatura e umidade relativa que
possuem acéo direta sobre o desenvolvimento e comportamento dos insetos (BRITO;
LOPES; ALBUQUERQUE; BATISTA, 2008). Os inimigos naturais de insetos sédo os
agentes de controle biolégico, derivados de classes de organismos que incluem
predadores, parasitas e patdgenos. Os predadores e 0s parasitas sdo tidos como
entomofagos, enquanto que os patdégenos sdo 0s entomopatdogenos (COSTA,
ESPIRITO SANTO FILHO; BRANDAO, 2009).

Os primeiros relatos da utilizacdo de inimigos naturais como biocontroladores
ocorreram no Século lll pelos chineses, quando estes utilizaram formigas predadoras
sobre inimigos naturais dos citros. A partir de 1830, micro-organismos como fungos,
bactérias e protozoarios foram identificados como sendo 0s agentes causais de
doencas em insetos, no entanto, a primeira tentativa de controle de insetos utilizando
estes patdgenos ocorreu somente em 1870 (GALLO; NAKANO; SILVEIRA NETO;
CARVALHO et al.,, 2002; LAZZARINI, 2005; ONOFRE; MINIUK; DE BARROS;
AZEVEDO, 2001). Os grupos de micro-organismos mais importantes para o controle
bioldgico de insetos sdo os fungos, virus e nematoides, sendo que, dentre esses
grupos de organismos, os fungos sao o0s responsaveis por aproximadamente 80% das
enfermidades nos insetos (ALVES; MOINO; ALMEIDA, 1998; RHEINHEIMER, 2010).

A producéo de fungos entomopatogénicos representa uma fase importante no
processo de desenvolvimento de um bioinseticida, uma vez que esses patdogenos
precisam estar disponiveis em grandes quantidades, devido a necessidade de haver
um elevado potencial de in6culo para que o processo de doenca se inicie em
determinada populacéo de insetos e o controle seja estabelecido (ALVES; PEREIRA,
1998; JUNIOR, 1998; LOUREIRO EDE; OINO, 2006).

O controle biolégico pode ser separado em trés classes distintas: (1) controle
bioldgico classico, em que € realizada a importacao e colonizagéo de parasitoides ou
predadores, tendo como objetivo controlar as pragas que sao eventualmente nativas
e espera-se que o inimigo natural que foi introduzido se estabelega na area e controle
as populagdes de insetos-praga; (2) controle bioldgico aplicado, que tem o objetivo de

possibilitar o aumento na populacéo de inimigos naturais que sao nativos ou que foram
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introduzidos sendo esses produzidos em laboratorio, visando a reducado rapida da
praga para o seu nivel de equilibrio; e (3) controle biolégico natural ou conservativo,
gue ocorre naturalmente nos diferentes ecossistemas naturais ou ambientes ainda
ndo modificados pelo homem (PARRA; BOTELHO; CORREA-FERREIRA, 2002). O
destaque da utilizagdo do controle biologico se deve a crescente preocupacdo em
diminuir os efeitos do controle quimico sobre o meio ambiente, homem e animais
visando o restabelecimento do equilibrio natural (BALLAL; VERGHESE, 2015).

No Brasil, a pratica do controle de insetos utilizando fungos é viavel contra os
insetos-praga, é segura e vem criando forga ao longo dos anos. O controle biolégico
por fungos mantém as popula¢gdes de pragas, predadores e polinizadores presentes
no ambiente, sem interferir no equilibrio biolégico do mesmo (NEVES; RODRIGUES;
DAYOUB; DRAGONE, 2001; PEREIRA; ALVES; REIS, 1998; RHEINHEIMER, 2010).
A infeccdo de fungos entomopatogénicos nos insetos ocorre por meio de um
mecanismo de penetracdo na cuticula do inseto. Esse mecanismo inicia quando os
conidios entram em contato com a cuticula do inseto e germinam, dando origem a um
tubo germinativo e estruturas como apressorios. O processo de penetracdo na
cuticula do inseto ocorre por pressdo mecanica, quimica e acdo de enzimas que
degradam os componentes cuticulares, chegando a hemolinfa, onde o fungo se nutre
e produz toxinas que causam danos a célula do hospedeiro, levando-o a morte
(ALVES; PEREIRA, 1998; TIAGO; FURLANETO, 2003). Apés, os fungos produzem
micélio e esporos sobre o cadaver, dando origem a um grande numero de conidios,
0s quais se dispersam rapidamente no ambiente por meios distintos como 0s proprios
insetos, 0 vento, por outros animais e pela agua; assim acabam por infectar novos
insetos hospedeiros (MEYLING; EILENBERG, 2007).

Contudo, esse modo de acdo dos fungos pode mudar de acordo com a
patogenicidade ou a forma de adesdo do mesmo. Outro fator é a defesa que o
hospedeiro ira apresentar contra o patégeno, como por exemplo, a liberacéo de varias
enzimas como fenoloxidases e alguns &cidos, além da melanina do hospedeiro
(DUBOVSKIY; WHITTEN; YAROSLAVTSEVA; GREIG et al., 2013).

A eficacia de agentes no controle biolégico contra insetos é influenciada por
fatores abibticos ambientais tais como temperatura, pH, agua e radiacdo solar que
tem efeito sobre a germinacdo, o crescimento vegetativo e viabilidade de fungos
entomopatogénicos (HAN; JIN; KIM; LEE, 2014). Além desses fatores abioticos,

alguns fatores biéticos podem também limitar ou melhorar a estabilidade e atividade
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inseticida dos fungos. Isso acaba incluindo caracteristicas do préprio fungo, os seus
varios isolados e o tipo de propagacdo que sera utilizada, todos esses podem ser
responsaveis pela eficacia (LACEY; FRUTOS; KAYA; VAIL, 2001).

Os géneros mais conhecidos para biocontrole como Beauveria, Cordyceps (=
Paecilomyces), Akanthomyces (= Lecanicillium,=Verticillium) e Metarhizium sé&o
constantemente utilizados em programas de controle biologico de pragas (FINKLER,
2012). O género Fusarium vem se destacando pelo seu potencial e aplicabilidade no
controle de insetos-praga (BARBOSA; SANTOS; DINIZ; ALVES et al.,, 2021,
CARNEIRO-LEAO; TIAGO; MEDEIROS; DA COSTA et al, 2017; DINIZ;
CERQUEIRA; RIBEIRO; DA COSTA et al., 2020; SANTOS; DINIZ; TIAGO; OLIVEIRA,
2020; VELEZ; DINIZ; BARBOSA,; SANTOS et al., 2019).

O uso dos fungos para o controle dos cupins é uma alternativa promissora, uma
vez que os fungos patdgenos irdo apresentar lentiddo no processo de colonizagao, ao
entrarem em contato com todos os membros da colonia acabam se tornando uma
fonte de disseminacao dos conidios no interior da colénia, provocando mudancas no
comportamento e na fisiologia dos cupins (NEVES; ALVES, 2004; PIRES; MARQUES;
OLIVEIRA; ALVES, 2010). Além disso, o crescimento e o desenvolvimento do fungo
entomopatogénico tende a ser facilitado visto que a temperatura e a umidade séo
constantes nas galerias dos cupins (DINIZ; CERQUEIRA; RIBEIRO; DA COSTA et al.,
2020)

2.4 GENEROS DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Das 3,8 milhdes de espécies fungicas conhecidas, cerca de 3.000 espécies sédo
entomopatogénicas (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). Assim como alguns géneros
ganham destaque por serem bons biocontroladores de pragas, alguns géneros se
destacam por apresentarem essa caracteristica para insetos. Os géneros que mais se
destacam e se associam a insetos de maior importancia no controle biolégico séo
Metarhizium, Beauveria, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces e Verticillium
(LOPEZ LLORCA; JANSSON, 2001). Os géneros de maior importancia S&o
Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, Verticilium, Fusarium e Rhizopus (FAO,
2003).
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A utilizacdo desses entomopatdgenos para o controle de cupins teve inicio em
1965 (YENDOL; PASCHKE, 1965). A maioria destes estudos é baseado na utilizagdo
de espécies com histérico potencial para insetos-praga como B. bassiana e M.
anisopliae (FARIA; WRAIGHT, 2007).

Os fungos que causam doencgas em insetos sao cosmopolitas, o uso destes
patégenos para o controle biolégico, ganha destaque no Brasil e em outros paises
subtropicais, 0 que os torna um fator importante na reducéo de populacdes de insetos
pelo clima (ALVES; MOINO; ALMEIDA, 1998).

Os fungos entomopatogénicos frequentemente sao encontrados do corpo dos
insetos no ambiente, produzem esporos no corpo desses animais, que quando
espalhados pelo vento, chuva ou contato com outros insetos, podem causar epizootia
(conceito utilizado para qualificar a ocorréncia de um determinado evento em um
namero de animais ao mesmo tempo e na mesma regido, podendo levar ou ndo a
morte). Os insetos infectados param de se alimentar e tornam-se mais lentos,
morrendo relativamente rapido. O corpo do inseto morto apresenta uma consisténcia
emborrachada ou de aparéncia oca. Varias vezes observam-se insetos mortos de cor
creme, verde, avermelhada ou marrom, em consequéncia do crescimento do fungo
que esta infectando o inseto, quer seja envolvendo o corpo do hospedeiro, quer seja
saindo das juntas dos segmentos do corpo, olhos, antenas e/ou membros (ALVES;
LOPES; VIEIRA; TAMAI, 2008; RHEINHEIMER, 2010; VALICENTE, 2009).

2.4.1 Fusarium Link ex Grey

Fusarium (Nectriaceae, Ascomycota) € um grande género parafilético com
representantes amplamente distribuidos, podendo ser encontrados no solo, nas
plantas, animais e alimentos,podendo causar prejuizos (ROBERTS, 1981 ; TEETOR-
BARSCH; ROBERTS, 1983). Muitas espécies sdo conhecidas por causar doencas
emplantas (fitopatdgenos) e nos insetos (entomopatdgenos). No caso de Fusarium
controlando insetos, alguns estudos relataram a produgao de micotoxinas que estéao
relacionadas a morte dos insetos como a beauvericina, fusaproliferina, acido fusarico,
picolinico, dipicolinico, fusarinas e moniliformina (BACON; PORTER; NORRED;
LESLIE, 1996; CLAYDON; GROVE, 1982; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Os representantes desse grupo podem ser isolados em diversas condi¢gbes

climaticas, sendo predominantemente em ambientes temperados e tropicais
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(COLEMAN; MUHAMMED; KASPERKOVITZ; VYAS et al., 2011; SUMMERELL;
LESLIE, 2011). Dentre os animais, 0sS insetos s&o 0s membros com 0S quais as
espécies de Fusarium sdo mais abundantemente associadas, frequentemente como
patogenas. O género inclui varias espécies e isolados que sdo entomopatégenos
fortes ou fracos e que penetram no hospedeiro e liberam toxinas debilitando o inseto
(GARDIANO; FERRAZ; LOPES; FERREIRA et al., 2009; O'DONNELL; HUMBER;
GEISER; KANG et al., 2012; TEETOR-BARSCH; ROBERTS, 1983).

O uso de fungos do género Fusarium que sao entomopatogénicos no controle
de insetos pode ser uma estratégia vantajosa, uma vez que alguns isolados
demonstraram especificidade ao hospedeiro, sao facilmente cultivados em
laboratorio, ndo danificam plantas e sobrevivem bem como saprobios no solo
(TEETOR-BARSCH; ROBERTS, 1983). Entretanto, a utilizacdo de Fusarium no
controle de insetos € possivel, desde que marcadores moleculares sejam utilizados
para distinguir os isolados entomopatogénicos dos fitopatogénicos (O'DONNELL;
HUMBER; GEISER; KANG et al., 2012).

Considerando todos os trabalhos avaliados na revisdo de (SANTOS; DINIZ;
TIAGO; OLIVEIRA, 2020), sem distinguir os complexos de Fusarium, os hemipteros
foram a fonte mais frequente de isolamento de Fusarium, seguido dos coleodpteros e
hymendpteros. A patogenicidade das espécies de Fusarium foi testada contra insetos
das ordens Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera,
Orthoptera e Thysanoptera.

O Complexo de Espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) foi inicialmente estabelecido
por (WOLLENWEBER; SHERBAKOFF; REINKING; JOHANN et al., 1925) como
Liseola para espécies que produzem conidios esporodoquianos (macroconidios),
microconidios em cadeias e/ou falsas cabecas e ndo produzem clamidosporos.

No entanto, nos anos seguintes foram descritas varias espécies, nomeadamente
F. dlamini (O'DONNELL; MCCORMICK; BUSMAN; PROCTOR et al.,, 2018), F.
nygamai (BURGESS; TRIMBOLI, 1986)e F. napiforme (MARASAS; BURGESS;
ANELICH; LAMPRECHT et al., 1988) que estavam em conformidade com as
caracteristicas do grupo Liseola, mas que também produziam clamidosporos. Para
acomodar estas espécies, (KWASNA; CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI, 1991)
introduziram o grupo Dlaminia. Estudos moleculares subsequentes mostraram, no
entanto, que Liseola era parafilética, com espécies de Dlaminia que estavam por
resolver dentro da Liseola (O'DONNELL; KISTLER; CIGELNIK; PLOETZ, 1998). Isto
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exemplificou claramente as complicacfes da utilizacdo de caracteristicas fenotipicas
para prever a relacédo e as historias evolutivas, sendo que a morfologia apresentava
frequentemente discordia com os dados da sequéncia de DNA. Por consequéncia
destas divergéncias, foi introduzido o termo "complexo de espécies" que serviu
essencialmente como uma forma de nomear clados filogenéticos (O'DONNELL;
CIGELNIK, 1997; O'DONNELL; KISTLER; CIGELNIK; PLOETZ, 1998).

Quatro complexos de espécies se destacam como o0s mais frequentemente
relatados nos estudos de fungos entomopatogénicos: Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC), Fusarium fujikuroi (FFSC), Fusarium solani (FSSC) e Fusarium oxysporum
(FOSC) (SANTOS; DINIZ; TIAGO; OLIVEIRA, 2020). Estimativas filogenéticas da
diversidade de estirpes de Fusarium isoladas de insetos, mas sem determinar a sua
patogenicidade e mostraram que os complexos de espécies mais ricos em linhagens
associadas a insetos eram os F. fujikuroi (O'DONNELL; HUMBER; GEISER; KANG et
al., 2012)

Alguns dos representantes de FFSC (Fusarium fujikuroi species complex) podem
causar doencgas em graos como arroz, e a podridao da espiga e do talo do milho. As
espécies de FFSC também produzem varias micotoxinas tais como fumonisina
(RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002), moniliformina (MARASAS; NELSON;
TOUSSOUN; VAN WYK, 1986), beauvericina (LOGRIECO; MORETTI; CASTELLA;
KOSTECKI et al., 1998), acido giberélico (CERDA-OLMEDO; FERNANDEZ-MARTIN;
AVALQOS, 1994), e acido fusarico (BACON; PORTER; NORRED; LESLIE, 1996).
Estas micotoxinas causam toxicidade crbnica e aguda nos seres humanos e outros
animais. F. fujikuroi, F. verticillioides, e F. proliferatum s&o a causa da podriddo da
espiga e do talo do milho. Além do milho, F. verticillioides pode infectar arroz, bananas,
cana-de-acucar, sorgo, ervilhas e figueiras (NIRENBERG; O'DONNELL, 1998;
STEPIEN; KOCZYK; WASKIEWICZ, 2013).

2.4.2 Purpureocillium Luangsa-ard, Hywel-Jones, Houbraken & Samson

Purpureocillium (Ophiocordycipitaceae, Sordariomycetes) caracterizou-se
anteriormente pela sua patogenicidade em invertebrados (LUANGSA-ARD;
HOUBRAKEN; VAN DOORN; HONG et al., 2011). Purpureocilliuml ilacinum, a
espécie mais conhecida do género, é um fungo filamentoso que tem sido isolado de

uma vasta gama de habitats, incluindo solos cultivados e nédo cultivados, florestas,
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prados, desertos, sedimentos estuarinos, lamas de esgoto e insetos. Os conidiéforos
mononematosos ou sinematosos consistem em varios ramos verticilados, em forma
de frasco, as fidlides em espiral, produzindo uma ou raramente duas células
encadeadas, conidios hialinos, e com teleomorfo do tipo Cordyceps (LUANGSA-ARD;
HYWEL-JONES; MANOCH; SAMSON, 2005).

Uma divergéncia no género Purpureocillium foi estabelecida em 2011 por
(LUANGSA-ARD; HOUBRAKEN; VAN DOORN; HONG et al., 2011). Descreveram a
morfoldégia e caracteristica molecular da nova combinacdo de Purpureocillium
lilacinum e com base na andlise filogenética do gene rRNA parcial 18S, o tipo de
espécie Purpureocillium lilacinum pertenceu a Ophiocordycipitaceae, enquanto a
espécie do tipo Paecilomyces variotii de Paecilomyces pertenceu a Trichocomaceae.
Até 2011, P. lilacinum recebia o nome de Paecilomyces lilacinus. Seu nome foi
alterado por ele apresentar discrepancias com as caracteristicas do género
Paecilomyces, representada por fungos termoestaveis, por exemplo (LUANGSA-
ARD; HOUBRAKEN; VAN DOORN; HONG et al., 2011). Assim a espécie
Paecilomyces lilacinus é atualmente classsificada como Purpureocillium lilacinum. O
fungo se caracterizou por apresentar conidios violeta ao iniciar sua esporulagdo em
cultivos em placas de Petri e esse foi um dos motivos para moverem ele para o género
Purpureocillium (LUANGSA-ARD; HOUBRAKEN; VAN DOORN; HONG et al., 2011).
A mudanca nos nomes das espécies ocorreu ha alguns anos, porém é possivel
encontrar publicacdes de artigos se referindo ao nome Paecilomyces lilacinus como
sendo a mesma espécie (BURHAN; ANNON, 2020; ESPADALE; BUCKLEY; BORIO;
MCEWAN et al., 2018).

As colbnias séo de crescimento rapido, flocoso, de cor vinaceas a cor violeta.
Os conidiéforos séo eretos com 400-600 um de comprimento, com ramos com feixes
densamente aglomerados de fialides. Os clamidosporos estdo ausentes. Seu
crescimento é viavel a 38°C (DE HOOG; CHATURVEDI; DENNING; DYER et al.,
2015).

O principal objetivo dos pesquisadores para a exploracdo de agentes
patogénicos de controle biologico € a recuperacdo de entomopatdgenos da prépria
praga alvo que estejam no seu habitat nativo ou do seu ambiente onde foram
coletados. No Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures sé&o listadas

espécimes de Purpureocillium em 27 paises diferentes, incluindo América do Norte,
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América Central, América do Sul, Europa, Africa, Austrdlia e Asia (HUMBER;
HANSEN, 2005).

Espécies do género Purpureocillium sdo comuns em zonas tropicais e em
climas temperados, sendo ja registradas em solos na Africa do Sul, no Nepal, no
Japédo, no Brasil, a antiga Checoslovaquia e nos EUA, relatado em ordens como
Blattodea e Isoptera (HUMBER; HANSEN, 2005; KREJZOVA, 1976).

2.5 TESTES DE PATOGENICIDADE FUNGO x INSETO

Os fungos apresentam varias vantagens como agentes de controle biolégico
por ter capacidade de atacar insetos em todos os estagios de desenvolvimento
(ALVES; PEREIRA, 1998; SAMUELS; DODD; GAMS; CASTLEBURY et al., 2002) e
por estarem presentes como componentes naturais em muitos ecossistemas
terrestres.

Dada a grande \variabilidade genética apresentada pelos fungos
entomopatogénicos, a capacidade do inseto em se defender e os fatos ambientais,
deve ser destacada a importancia da realizagcdo de bioensaios com testes de
patogenicidade para a selecéo de isolados altamente virulentos, persistentes e com
boa capacidade de producéo de esporos (ALVES; PEREIRA, 1998).

Entre os fatores que variam nos testes para avaliar a acdo dos fungos em
insetos, estdo o modo de inoculacdo, numero de insetos utilizados, viabilidade do
patégeno, concentracdes de conidios, periodo e modo de avaliagdo e mortalidade
considerada (total, confirmada e corrigida) (BUTT; GOETTEL, 2000). Essas variacdes
podem influenciar os resultados obtidos, portanto as condi¢des de bioensaios devem
estar o mais proximo possivel daquelas em que o patdégeno sera aplicado, assim o
experimento possibilitara melhor previsdo do que ocorrera em condi¢cdes de campo
(SANTORO; NEVES; ALEXANDRE; ALVES, 2007). Os fungos infectam os insetos,
preferencialmente, pela superficie do tegumento (BOUCIAS; PENDLAND; LATGE,
1988); em decorréncia, os métodos de inoculagdo mais utilizados séo pulverizacéo
sobre o inseto (NEVES; HIROSE, 2005), imersdo do inseto na suspenséo
(LOUREIRO; MONTEIRO, 2005) e tratamento da superficie com suspensdo de
conidios. Alguns exemplos de fungos entomopatogénicos utilizados em testes de

patogenicidade para biocontrole sdo mostrados a seguir.
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Cupins apresentaram associa¢cdes com fungos de Ascomycota, Basidiomycota,
Mucoromycotina e Chytridiomycota. Os resultados do trabalho de Vétrovsky que
mostram essa associacao se referem aos fungos endoégenos e do ambiente em que
os cupins foram encontrados (VETROVSKY; SOUKUP; STIBLIK; VOTYPKOVA et al.,
2020). Testes de patogenicidade de Isaria fumosorosea = Paecilomyces
fumosoroseus = Cordyceps fumosorosea foram realizados contra o cupim terricola
Coptotermes formosanus Shiraki (Blattodea: Rhinotermitidae) e o besouro
Bothynoderes punctiventris Germ. (Coleoptera: Curculionidae), causando elevada
mortalidade para ambos (98,5 e 100%, respectivamente). Estes resultados
demonstram que C. fumosorosea € capaz de infectar cupins, podendo concluir que o
fungo da familia Cordycipitacea pode ser Gtil no controle dos cupins (ZIMMERMANN,
2008). Outras pesquisas também mostraram que espécies de Purpureocillium em
laboratério possuem uma eficacia no controle bioldgico contra cupins subterraneos
como a espécie C. formosanus e contra o cupim arboricola N. corniger (DUNLAP;
JACKSON; WRIGHT, 2007; GONCALVES DINIZ; BARBOSA; SANTOS; OLIVEIRA et
al., 2020; LOPES; LIMA; CORREIA; DA COSTA et al., 2017).

Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae) conhecido como
broca do café, € uma importante praga da cultura do café nas principais regiées
produtoras no Brasil, (CARRION; BONET, 2004) encontraram Fusarium, Penicillium,
Cladosporium, Aspergillus e Beauveria associados a brocado-café. (BUSTILLO;
BERNAL; BENAVIDES; CHAVES, 1999) registraram pela primeira vez
Purpureocillium lilacinum (= Paecilomyces lilacinus) atacando H. hampei (PEREZ,
INFANTE; VEGA; HOLGUIN et al.,, 2003) relataram a presenca abundante de
Fusarium solani na micobiota nativa desse inseto e (GAMA; TEIXEIRA; GARCIA;
COSTA et al., 2006) obtiveram o registro de 10 géneros de fungos filamentosos
associados ao corpo da broca-do-café incluindo Akanthomyces.

Estudos sobre o controle de Diaphorina citri (Hemiptera: Lividae) evidenciam a
eficacia das espécies de fungos entomopatogénicos: Hirsutella citriformis, C.
fumosorosea (= I. fumosorosea = P. fumosoroseus), A. lecanii (= L. lecanii = C. lecanii),
Beauveria bassiana, Cladosporium sp. sobre este inseto (MEYER; HOY; BOUCIAS,
2007; 2008; PADULLA; ALVES, 2009; SUBANDIYAH; NIKOH; SATO; WAGIMAN et
al., 2000). No trabalho de (BARBOSA; SANTOS; DINIZ; ALVES et al., 2021) foram
testados isolados do complexo de espécies Fusarium fujikuroi contra a mosca-negra-

dos-citrus (Aleurocanthus woglumi).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE CUPINS E ISOLAMENTO DE FUNGOS

Trés coletas foram realizadas entre os meses de marco a agosto de 2019, com
intervalo de cinco semanas entre cada coleta. As arvores de jambeiro, mangueira e
aroeira foram selecionadas aleatoriamente ao longo do campus da UFPE conforme a
presenca de cupins da espécie Nasutitermes corniger. Cerca de 50 soldados e 50
operarios sadios foram coletados, um total de 100 insetos por arvore e 300 insetos
por coleta. Os insetos foram coletados com o auxilio de pinga entomoldgica, utilizada
para fragmentar os tuneis de forrageamento e ter acesso aos cupins, que foram
retirados com pincéis de cerdas macias e transferidos para placas de Petri
esterilizadas e levados para o0 Laboratério de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores, localizado no Departamento de Micologia no Centro de Biociéncias
da UFPE, campus Recife.

Para o isolamento dos fungos, os solados e operarios de N. corniger foram
condicionados a temperatura de —6 °C por 15 minutos e apds, procedeu-se 0 processo
asséptico a partir da desinfestacdo dos insetos, que foram submersos em alcool 70%
durante 1 minuto, hipoclorito de sddio a 2,5% durante 1 minuto e quatro enxagues em
agua destilada esterilizada. Os fungos foram isolados a partir de condicbes de
crescimento distintas, como o crescimento direto em meio de cultura e em camara
umida. Dessa forma, apOs a desinfestacdo dos insetos metade dos soldados e dos
operarios (cerca de 25 insetos de ambas as castas) foram distribuidos em tubos de
ensaio contendo meio Agar Batata Dextrose (BDA) + cloranfenicol a (0,01%) e a outra
metade foi transferida para placas de Petri contendo papel filtro umedecido com agua
destilada esterilizada e acondicionados em estufa do tipo BOD a temperatura de
25£3°C durante oito dias.

Apoés o crescimento dos fungos, procedeu-se a purificagcdo dos isolados por
meio da técnica de esgotamento em placa, a partir da transferéncia dos fungos para

placas de Petri contendo meio BDA + cloranfenicol a (0,010%).
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3.2 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DOS FUNGOS

Os fungos foram estudados e previamente isolados de soldados e operarios
sadios de N. corniger coletados em jambeiro, mangueira e aroeira do Campus Recife
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A maioria dos fungos foram
identificados em nivel de género, por meio de analises de suas microestruturas, e
entre os 499 fungos obtidos da micobiota de N. corniger, foram selecionados 11 com
historico de potencial uso no controle biolégico de insetos.

A identificacdo dos 11 isolados foi realizada com base em analises morfoldgicas e
moleculares. Para observacdo de caracteres morfolégicos de valor taxonémico foi
utilizado a técnica de microcultivo. Os isolados foram repicados em trés pontos
equidistantes de placas de Petri contendo meios de cultura solidos adequados para
sua identificacéo, de acordo com descricdo de material tipo, incluindo Czapeck Yeast
Agar (CYA), Batata Dextrose Agar (BDA), sobre os quais foram adicionadas laminulas
esterilizadas, seguindo-se de incubacdo em estufa BOD na temperatura adequada
para seu crescimento. Para a avaliacdo das microestruturas flngicas, as laminulas
foram retiradas do meio e transferidas para laminas contendo uma gota de corante
Azul de Aman, em seguida observadas ao microscépio optico.

Para a identificacdo morfolégica da nova espécie do género Fusarium foram
utilizados os meios synthetic low-nutrient agar (SNA) e carnation leaf agar (CLA), em
microcultivo. As placas foram preservadas em BOD 25 °C.

Para a identificacdo molecular dos fungos foram utilizadas as regides
marcadoras do DNA indicadas para cada grupo: os primers ITS1 e ITS4 para o género
Purpureocillium e Paecilomyces e também os primers TEF-EF1 e TEF-EF2 para o
género Fusarium juntamente com os primers RPB1 e RPB2. Para a extracao de DNA
foi utilizado o protocolo do kit Wizard Genomic DNA Purification. O DNA total foi
extraido e as reacdes de amplificacédo feitas utilizando os seguintes componentes:
tampao de reacdo (Tris-HCI pH 8,4; KCI), MgClz, dNTPs, primers, Taqg DNA
polimerase e DNA. Os produtos de PCR foram purificados usando Exosap lllustrative
enzyme ExoProStar ™ 1-Step (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, New Jersey,
USA) e sequenciado usando o laboratério multiusuario de sequenciamento e
expresséo génica (UFPE). Os eletrosferogramas foram analisados usando o software
Sequencher 4.7 (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan, USA), do qual as sequencias

nucleotidicas consensus foram obtidas e exportadas com um arquivo FASTA. Usando
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estas sequéncias, foram pesquisados os dados por meio do BLAST usando o National

Center for Biotechnology Information (NCBI) database para determinar os complexos

a que pertencem.

Os isolados de todas as espécies identificadas, incluindo o novo registro, foram

depositados na Micoteca do Departamento de Micologia URM da UFPE (Tabela 1).

Tabela 1. Isolados fangicos obtidos de Nasutitermes corniger com base na sequéncia de DNA com
regides TEF1, RPB1 e RPB2 para Fusarium e a ITS para Purpureocilium e Paecilomyces.

Cédigo URM Género Espécie CddigoGenBank
URMS8510 Fusarium sacchari ON380501
URMS8511 Fusarium verticillioides ON380502
URM8512 Fusarium sacchari ON380503
URMS8513 Fusarium sacchari ON380504
URM8514 Fusarium Sp.nov. ON380505
URMS8515 Fusarium musae ON380506
URMS8516 Purpureocillium sodanum ON858506
URMS8530 Purpureocillium sodanum ON858505
URM8531 Paecilomyces  formosus ON858508
URM8532 Purpureocillium sodanum ON858507
URMS8533 Paecilomyces  formosus ON858509

Fonte: A autora (2022).

3.3 TESTES DE PATOGENICIDADE DOS FUNGOS CONTRA NASUTITERMES
CORNIGER

3.3.1 Analise de viabilidade dos conidios

A viabilidade dos conidios de cada isolado foi avaliada a partir do inéculo de 50
ul de uma suspensao de 1 x 107 conidios/mL em meio BDA (trés repeticdes), seguido
de incubacdo em BOD. ApGs 14 horas foi realizada a contagem de 200 conidios por
repeticdo, verificando a quantidade de conidios germinados e ndo germinados em
microscopio optico (ALVES; MOINO; ALMEIDA, 1998).
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3.3.2 Coleta dos cupins e testes de patogenicidade

A coleta de soldados e operarios de N. corniger foi realizada com o auxilio de
pincas para fragmentar os tuneis de forrageamento e os cupins foram retirados com
pincéis de cerdas macias e colocados em placas de Petri esterilizadas. As coletas
foram realizadas em arvores do Campus da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) e os cupins levados para o laboratorio de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores no Centro de Biociéncias da UFPE, onde os bioensaios foram
conduzidos.

Foram realizados dois bioensaios e o delineamento experimental foi em blocos
casualizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo, sendo os isolados
dispostos nas parcelas (seis fungos + controle) e (cinco fungos + controle) e os dias
de avaliacdo nas subparcelas (1, 2, 3, 4 e 5 dias de sobrevivéncia), com trés
repeticbes. Em cada uma das repeticdes foram utilizadas trés Placas de Petri
constando de 20 insetos, totalizando 60 insetos (entre soldados e operarios).

Os fungos foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA
e apos oito dias de crescimento foi obtida uma suspenséo de 1x10’ conidios/mL em
Tween 80% (0,01%). Posteriormente, 1 mL dessa suspenséo foi pulverizada sobre N.
corniger. O tratamento controle foi composto apenas por Tween 80% (0,01%). Os
insetos foram acondicionados em placas de Petri com papel filtro umedecido com
agua destilada esterilizada e um pedaco de papel madeira para servir como alimento.
As placas foram mantidas em ambiente climatizado a 25 + 3 °C no escuro por cinco
dias (Figura 3). Os insetos mortos diariamente foram retirados das placas de Petri e
passaram por um processo de desinfestacdo em alcool 70%, hipoclorito de sédio 4%
e trés enxagues em agua destilada esterilizada; na sequéncia foram transferidos para
camaras umidas e mantidos em BOD (26 * 1 °C) para a confirmac¢éo do agente causal
(Figura 4).
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Figura 3. Placa com papel filtro umedecido com agua destilada esterilizadas e recortes de papel
madeira para simular o ambiente natural dos cupins.

Fonte: A autora (2021).

Figura 4. Placa com papel filtro umedecido com 4gua destilada esterilizada, com subdivisdes indicando
as repeticdes |, Il e Ill. Fungos cobrindo o corpo dos cupins com micélio e esporos de cor rosada a
vinacea do género Fusarium.

Fonte: A autora (2021).

A identidade dos isolados utilizados no teste de patogenicidade foi confirmada

por meio da montagem de laminas e observacdo de microestruturas fungicas. Foi
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calculada a mortalidade acumulada corrigida por meio da férmula de Schneider-
Orelli's (PUNTENER, 1981), retirando os individuos que morreram de causas naturais
(controle) do célculo das propor¢cdes de morte daqueles que foram submetidos a

concentracdes especificas do fungo (mortalidade total).

3.3.3 Analise de dados

Os valores de mortalidade acumulada confirmada de N. corniger causada por
cada fungo ao longo do tempo de avaliacao foram submetidos a analise de regressao
nos modelos linear, de acordo com o conjunto de dados analisados, utilizando o
software Statitsx10.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). Os valores de
mortalidade acumulada confirmada, ao quinto dia apds pulverizacdo dos fungos,
foram submetidos a analise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey (5% de probabilidade), utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA,
2011).
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4 RESULTADOS
4.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os onze isolados pertencem a trés géneros distintos (Paecilomyces,
Purpureocillium e Fusarium) e que séo relacionados com linhagens inseticolas (Figura
5 e 6). Os isolados URM 8531 e URM 8533 séo Paecilomyces formosus (Figura 7) e
URM 8516, URM 8530 e URM 8532 séo Purpureocillium sodanum (Figura 8). As
andlises filogenéticas resolveram seis isolados no complexo de espécies Fusarium
fujikuroi, dos quais um representa uma nova espécie filogenética no complexo. Trés
isolados (URM 8510, URM 8512 e URM 8513) foram resolvidos como Fusarium
sacchari, um como Fusarium verticillioides (URM 8511) e um como Fusarium musae
(URM 8515). As analises multilocus combinando os dados de sequéncias das regides
TEF1, RPB1 e RPB2 confirmaram o isolado URM 8514 como uma linhagem
genealogicamente exclusiva representando uma nova espécie que sera descrita em

um posterior artigo (Figura 9).
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Figura 5: Caracteristicas morfoldgicas de isolados do género Fusarium e Purpureocillium. (A), (B), (C)
URM 8510 Fusarium sacchari. (D), (E), (F) URM 8511 Fusarium verticillioides. (G), (H), (I) URM 8512
Fusarium sacchari. (J), (K), (L) URM 8513 Fusarium sacchari. (M), (N), (O) URM 8532 Purpureocillium
sodanum. Culturas em BDA com sete dias de crescimento a 25 °C.

Fonte: A autora (2022).



39

Figura 6: Caracteristicas morfolégicas de isolados do género Fusarium, Purpureocilium e
Paecilomyces. (A), (B), (C) URM 8515 Fusarium musae. (D), (E), (F) URM 8530 Purpureocillium
sodanum. (G), (H), (I) URM 8516 P. sodanum. (J), (K), (L) URM 8531 Paecilomyces formosus. (M), (N),
(O) URM 8533 P. formosus. Culturas em BDA com sete dias de crescimento a 25 °C.

Fonte: A autora (2022).
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Figura 7. Arvore de inferéncia bayesiana (Bl) baseada em sequéncias ITS de membros do género
Paecilomyces. Os valores de probabilidade a posteriori da Inferéncia Bayesiana (>0,7) sdo indicados
nos entrends. A barra representa as substituicdes esperadas por sitio. Thermoascus verrucosus (CBS
605.74) foi usado como grupo externo.

0.06 L— FJ38%931 Paecilomyces divaricalus CBS 284.48
' FJ389932 Paecilomyces divaricatus CBS 110429

EU037050 Paecilomyces brunneolus CBS 370.70
1 [1 EU037055 Paecilomyces variofii CBS 102.74
FJ389930 Paecilomyces variotii CBS 338.51

FJ389920 Paecilomyces formosus CBS 371.70
FJ389921 Paecilomyces formosus CBS 113247
FJ389928 Paecilomyces formosus CBS 296.93
FJ389929 Paecilomyces formosus CBS 990.738
1 pascilomyces formosus URM 8533
Paecilomyees formosus URM 8531
FJ389926 Paecilomyces formosus CBS 372.70
0.94 FJ389927 Paecilomyces formasus CBS 628,66
GUI6BEST Paecilomyces formosus DTO 4511
GUI68E64 Paecilomyces formosus DTO 63E3
FJ389933 Paecilomyces zollemiae CBS 374.70
FJ389936 Paecilomyces nivea laguncularize CBS 113245
MHB60284 Paecilomyces nivea lagunculariae CBS 806.71
FJ389939 Paecilomyces fulvus CBS 132.33
FJ389943 Paecilomyces fulvus CBS 135,62
FJ389945 Paecilomyces lagunculariae CBS 696.95
FJ389946 Paecilomyces lagunculariae CBS 110378
FJ389948 Paacilomyces dactylethromorphus GBS 368.70

0,79

0,58

aa
98

0,85

FJ389951 Paecilomyces dactylethromorphus CBS 251.55
NR 103601 Thermoascus verrucosus CBS 605.74

0.02

Fonte: A autora (2022).
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Figura 8. Arvore de inferéncia bayesiana (Bl) baseada em sequéncias ITS de membros do género
Purpureocillium. Os valores de probabilidade a posteriori da Inferéncia Bayesiana (>0,7) séo indicados
nos entrends. A barra representa as substituic6es esperadas por sitios. Drechmeria gunnii (OSC 76404)
foi usado como grupo externo.

MT560195 Purpureocillium roseurt IOM 325363.1
_[I MTS60196 Purpureoacilium roseum 10M 325363.2
FRY34085 Purpureocilfium lifacinum FMR 7231
FR734080 Purpureocillium ilacinum FMR 8652
0,98 FR734105 Purpureocillium lilacinum JCM 8438
MHB65154 Furpureocillium lilacinum CBS 128806
MHBE534T Purpureocillium lilacinum CBS 129474

MR 165346 Purpureocillium lacinum NRREL 895 CBS 248,36
KX668542 Purpureociliium sodanum IBRC M 30175
OM423285 Purpureocillium sodanum GZUIFR 22.088
076 OM423292 Purpureacillium sadanum GZUIFR 22.085
Purpuraocillium sodanum URM 8532

~ Purpureccillium sodanum URM 8516

1 Purpureocillium sodanum URM B530

0.95 MKE32046 Purpureocilium takamizusanense BCC49261
Dl?ﬂ. MTSE6862T Purpureocillium takamizusanense RCEF3835

GU9B0040 Purpureocillium takamizusanense FE96

10,66

[ GU980041 Purpureocillium apyticola CES 744.73
1

L LC008213 Purpursociflium atypicola NBRC 101761
FR734106 Purpureociliium lavendulum FMR 10378

0,99 MHB64876 Furpureocillium lavendulum CBS 128677
MH864977 Purpureocillivm lavendulum CBS 128678

JN049822 Drechmeria gunnif OSC 76404

0.02

Fonte: A autora (2022).
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Figura 9: Arvore de inferéncia bayesiana (Bl) baseada em TEF1, RPB1 e RPB2 combinados. Os valores
de probabilidade a posteriori da Inferéncia Bayesiana (>0,7) sdo indicados nos entrenés. A barra
representa as substituicdes esperadas por sitio. T indica cepas do tipo ex. Fusarium triseptatum (CBS
258.50) foi usado como grupo externo.

Fusarium annulatum CBS 181.30
Fusarium annulatum CBS 226.49

Fusarium annulatum CBS 258.54

f Fusarium hechiense LC13644

Fusarium hechiense LC13645

1 Fusarium globosum CBS 120992

Fusarium globosum CBS 428.97

7 Fusarium siculi CPC 27188
Fusarium siculi CPC 2718%

Fusanium elaeagni LC13627

Fusarium fuikurol CBS 119855

Fusarium fujikuroi CBS 221.76

[ fusanum concentricum CBS 460.97

0,99 Fusarium concentricum CBS 453.97

Fusarium lumajangense Indo214

Fusarium lumajangense Indo63

1 Fusarium mangiferae CBS 120094
Fusarium mangiferae NRRL 25226

Fusanum profiferatum CBS 480.96

Fusarium i NRRL 28852

Fusarium panlongense LC13656

Fusarium sacchari CBS 186.33
087 Fusanum sacchari CBS 201.37
" Fusanum sacchari GBS 223.76

0,65 y Fusarium sacchari URM 8510
g Fusarium sacchari URM 8512
Fusarium sacchari URM 8513

0,82

0,98

Fusarium acutatum CBS 131573
1 Fusarium acutatum CBS 401.97
1 Fusanum acutatum CBS 402.97
Fusarium secorum NRRL 62593
Fusarium secorum NRRL 62594
— 0.68 [y Fusarium ag LC13616
L Fusarium aquaticum LCT502

[ Fusarium longicomicola NRRL 52708
1 Fusarium longicornicola NRRL 52712
Fusarium phyliophilum CBS 216.76
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Fusarium tiseptatum CBS 258.50

0.005

Fonte: A autora (2022).
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4.2. PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DO COMPLEXO DE ESPECIES FUSARIUM
FUJIKUROI (FFSC) CONTRA NASUTITERMES CORNIGER

A germinacdo dos conidios dos isolados do FFSC testados contra N. corniger
variou entre 96 e 98,5% (Tabela 2).

Tabela 2. Viabilidade dos conidios de isolados do complexo de espécies Fusarium fujikuroi,
Paecilomyces formosus e Purpureocillium sodanum selecionados para o teste de patogenicidade
contra o cupim Nasutitermes corniger.

Porcentagem da taxa de %
germinacgédo dos conidios

URM 8510 Fusarium sacchari 98,50
URM 8511 Fusarium verticillioides 98
URM 8512 Fusarium sacchari 95,50
URM 8513 Fusarium sacchari 99
URM 8514 Fusarium sp.nov. 96,50
URM 8515 Fusarium musae 96
URM 8516 Purpureocillium sodanum 94,50
URM 8530 Purpureocillium sodanum 94
URM 8531 Paecilomyces formosus 97
URM 8532 Purpureocillium sodanum 93
URM 8533 Paecilomyces formosus 99,50

Fonte: A autora (2022).

O modelo de regressao linear foi 0 mais adequado para os dados obtidos, com
as taxas de mortalidade de N. corniger causadas pelos isolados do FFSC ocorrendo
de forma crescente. Na analise de regressao, a mortalidade dos cupins causada pelos
isolados URM 8510 (R2= 0, 9793; p=0, 0013), URM 8511 (R2=0, 9923; p=0, 0003),
URM 8512 (R2=0,9606; p=0, 0034), URM 8513 (R2=0, 9592; p=0, 0036), URM 8514
(R2=0,9859; p=0,0007) e URM 8515 (R2=0,9984; p=0, 0000) apresentou resultados

significativos de acordo com o valor de p<0,05 (Figura 10).
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Figura 10: Mortalidade acumulada confirmada de Nasutitermes corniger ao longo de cinco dias apos
aplicacdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados do complexo de espécies Fusarium fujikuroi. URM 8510
Fusarium sacchari, URM 8511 Fusarium verticilloides, URM 8512 Fusarium sacchari, URM 8513
Fusarium sacchari, URM 8514 Fusarium sp. nov., URM 8515 Fusarium musae.

45.00 © URM 8510y = 8.2222x
-4,7778; R?=0,9793; P
— 40.00 =0,0013
=
= M URM 8511y =6,2778x
g 35.00 -5,3889; R? = 0,9923; P
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Z 30.00
z URM 8512y = 7,5x -
8 25.00 7,8333; R? = 0,9606; P =
g 0,0034
<
3 20.00 X URM 8513 y = 4,7222x
2 +0,0556; R? = 0,9592; P
3 15.00 =0,0036
w
2 10.00 URM 8514 y = 5,3333x
a -0,8889; R? = 0,9859; P
-
E 5.00 = 0,0007
9 URM 8515 y = 7,8333x
0.00 - 4,9444; R? = 0,9984; P
0 =0,0000
-5.00

DIAS

Fonte: A autora (2022).

Ao quinto dia de avaliacao, foi observada uma pequena variagao entre as taxas de
mortalidade causadas pelos isolados do FFSC contra N. corniger. URM 8510 e
URMB8513 de F. sacchari causaram mortalidade confirmada acumulada de 38,33% e
25,53% respectivamente, porém, nao foram observadas diferencas entre os isolados
testados (Tabela 3). Estes diferiram do controle, pois nesta situagao o0s insetos néo
apresentaram o desenvolvimento de fungos (0,00% de mortalidade acumulada

confirmada) (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade acumulada confirmada (percentual médio + desvio padréo) de Nasutitermes
corniger ap6s cinco dias de aplicacdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados do complexo de espécies
Fusarium fujikuroi.

Tratamentos Mortalidade acumulada confirmada

(%) + Desvio padrao

Controle 0,00 +0,00 c
URM 8510 Fusarium sacchari 38,33+16,91a
URM 8511 Fusarium verticillioides 26,11 + 13,57ab
URM 8512 Fusarium sacchari 31,67 £0,00 a
URM 8513 Fusarium sacchari 25,56 + 0,96ab
URM 8514 Fusarium sp. nov. 26,11 +10,72ab
URM 8515 Fusarium musae 36,67 +£ 10,00 a

*CV (%) 37,65

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0 .05)
*CV (%): Coeficiente de variagdo
Fonte: A autora (2022)

4.3. PATOGENICIDADE DE PURPUREOCILLIUM SODANUM E PAECILOMYCES
FORMOSUS CONTRA NASUTITERMES CORNIGER

A taxa de germinacao dos conidios dos isolados de P. sodanum e de P. formosus
testados contra N. corniger variou entre 93% e 99,50% (Tabela 2).

Na analise de regressao, os valores de mortalidade dos cupins causados pelos
isolados URM 8516 (R2=0,9925; p=0,0003), URM 8530 (R2= 0,9483; p=0,0051), URM
8532 (R?=0,9416; p=0,0061) de P. sodanum e URM 8531 (R2=0, 9849; p=0,008) e
URM 8533 (R?=0,9942; p=0,0002) de P. formosus foram significativos de acordo com
o valor de p<0,05. Os isolados mataram o inseto de forma crescente ao longo dos dias
avaliados, porém causando mortalidade com valores menores que o esperado (Figura
11).
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Figura 11: Mortalidade acumulada confirmada de Nasutitermes corniger ao longo de cinco dias apos
aplicacdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados de Purpureocilium e Paecilomyces. URM8530
Purpureocillium sodanum, URM 8516 Purpureocillium sodanum, URM 8531 Paecilomyces formosus,

URM 8532 Purpureocillium sodanum, URM 8533 Paecilomyces formosus.

40.00 -  URM 8530 y = 8,333x -
8,777; R%=0,9483; P =
35.00 - 0,0051
BURM 8516y = 6x + 1,111;
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0,008
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X URM 8532 y = 4,833 -
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5.00 -
URM 8533 y = 5,444x -
0.00 , 1,333; R2=0,9942; P =
0 1 2 3 4 5 6 0,0002
-5.00

Fonte: A autora (2022).

Ao quinto dia de avaliacdo, foi observada pequena variagdo entre as taxas de
mortalidade causadas pelos isolados de P. sodanum e P. formosus contra N. corniger.
Purpureocillium sodanum (URM 8530) causou mortalidade acumulada confirmada de
33,33% de N. corniger ao quinto dia de avaliacdo, enquanto URM 8532 causou
23,33% (Tabela 4). Os dados néo diferem entre si estatisticamente, com a taxa de
mortalidade sendo considerada igual para todos os isolados, porém estes diferiram do
controle. Nesta situacdo os insetos ndo apresentaram o desenvolvimento de fungos

(0,00% de mortalidade acumulada confirmada).
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Tabela 4. Mortalidade acumulada confirmada (percentual médio + desvio padréo) de Nasutitermes
corniger apos cinco dias de aplicagdo de 1 x 107 conidios/mL de isolados de Paecilomyces formosus e
Purpureocillium sodanum.

Tratamentos Mortalidade acumulada confirmada (%) +

Desvio padrao

Controle 0,00£0,00 b

URM 8516 Purpureocillium 30,56 +5,13 a
sodanum

URM 8530 Purpureocillium 33,33+6,24 a
sodanum

URM 8531 Paecilomyces 30,56 + 4,04 a
formosus

URM 8532 Purpureocillium 23,33+1,73 a
sodanum

URM 8533 Paecilomyces 25,56 + 1,53 a
formosus

*CV (%) 25,38

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0 .05)
*CV (%): Coeficiente de variagé@o

Fonte: A autora (2022).
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5. DISCUSSAO

Isolados do FFSC, de Paecilomyces e de Purpureocillium foram obtidos de
soldados e operérios de N. corniger. As espécies utilizadas neste estudo ndo estavam
causando epizootias no campo, mas devido ao histérico de entomopatogenicidade,
elas foram testadas contra N. corniger.

Os complexos de espécies de Fusarium séo relatados na literatura como os
mais ricos em linhagens entomofilas (O’'DONNELL; HUMBER; GEISER; AL., 2012) e
os estudos relacionados a sua patogenicidade contra insetos tem aumentado nos
ultimos anos como observado por (SANTOS; DINIZ; TIAGO; OLIVEIRA, 2020). Estes
autores verificaram que Fusarium inclui muitos agentes entomopatogénicos com
caracteristicas promissoras para o controle de insetos incluindo o complexo de
espécies F. fujikuroi (FFSC) que foi utilizado nesse estudo.

A patogenicidade de alguns isolados do FFSC obtidos da mosca negra dos
citrus, Aleurocanthus woglumi Ashby (Hemiptera: Aleyrodidae), foi testada contra a
mesma espécie de inseto. Os resultados foram bastante promissores com valores de
mortalidade em torno de 85% causada por F. verticillioides (BARBOSA; SANTOS;
DINIZ; ALVES et al., 2021). Fusarium fujikuroi foi testado contra Planococcus ficus
(Hemiptera: Pseudococcidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) e
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) e causaram mortalidade de 40, 50 e 70%
respectivamente (SHARMA; GONCALVES; OLIVEIRA; TORRES et al., 2018).

N&o ha estudos de isolados do FFSC testados contra N. corniger, porém ha
para o complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC). (DINIZ;
CERQUEIRA; RIBEIRO; DA COSTA et al., 2020) testaram 27 isolados do FIESC (F.
sulawesiense, F. pernambucanum e F. caatingaense) contra N. corniger e Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), obtendo taxa de mortalidade superior a 90%
contra o cupim.

Apesar dos resultados promissores apontando isolados de Fusarium no
controle de insetos, no nosso estudo F. musae, F. sachari, F. verticillioides e Fusarium
sp. nov. causaram taxas de mortalidade contra N. corniger menores que O0S
apresentados acima por outros autores. O mesmo foi observado para os isolados de
P. sodanum e P. formosus.

Purpureocillium lilacinum (Paecilomyces lilacinus) HY-4 foi testada contra

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), conhecido como o acaro-rajado, e
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obteve 73,3% de mortalidade apds seis dias de inoculagdo, obtendo assim um
resultado positivo para o biocontrole (SHIN; LEE; KO; Jl et al., 2011).

Isolados de Fusarium e um de Purpureocillium lilacinum também foram
testados contra a mosca-negra-dos-citrus, A. woglumi, e causaram 100% de
mortalidade no sétimo dia apés a inoculagcdo (MEDEIROS; LEMOS; RODRIGUES;
BATISTA FILHO et al., 2018). P. lilacinum causou alta mortalidade para Galleria
mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae), conhecida como grande traca da cera,
resultando em aproximadamente 100% de mortalidade aos sete dias pds-imersdo com
1 x 108 conidios/mL (DEMIRCI; ALTUNTAS, 2019).

O Piolho-do-algodédo, Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae),
apresentou mortalidade de 60% para os individuos tratados com P. lilacinum. Esta
espécie causou epizootias em Triatoma infestans Klug (Hemiptera: Reduviidae) e
apos isolamento foram realizados testes que resultaram em 100% de mortalidade
apos 30 dias (MARTI; LASTRA; PELIZZA; GARCIA, 2006).

Um estudo realizado com cupim, Odontotermes obesus Rambur (Blattodea:
Termitidae), verificou que isolados de B. bassiana e M. anisopliae foram virulentos a
este inseto, apresentando mortalidades significativamente mais elevadas do que M.
flavoviride, P. lilacinus e Cordyceps fumosorosea (P. fumosoroseus), que eram
apenas ligeiramente patogénicos para essa espécie de cupim. Akanthomyces lecanii
(Verticillium lecanii), Cordyceps farinosa (Paecilomyces farinosus) e Nomuraea rileyi
nao foram patogénicos, pois ndo causavam mortalidade nem qualquer tipo de
anormalidade ao longo dos dias de avaliagdo (KHAN; JAYARAJ; GOPALAN, 1993).
(KHAN; JAYARAJ; GOPALAN, 1992) corroboraram a patogenicidade de C.
fumosorosea (P. fumosoroseus) e incluiram P. lilacinus como patégeno do cupim
Odontotermes wallonensis Wasmann (Blattodea: Termitidae). Os mesmos autores
verificaram também que a espécie C. farinosa (P. farinosus) nao foi patogénica a este

cupim.

No nosso estudo, verificamos uma pequena variacdo nas taxas de mortalidade
causadas pelos fungos testados contra N. corniger e este fato pode estar associado a
origem dos fungos que foram obtidos da micobiota nativa do cupim, ou seja, estavam
presentes no organismo do mesmo e aparentemente sem causar prejuizos ao inseto

no seu ambiente natural.
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Associagdes entre fungos e insetos sdao comuns e podem ser altamente
especificas e obrigatérias ou casuais. Mais de 40 espécies fangicas estdo associadas
a broca do café (Hypothenemus hampei, Coleoptera: Curculionidae (PEREZ;
INFANTE; VEGA; HOLGUIN et al., 2003) e aproximadamente 0 mesmo namero com
o0 cupim subterraneo Reticulitermes flavipes. A espécie mais conhecida de cupins
cultivadores de fungos € Macrotermes bellicosus da familia Termitidae. Esta espécie
e todos os cupins fungiformes vivem numa simbiose obrigatéria com Termitomyces
(Basidiomycota) (VEGA; BLACKWELL, 2005b).

O fungo ajuda a degradar o material derivado das plantas, como madeira, erva
seca, ninhada foliar sobre a qual vivem os cupins (JOHNSON; LAMB; WOOD, 2009).
Vérias fungdes possiveis foram propostas: (1) decomposicéo da lignina para melhorar
a palatabilidade dos alimentos e acesso a celulose (OHKUMA, 2003); (2) aquisicdo
de celulases fungicas e xilanases para trabalhar sinergisticamente e
complementarmente com as enzimas enddgenas dos cupins (ROULAND-LEFEVRE,
2000) (3) enriguecimento dos alimentos com nitrogénio devido ao metabolismo
intensivo dos hidratos de carbono (HYODO; TAYASU; INOUE; AZUMA et al., 2003);
e (4) producéao de calor e agua metabdlica. Alguns estudos sugerem que o papel do
fungo pode diferir em diferentes cupins (HYODO; TAYASU; INOUE; AZUMA et al.,
2003; ROULAND-LEFEVRE, 2000). Os mesmos autores relataram que o papel do
fungo em espécies do género Macrotermes foi principalmente para degradar a lignina,

enquanto o fungo em trés outros géneros serviu principalmente como alimento.

Em experiéncias manipuladas em condi¢des de campo, (MESQUITA; LACEY;
LECLANT, 1997) demonstraram o potencial de Aphelinus asychis (Hymenoptera:
Aphelinidae) e Cordyceps fumosorosea (Paecilomyces fumosoroseus) utilizados em
combinagcdo para controlar o pulgdo de trigo russo, Diuraphis noxia Kurdjumov

(Hemiptera: Aphididae),.
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6 CONCLUSOES

e A hipétese de que fungos da micobiota nativa do cupim N. corniger seria
eficiente no seu controle n&o foi aceita, pois os fungos apesar de matarem o
inseto, apresentaram baixa taxa de mortalidade para controle biolégico. As
espécies de Fusarium, Paecilomyces e de Purpureocillium da micobiota nativa
de N. corniger sdo pouco eficazes no controle bioldgico deste inseto, uma vez
gue as condi¢cdes de campo tendem a diminuir ainda mais a sua capacidade
de controle

¢ A micobiota nativa dos cupins é uma fonte de novas descobertas fungicas.
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