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RESUMO: Coprotermes gestroi (Wasmann) é considerada uma das
espécies mais destrutivas de cupins subterrineos, por causar danos
a edificacées, 4 arborizagio urbana e a culturas. Uma alternativa
para o controle desse inseto pode ser o uso de agentes biocon-
troladores, como os fungos entomopatogénicos. Isaria (Persoon)
tem sido indicado no controle de térmitas subterrineos, inclu-
sive do género Coptotermes. Dessa forma, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar isolados de fsaria patogénicos ao
cupim C. gestroi. Os insetos pulverizados com suspensoes fingi-
cas de I farinosa, I. fumosorosea e I. javanica foram avaliados dia-
riamente para a determinacio da mortalidade. Todos os isolados
foram patogénicos, ocasionando mortalidade acima de 70%, e viru-
lentos, apresentando uma sobrevivéncia média de 2,0 a 3,9 dias.
Contudo, os isolados ESALQ-1205 de /. farinosa, ESALQ-1296
de I. fumosorosea e os isolados URM-4995 ¢ URM-4993 de
I javanica mostraram-se mais virulentos. A CL, | estimada para os
isolados ESALQ-1205 de L. farinosa, URM-4995 de 1. javanica e
ESALQ-1296 de 1. fumosorosea resultou em valores de 3,7 x 10°,
1,4x10°¢ 2,7 x 10° conidios mL"!, respectivamente. Tais resultados
confirmam a eficiéncia dos isolados testados sobre os operdrios de
C. gestroi. No entanto, novos estudos sao necessrios para verificar a
melhor forma de utiliza¢io, bem como a sua efetividade em campo.

PALAVRAS-CHAVE: térmitas; controle microbiano;

patogenicidade; sobrevivéncia.

ABSTRACT: Coptotermes gestroi (Wasmann) is considered
to be one of the most destructive species of subterranean
termites because of the damage caused on edifications, urban
trees, and crops. One alternative to control it is the use of
biocontrol agents, such as the entomopathogenic fungi.
The genus Iaria (Persoon) has been suggested for the control
of subterranean termites, including the Coptotermes genus.
Therefore, the present work aim was to select isolates of Isaria
pathogenic to C. gestroi. The workers were sprayed with fungi
suspensions of 1. farinosa, 1. fumosorosea and I javanica, and
evaluated every day to determine mortality. All isolates were
pathogenic towards C. gestroi with mortality rates higher
than 70%, and virulent, with mean of survival of 2.0 up
to 3.9 days. Among the isolates, the ESALQ-1205 isolate
of I farinosa, the ESALQ-1296 isolate of I fumosorosea,
URM-4995 and URM-4993 isolates of . javanica showed the
highest virulence. The estimated CL,; for the ESALQ-1205
isolate of I farinosa, URM-4995 isolate of I. javanica and
ESALQ-1296 isolate of 1. fumosorosea was 3.7 x 10°, 1.4 x 10°
and 2.7 x 10° conidia mL", respectively. These results suggest
high efficiency of these isolates towards the C. gestroi workers.
Nevertheless, further studies are necessary to determine a way
of using them as well as their efficacy in field.
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INTRODUCAO

Coptotermes gestroi (WASMANN) ¢ um térmita subterraneo de
origem asidtica, considerado como praga agricola e de edi-
ficagbes, o qual vem se estabelecendo nas regides tropical
e subtropical do mundo (JENKINS er al., 2007). No Brasil,
existem grandes infestacoes na regido Sudeste, além de ocor-
réncias registradas nos estados de Pernambuco (FONTES;
VEIGA, 1998), Ceard, Bahia, Pard e Parand (FErraz, 2000).
Os individuos desta espécie, além de causarem enormes
danos a edificagbes urbanas ou rurais, comprometem a
arborizagio urbana e sdo considerados como praga agricola
(FonTEs, 1995; Costa-LEONARDO, 2002).

A principal tdtica de controle utilizada para diminuir
as infestacoes de térmitas subterrineos como o C. gestroi é a
aplicacao de inseticidas. No entanto, mesmo com a substitui-
¢do dos clorados por outros grupos de inseticidas de menor
poder residual, como piretroides, neonicotinoides, fenil pira-
zol, reguladores de crescimento e éter difenilico, a utilizacio
desses produtos ainda apresenta alguma limitagio, como o
efeito residual (PoTENZA; ZORZENON, 2006). O controle de
C. gestroi se torna ainda mais dificil devido ao enorme tamanho
de suas populagées, ninhos policdlicos, presenca de neoténicos
e forrageamento a longas distincias (Costa-LEONARDO, 2002).

Uma alternativa para o controle desse inseto pode ser
o uso de agentes biocontroladores, especialmente os fungos
entomopatogénicos, pois as condigoes dos ninhos dos cupins,
com temperatura moderada e umidade alta, contribuem para
o crescimento de espécies de fungos e sdo fatores importantes
para a sobrevivéncia e a propagagio desses agentes de controle
biolégico (Kramm ez al., 1982; IaNoFro0, 1992). CHOUVENC
et al. (2011), analisando 50 anos de pesquisa sobre o con-
trole microbiano de térmitas, constataram que 65% de todos
os experimentos relatados testaram uma espécie fiingica; das
mais de 20 espécies testadas para a patogenicidade, cerca de
15 mostraram-se virulentas.

Estudos t¢m demonstrado que Merarhizium anisopliae
(Mestsch.) Sorok. é virulento a térmitas subterrineos e causa
grande mortalidade em alados e operdrios de Coprotermes
(WriGHT et al., 2005; MAKETON et al., 2007). Além disso,
nio apresentam repeléncia a esses térmitas, sendo bons can-
didatos para o uso em campo (WriGHT; CORNELIUS, 2012).
Sugere-se ainda seu uso como isca, em uma mistura de conidios
e atrativos (WANG; POWELL, 2004; BALACHANDER ¢z 4/., 2013).

Contudo, fungos do género fsaria (Persoon) tém se desa-
tacado no controle de espécies de térmitas subterrineas, através
da utilizagao de linhagens de Lsaria fumesorosea (=Paecilomyces
Sfumosoroseus) (Wize) e [saria javanica (=Paecilomyces javanicus)
(Friedrichs e Bally), que produzem grande quantidade de iné-
culo em meios sélidos. Sio ficeis e baratos de serem prepara-
dos, além de nio serem repelentes, o que facilita a dissemina-
¢ao entre os individuos (WRIGHT et al., 2003; MEIKLE et al.,
2005; WRIGHT et al., 2008; YANAGAWA ¢t al., 2008; WRIGHT;

CORNELIUS, 2012; DUNLAP ez al., 2012). O uso deste pat6-
geno tem sido pesquisado e recomendado para o controle
desses térmitas na forma de pé seco, pé molhdvel associado
ou nio com queratina hidrolisada (WRiGHT ¢t al., 2003;
Duntar et al., 2007; WRIGHT ¢t al., 2008, 2012). A espuma
de queratina foi desenvolvida como um mecanismo de libe-
racdo biologicamente compativel com o agente de controle
microbiano, para permitir a expansio do patdgeno no cupin-
zeiro (DUNLAP ez al., 2007, 2012).

Além disso, Lsaria spp. é empregado em escala comercial
em cultivos protegidos na Europa e nas Américas do Norte e
Latina, para o controle de pulgées, mosca-branca, tripes, cocho-
nilhas, 4caros, coledpteros e cigarrinhas (FaR1A; MAGALHAES,
2001; ALvEs et al., 2008). No Brasil, Lsaria spp. tem sido pro-
duzido no estado de Mato Grosso para o controle do percevejo
de renda da seringueira, Leptopharsa heveae (Drake & Poor)
(Heteroptera: Tingidae) (ALvEs ez al., 2008).

Tendo em vista que em programas de controle micro-
biano a selegao de isolados patogénicos para o inseto alvo é
uma etapa de fundamental importéncia, o trabalho teve como
objetivo verificar o efeito dos isolados de trés espécies de Isaria
sobre o cupim C. gestroi.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos insetos

Os insetos foram coletados mediante o uso de armadilhas de
papeldo corrugado, envoltas em tubo pldstico de acordo com
a metodologia descrita por Costa-LEoNARDO (2002). As
armadilhas foram colocadas diretamente no solo, préximas
a um tronco de abacateiro (Persea americana Mill) infestado
de C. gestroi, localizado no bairro de Iputinga, Recife (PE).
Posteriormente, as iscas com os cupins foram acondicionadas
em laboratério, com temperatura aproximada de 26 * 2°C,

umidade acima de 60% e escotofase constante.

Obtencao, multiplicacao
e viabilidade dos isolados

Os isolados investigados de fsaria obtidos de diferentes hos-
pedeiros e localidades (Tabela 1) foram mantidos na mico-
teca do Laboratdrio de Patologia de Insetos da UFRPE, apéds
revigoramento em operérios de C. gestroi.

Inicialmente, os isolados foram repicados para placas de
Petri, contendo meio batata-dextrose-dgar mais antibidtico
(BDA+A). Ap6s sete dias foram feitas placas cheias contendo
meio completo (MC), constituido de extrato de levedura,
glucose, sais minerais, 4gar e dgua destilada, sendo os isola-
dos uniformemente espalhados por toda a extensio da placa,
com o auxilio da al¢a de Drigalsky. As placas permaneceram

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.81, n.3, p. 232-237, 2014

233



234

E.M. Passos et al.

Tabela 1. Procedéncia (localidade e hospedeiro) dos isolados
de Isaria farinosa, Isaria javanica e Isaria fumosorosea utilizados
sobre Coptotermes gestroi.

Isolados Localidade Hospedeiros
I. farinosa
ESALQ-1205 Santa Fé do Sul- SP Bemisia tabaci
ESALQ-1355 Aldeia- PE Brassolis sopharae
I. javanica
URM-4993 Rio Grande do Sul Coleoptero
URM- 4995 Rio Grande do Sul Coledptero
I. fumosorosea
ESALQ-1296 Piracicaba- SP B. tabaci
ESALQ-1297 Ipedna- SP Lagria villosa

em estufa incubadora B.O.D. a 26 *+ 1°C, com fotofase de
12 horas para germinacio e crescimento dos isolados.

Posteriormente, foram preparadas suspensoes fungicas,
adicionando-se 10 mL de dgua destilada esterilizada mais espa-
lhante adesivo Tween 80 (0,01%), sendo os conidios removi-
dos com a ajuda de uma espdtula de borracha. As suspensées
resultantes, depois de filtradas em gaze esterilizada, foram
aferidas e ajustadas para concentragao de 107 conidios mL"
mediante quantificagio em cAmara de Neubauer, utilizando-se
microscopio 6ptico.

A viabilidade dos isolados foi avaliada segundo a meto-
dologia descrita por ALvEs; MoRaEs (1998).

Verificacao da patogenicidade e
viruléncia dos isolados

Na avaliagao da patogenicidade, para cada isolado, 70 operdrios
de C. gestroi agrupados em uma placa de Petri (15 x 2,0 cm)
foram pulverizados de maneira uniforme e simultnea, com
1 mL de suspensio a 107 conidios mL", utilizando-se microa-
tomizador “Paasche Airbrush” elétrico, modelo “VL”, acoplado
a um compressor regulado para 5 libras de pressao. Na tes-
temunha, os insetos foram pulverizados com dgua destilada
e espalhante adesivo a 0,01%. Apds a aplicacio, com o auxi-
lio de um pincel umedecido, os cupins foram transferidos
em grupos de 10 para placas de Petri (9,0 cm) forradas com
papel de filtro umedecido, contendo pedagos de papelio cor-
rugado (2,0 x 2,0 cm), o qual servia como abrigo e fonte de
alimento. Para a manuten¢io da umidade, as placas com os
cupins eram fechadas com filme pldstico. Os cupins tratados
foram mantidos em temperatura ambiente 26 & 2°C ¢ esco-
tofase constante. O experimento foi conduzido em delinea-
mento inteiramente casualizado, com sete tratamentos e sete

repetigoes, sendo cada parcela constituida por 10 operdrios.

A mortalidade foi avaliada diariamente, e os cupins mortos
foram transferidos para cAmara imida, mantidos em B.O.D.
226+ 1°C e 12 horas de fotofase para confirmagio do agente
causal. Os dados de mortalidade média foram transformados
em arco-seno V (x + 0,5) e submetidos 2 andlise de variancia
(ANOVA), utilizando o Proc ANOVA do SAS (SAS INSTITUTE,
1999-2001); as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Mediante os dados de mortalidade confirmada, determi-
nou-se a porcentagem de sobrevivéncia média. Os dados foram
submetidos ao teste Long-Rank, através do método Kaplan-
Meyer por pares de isolados, usando o Proc Lifetest do SAS
(SAS InsTITUTE, 1999-2001).

Estimativa da CL,_,

A partir dos resultados obtidos no teste de patogenicidade,
um isolado de cada espécie foi selecionado para investigacao
da concentragao letal. Suspensées dos isolados ESALQ-1205
de Laria farinosa (=Paecilomyces farinosus) (Holmsk.) Fr.,
ESALQ-1296 de 1. fumosorosea e URM-4995 de I javanica
foram ajustadas a 10°, 5x10°, 10, 5x106, 107, 5x107, 10%coni-
dios mL"! e usadas para pulverizar os cupins, compondo os
tratamentos. No grupo controle foi aplicada dgua destilada
esterilizada e Tween (80) a 0,01%. Para cada tratamento foram
utilizadas seis repeti¢des com 12 operdrios pulverizados, com
1 mL de cada suspensio. Na preparagio e aplicagao das sus-
pensoes, determinagio da viabilidade de conidios, acomoda-
¢io dos cupins e avaliagoes, foi utilizada a mesma metodologia
empregada no experimento de patogenicidade. A mortalidade
foi avaliada por um periodo de quatro dias, e os insetos mor-
tos foram transferidos para a cAmara imida, sendo mantidos
em B.O.D. a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase para confir-
magio do agente causal. A partir dos dados de mortalidade
confirmada estimou-se a CL,, empregando-se o Proc Probit
do programa estatistico SAS (SAS INsTITUTE, 1999-2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Patogenicidade e
viruléncia dos isolados

Os isolados de Isaria spp. testados apresentaram viabilidade
superior a 95%, o que demonstra a alta capacidade germina-
tiva dos mesmos. As mortalidades obtidas através dos isolados
de I farinosa, 1. javanica e I. fumosorosea foram superiores a
70%, enquanto na testemunha esta porcentagem foi inferior
a 10%, nio sendo necessdrio corrigir a mortalidade, demons-
trando que todos os isolados sao patogénicos ao cupim C. gestroi,
capazes de desencadear doenga e levar & morte. Contudo, os
valores de mortalidade confirmada diferiram significativamente
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entre o isolado ESALQ-1297 de I fiumosorosea, que ocasio-
nou 70,24% de mortalidade, e os isolados ESALQ-1205 de
1. farinosa e URM-4995 de I. javanica, que causaram morta-
lidades de 97,14 e 100%, respectivamente (Tabela 2).

A sobrevivéncia, ou seja, o tempo de vida dos cupins
apds receberem o tratamento com as suspensées flingicas, nas
condigées de laboratério previamente relatadas, foi demons-
trada em média (Tabela 2) e em sobrevivéncia didria (Fig. 1).
Ambas indicam a intensidade ou o grau com que o patdgeno
causa a enfermidade. Com o tratamento fingico, os cupins
apresentaram uma sobrevivéncia média de 2,0 a 3,9 dias,
diferindo significativamente entre os isolados, ¢ destes com o
grupo controle, que apresentou valor médio de sobrevivéncia
de 13,7 dias (Tabela 2). Os isolados se comportaram como
um patdgeno rdpido sobre o hospedeiro, e, portanto também
sao adequados como inseticidas microbianos em introducio
inundativa (ALves; LEucoNa, 1998).

Diferengas na sobrevivéncia didria entre o grupo con-
trole e os tratamentos reforcam o efeito patogénico dos iso-
lados sobre o cupim C. gestroi. Observou-se tempo de vida
de até 35 dias para os cupins pertencentes ao grupo con-
trole, e de no méximo 7 dias nos tratamentos (Fig. 1). J4 a

variagio na sobrevivéncia entre os isolados indica diferentes
niveis da doenga ocasionada por eles, sendo que os isolados
ESALQ-1297 de 1. fumosorosea e ESALQ-1355 de 1. farinosa
sobrepoem-se e sio responsdveis por maior tempo de vida em
relagio aos demais isolados, demonstrando menor agilidade
no processo de infecgao (Fig. 1).

Assim, de acordo com os dados de mortalidade e sobre-
vivéncia apresentados, pode-se afirmar que os isolados
ESALQ-1205 de 1. farinosa, ESALQ-1296 de 1. fimosorosea e os
isolados URM-4995 ¢ URM-4993 de 1. javanica mostraram-se
mais virulentos sobre o cupim C. gestroi, ocasionando percen-
tuais elevados de mortalidade em menor periodo de tempo.

Embora os isolados de 1. javanica tenham se destacado
entre os mais virulentos, o estudo de aspectos morfolégicos
desses dois isolados, também sobre C. gestroi, constatou maior
crescimento da colénia de URM-4995 (Lopks et al., 2011),
confirmando a sua indica¢do, visto que tal caracteristica favo-
rece a disseminagio entre os cupins.

Quanto ao /. fumesorosea, este tem demonstrado ser efi-
ciente sobre outras espécies de Coprotermes, chegando a oca-
sionar 100% de mortalidade sobre Coprotermes formosanus
(Shiraki) (YANAGAwA et al., 2008; MEIKLE et al., 2005). Testes
avaliando a sobrevivéncia de C. formosanus pulverizados com

1. fumesorosea comprovaram que este ¢ até mais virulento do
que o produto comercial & base do fungo M. anisopliae (MEIKLE
et al., 2005), e ocasiona maior mortalidade aos térmitas do
que este patdgeno (WRIGHT; CORNELIUS, 2012). Uma for-
mulacio a base de blastosporos de 1. fumesorosea, com uso de
queratina hidrolisada como surfactante, também jd foi testada,
patenteada e recomendada para o controle de C. formosanus
(Duntiar et al., 2007, 2012). Estudos de comportamento

Tabela 2. Mortalidade confirmada (%) aos cinco dias e
sobrevivéncia média (dias) de Coptotermes gestroi por
isolados de Isaria spp. (107 conidios mL"). Temp.: 26 £ 2°C;
UR 70 £ 10% e escotofase.

Isolados Mortalidade (%)' Sobrevivéncia (dias)?
ESALQ-1205 97,1+ 1,84a 2,8£0,09c
ESALQ-1297 70,24 +9,90b 3,9+0,18b
ESALQ-1355 92,2+ 3,10ab 3,7£0,15b
ESALQ-1296 92,5+ 3,8ab 3,0+0,10c
URM-4993 82,06 +6,81ab 2,8+0,12c
URM-4995 100,0a 2,0£0,09¢c
Testemunha - 13,7+0,80a

F5:4l = 3,7900074 X2 = 246,3 00001

'Médias (£ EP) sequidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey; 2médias seguidas da mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Log-Rank por pares de isolados apds analise de
sobrevivéncia pelo método Kaplan-Meyer.

1004 —e— Testemunha
rrrrr o ESALQ-1205
80 | ~+ ESALQ-1297
\ —-— ESALQ-1355
© ﬂ = ESALQ-1296
2 I — o URM-4993
c 1 o=
g 60 ‘\% ~—+— URM-4995
g |l
ga0{
0 | &
il
200 4
" *v
04+l = . . . e ®
5 10 15 20 25 30 35

Dias

Figura 1. Sobrevivéncia diaria (%) do cupim Coptotermes
gestroi tratado com isolados de Isaria spp. avaliada até a morte
do ultimo individuo.

realizados recentemente mostraram ainda que este fungo nao
¢ repelente a operdrios desses térmitas, o que os tornam alta-
mente suscetiveis a infeccao (HUssAIN et al., 2010; WRIGHT;
CornELIUS, 2012), sugerindo possibilidade de utilizagao na
forma de isca.

Embora existam diversos estudos a respeito do potencial
no controle de térmitas com /. fumesorosea e poucos estudos
com /. javanica, micoinseticidas a base de linhagens dessas
duas espécies j4 foram patenteadas nos Estados Unidos, para
o controle de cupins subterrAneos (WRIGHT ¢t al., 2003,
2008). Contudo, estudos a respeito de /. farinosa para o con-
trole de térmitas sdo raros, ou mesmo inexistentes. Desta
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Tabela 3. Estimativa da Cl, para os isolados de Isaria spp. sobre o cupim Coptotermes gestroi.

CL,, (Conidios mL)

Inclinacdo da reta

2

Isolado n GL 1C95% (B + EP) X Valor p
3,7x10°

ESALQ-1205 447 5 2,31+0,26 0,76 0,9797

e (2,9x10°-4,5x 10%
URM-4995 391 4 1.4x10° 2,55+0,24 2,18 0,7034
(1,2x 10°-1,8x 10°) U ' ’

2,7x 10¢

ESALQ-1296 409 4 2,24+0,19 2,80 0,5911

(2,3x 10°-3,4x 10°)

GL: Grau de Liberdade para teste de qui-quadrado (2); significincia a 5% de probabilidade; (B + EP): coeficiente angular da reta * erro padrdo.

forma, acredita-se que este trabalho seja o primeiro, ou um
dos poucos, a registrar o potencial desta espécie de fsaria no
controle desses insetos.

Durante as avaliagoes didrias foi possivel observar, em todos
os tratamentos ¢ na testemunha, um comportamento de ata-
que, caracterizado pela presenca de operdrios de C. gestroi com
a cabega separada do corpo, ou somente a cabeca. Esse ataque
faz parte de um conjunto de comportamentos de defesa con-
tra esse tipo de patdgeno, também registrado nesse mesmo
género de cupim, tratado com fsaria (YANAGAWA et al., 2011).
Demonstra a tentativa de remover o material recém-aplicado,
j& que os ataques se concentraram basicamente nas primei-
ras 24 horas.

Estimativa da CL_,

Como os isolados das trés espécies estudadas se destacaram na
avaliagao da viruléncia, um isolado de cada espécie foi sele-
cionado para investigacio da concentracio letal. Estimou-se,
portanto, a CL50 para os isolados ESALQ-1205 de 1. farinosa,
URM-4995 de [. javanica e ESALQ-1296 de 1. fumosorosea,
resultando em valores de 3,7 x 10°, 1,4 x 10° ¢ 2,7 x 10° coni-
dios mL", respectivamente. Estes diferem entre si pelo intervalo
de confianca, contudo, nas curvas de concentra¢io de mor-
talidade nio foi observada diferenga em relagio 2 inclinagao
das retas (Tabela 3). Tais resultados corroboram os dados de

mortalidade j4 apresentados, indicando nido haver diferenca
na mortalidade ocasionada pelos isolados. Assim, confirma
a eficiéncia sobre os operdrios de C. gestroi e demonstra que
pode ser usado em uma dosagem menor, tornando-se mais

econdmico no caso de uma possivel aplicagio em campo.

CONCLUSOES

Os isolados de 1. farinosa, I. javanica e I. fumesorosea se
mostraram patogénicos e virulentos, tendo os isolados
ESALQ-1205 de 1. farinosa, ESALQ-1296 de 1. fumosorosea
e os isolados URM-4995 e URM-4993 de /. javanica se des-
tacado como mais virulentos. Portanto, sio mais indicados
no controle do cupim C. gestroi. As diferencas encontradas
na propor¢ao de cupins mortos e tempo de sobrevivéncia,
ap6s tratamento, devem-se a grande variabilidade genética
existente entre isolados de espécies diferentes ou da mesma
espécie. Os testes de patogenicidade e a avaliagao da virulén-
cia, através da andlise de sobrevivéncia, sio fundamentais na
selecio dos isolados mais promissores. Desta forma, este tra-
balho representa uma importante contribuicao para o controle
biolégico de C. gestroi com o uso de fungos do género fsaria.
Porém, sdo necessdrios estudos para verificar a melhor forma

de utilizagio e sua efetividade em campo.
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