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AVALIACAO DO CONTROLE BIOLOGICO DE CUPINS URBANOS
POR Metarhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) (SOROKIN)

Daiana da Costa Pereira '

Erica Caldas S. de Oliveira?

Valéria Veras Ribeiro ?

RESUMO

O controle bioldgico constitui uma relevante ferramenta para a manutengdo do balango
populacional de pragas. Tomando como base o uso de organismos no controle de pragas, esta
pesquisa objetivou usar Metharizium anisopliae no controle de cupins urbanos da espécie
Nasutitermes corniger. Os cupins foram coletados em areas urbanas do municipio de
Campina Grande — PB, durante 0 més de maio de 2017. No experimento inoculos liofilizados
de M. anisopliae, apresentados na concentra¢io de 5x10'° por grama, foram suspendidos em
agua destilada utilizando agitador magnético até obtencao de solu¢des com esporos. Partindo
da concentragdo de 5x10'° por grama de inoculo, foram realizados cinco tratamentos, tendo
sua dilui¢io minima por mililitros indicada pelo fabricante: Tratamento 1 (Agua destilada,
sem adi¢cdo de conidios), Tratamento 2 — 10g (concentragdo — 50x10" conidios/mL)
Tratamento 3 - 20g (concentragio — 100x10' conidios/mL); Tratamento 4 — 30g
(concentragdo — 150x10'® conidios/mL) e Tratamento 5 — 40g (concentragdo — 200x10'
conidios/mL) de inoculos, com quatro repeticdes e leituras realizadas entre 24, 48, 72 e 96
horas. As solugdes foram pulverizadas sobre soldados da espécie N. corniger acondicionados
em placas de Petri, cada placa com 10 soldados. Os dados resultantes da mortalidade foram
transformados pela raiz quadrada de (X+5) e analisados estatisticamente pela andlise de
variancia e médias pelo teste de Tukey. Com os resultados obtidos, verificou-se que ndo
houve significancia estatistica para as varidveis tratamentos e horas, sendo significativo pelo
teste de Tukey a 1% a interagdo entre as mesmas. Nas primeiras 24 horas constatou-se uma
maior mortalidade de cupins para o T2, seguido de um aumento da mortalidade apds 48 horas
(7,51), nas 72 horas de monitoramento registrou-se um aumento da mortalidade nos
tratamentos T3 (6,93) e T4 (6,75). Considerando o desenvolvimento micelial, observou-se
que o micélio vegetativo ocorreu as 72 horas nos T3, T4 e T5. O método de inoculag¢do por
contato direto dos insetos com a cultura fungica foi eficiente, tendo ocasionado 100% de
mortalidade nas doses testadas, o que comprovou a patogenicidade e a viruléncia de M.
anisopliae para N. corniger em condicdes de laboratorio.

Palavras-chave: Bioinseticida. Fungo entomopatégeno. Térmitas.

' Aluna de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus 1. E-mail:
daiana.costa68 1 @outlook.com

? Professoras do Departamento de Biologia da UEPB — Campus I
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1 INTRODUCAO

O biocontrole prevé o uso racional de organismos vivos (fungos, bactérias, virus,
predadores e parasitoides) visando a reducdo das populagdes pragas, sem interferir na populagdo
de inimigos naturais, sendo empregado como alternativa para diminuir ou evitar a utilizagdo de
inseticidas quimicos convencionais. Entre os microrganismos entomopatogénicos, destacam-se
os fungos como agentes de controle biologico, por apresentarem vantagens como: capacidade de
atacar os insetos em todos os estagios de desenvolvimento, capacidade de penetrar via tegumento
e, normalmente estarem presentes como componentes naturais em muitos ecossistemas terrestres

(JACKSON; ALVES; PEREIRA, 2000).

Fungos tém sido foco de pesquisas no controle biologico natural de cupins, estes
patdégenos sdo mais lentos no processo de colonizagdo, causando assim mudancas
comportamentais e fisiolégicas, matando lentamente e, portanto, desenvolvendo alto potencial
para a disseminagdo do indculo através do contato social entre os membros da colonia. Todavia,
temperatura e umidade constantes e a condicdo de escuro nas galerias subterraneas dos cupins,
favorecem também o crescimento e desenvolvimento do fungo (NEVES; ALVES, 2004; PIRES
etal., 2010).

O controle dos cupins se tornou mais dificil com a proibi¢ao do uso de produtos clorados
(Portaria no 329 de 02/09/85, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), devido
ao alto poder residual e danos ao meio ambiente (BRASIL, 1985). Os efeitos deletérios
decorrentes do uso indiscriminado e incorreto desses inseticidas quimicos no controle aos cupins,
levam pesquisadores a concentrarem seus esforcos na busca de métodos alternativos, como
controle biologico por fungos entomopatogenos no sentido de preservar o meio ambiente
(ALBUQUERQUE et al., 2005).

Existem cerca de 280 espécies de cupins ou térmitas no Brasil (CONSTANTINO, 2005),
mas apenas uma pequena parcela resiste a urbanizagdo. As caracteristicas biologicas dos cupins,
aliadas a expansao das cidades, tém proporcionado, cada vez mais, a transformagao de um maior
numero de espécies de cupins, cerca de 18, em pragas urbanas (CONSTANTINO, 2002). O
maior problema tem sido o ataque a moveis, obras de arte, bibliotecas e madeiramento de
construcdo. O controle ¢ geralmente dificil, nem sempre eficaz, sendo mais recomendavel adotar

medidas preventivas (COSTA-LEONARDO et al., 2007).
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Entre os térmitas a subfamilia Nasutitermes, destaca-se pela diversificacdo e ampla
dispersao, dominando a fauna da América tropical, neles estdo incluidos os nasutos, cupins cujos
soldados apresentam a cabeca modificada para defesa quimica, um longo tubo frontal com um
poro na ponta, através do qual ejetam uma substancia toxica ou repelente (CONSTANTINO,

1999).

Deste modo, o controle de cupins por fungos entomopatdogenos tem sido objeto de
pesquisas importantes com a finalidade de melhor preservar o meio ambiente. Os fungos
entomopatogénicos: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin tem apresentado resultados promissores em bioensaios visando o controle de
cupins das espécies: Cornitermes cumulans (Kollar,1832) (Isoptera: Termitidae) (NEVES;
ALVES, 2004) e Nasutitermes coxipoensis (ALBUQUERQUE et al., 2005; LOUREIRO;
MOINO JR, 2006, CUNHA et al., 2009).

Face ao exposto e considerando uma abordagem na area de producdo de bioinseticidas,
estd pesquisa buscou avaliar a atividade cupinicida da espécie M. anisopliae sobre cupins

urbanos da espécie Nasutitermes corniger, em condicdes de laboratorio.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade cupinicida do inoculo de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin, no controle biolégico de cupins urbanos da espécie Nasutitermes corniger
(Motschulsky).

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer padroes de respostas dos cupins submetidos a inoculacdo pelos fungos em

condicdes de laboratorio;
Determinar o tempo de emissdo do micélio apos a inoculagao;

Testar a acdo patogénica do fungo M. anisopliae em populagdes de cupins urbanos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Controle Bioldgico

O controle bioldgico consiste na utilizagdo de inimigos naturais para controlar
populagdes de pragas que acarretam prejuizos, evitando assim, a utilizagdo de produtos
quimicos nocivos. Trata-se, portanto, de um método eficiente e sustentdvel que agride menos

0 meio ambiente.

VALICENTE (2009) destaca que com o aumento continuo da populagdo e,
consequentemente, uma maior demanda por alimentos, houve nos anos de 1950 uma maior
utiliza¢do de produtos quimicos para realizar um controle fitossanitario eficiente. Porém, com
a utilizagdo desses produtos quimicos muitos problemas ambientais comecaram a surgir em
larga escala, como intoxicagdo dos aplicadores, contaminagdo de rios e nascentes e dos
produtos para consumo /n natura, ocasionando ainda morte de inimigos naturais. Ao final dos
anos 50 surge o conceito de Manejo Integrada de Pragas (MIP), que consiste em varias
estratégias de controle e fatores de mortalidade naturais restaurando o equilibrio natural

desfeito pelo uso desses produtos nocivos.

3.2 Fungos Entomopatogénicos

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

Entre os fungos entomopatogénicos mais empregados no controle de pragas estdo
Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912), M. anisopliae ¢ Paecilomyces fumosoroseus (Wise)
(Holm ex SF Gray), (YOSHIDA, 2007).

Os fungos patogenos de insetos tém como hospedeiros primarios os afideos, moscas-
brancas, gafanhotos, moscas, besouros, lagartas, tripes ¢ acaros. Possuem largo espectro de
acdo, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar, com frequéncia,

epizootias em condi¢des naturais (ALVES et al., 2008). Esses patogenos também se diferem



15

de outros grupos por ter a capacidade de infectar todos os estadios de desenvolvimento dos

hospedeiros (ALVES op cit.).

Fungos entomopatdgenos sao responsaveis por 80% das doencas causadas em insetos
e possuem a vantagem de ter uma grande variabilidade genética, o que evita possiveis

problemas de resisténcia de pragas a este patogeno (ALVES, 1998).

M. anisopliae é um deuteromiceto amplamente distribuido na natureza e pode ser
encontrado facilmente em solos, onde sobrevive por longos periodos (ALVES op cit).
Considerado patogénico para um grande niimero de espécies de artropodes, foi o primeiro
microrganismo a ser reconhecido pela sua importancia para controle de pragas na agricultura
(FRAZZON et al., 2000). A espécie esta classificada Reino Fungi, Sub-reino Dykarya, Filo
Ascomycota e familia Moniliaceae (HIBBETT; ZHANG, 2007).

No Brasil, o interesse em pesquisas com fungos entomopatogénicos iniciou-se com a
ocorréncia epizodtica de M. anisopliae sobre diversas espécies de cigarrinhas da cana de
acucar, na década de 60 e hoje a area tratada com esse fungo no Brasil ¢, aproximadamente,
de um milhdo de hectares (ALVES et al., 2008).

O ciclo biologico dos fungos entomopatogénicos, inclusive M. anisopliae apresenta
duas fases: uma saprobia e outra parasitaria. Na fase saprobia, o ciclo inicia-se com a
germinacao de conidios, os quais emitem um ou mais tubos germinativos, que se diferenciam
em hifas, formam um intricado sistema de entrelacamento, constituindo-se em micélio onde
surgem os conidioforos. Na extremidade destes, diferenciam-se as fidlides, que produzem no
apice, conidios (RIBEIRO, 1990; RIBEIRO et al., 1992).

Os conidios germinam e formam apressorios os quais penetram no hospedeiro por
acdo mecanica e enzimatica. Na fase parasitaria, os conidios no interior do inseto se
diferenciam em estruturas leveduriformes, as quais secretam toxinas que invadem os tecidos
do inseto. Apds a morte dos insetos as hifas emergem formando conidioforos e conidios, que
se dispersam e reiniciam o ciclo, fora do inseto (LUNA-ALVES LIMA, 1989; LUNA-
ALVES LIMA; TIGANO, 1989; ALVES et al., 1998).

3.3 A Sociedade dos Cupins

Os cupins ou térmitas pertencem a classe Insecta a ordem Isoptera e sdo considerados
insetos eussociais, sdo formadores de colOnias, onde seus individuos sdo divididos em castas

(OLIVEIRA et al., 1986). As colonias de cupins apresentam, basicamente, trés castas de
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individuos: Alados, soldados e operarios, havendo uma completa divisdo de tarefas entre

esses individuos.

Nas sociedades dos cupins os individuos alados sdo responsaveis por gerar novos
individuos para a colonia. Os soldados sao responsaveis pela defesa da colonia que pode ser
feita por meio de uma poderosa mandibula ou através de substancias que sdo expelidas por
um poro situado na modificacdo da cabeca em um longo tubo frontal, presente em algumas
espécies. Os operarios sdo responsaveis pela busca de alimentos, cuidado parental com os

jovens e a constru¢do dos ninhos e galerias.

Os térmitas possuem alimentagdo bastante variada entre as espécies ¢ nem todos
possuem habitos xilofagos. Muitas espécies se alimentam de matéria organica em
decomposi¢do, madeiras deterioradas por fungos e outras sdo forrageiras ou cultivam fungos

(EDWARDS; MILL, 1986)

Segundo Oliveira et al. (1986) e Krishna (1970), considerando-se o aspecto evolutivo,
os cupins podem ser divididos em dois grupos: cupins superiores e inferiores. Os cupins
superiores sdo os pertencentes a familia Termitidae, as demais familias pertencem ao grupo
dos cupins inferiores. Os autores acima citados descrevem como caracteristicas de cupins
inferiores/primitivos: pequeno nimero de individuos em colonias maduras, ninhos pouco
elaborados, utilizagdo da madeira como alimento principal, degradacdo da celulose através de
protozoarios simbiontes ¢ encontrarem-se organizados em castas pouco definidas; ¢ como
caracteristicas de cupins superiores: ocorréncia de colonias muito populosas, ninhos bem
elaborados, utilizar-se de outras fontes de alimento que ndo seja madeira, degradar a celulose

através de bactérias e possuir castas bem definidas.

Em drea urbana, de acordo com Fontes (1995) sdo considerados dois grupos de cupins:
os que sdo benéficos e fazem parte da fauna autoctone nos grandes parques, reservas e jardins,
sendo importantes para a manuten¢do da homeostase ambiental e os que ocasionam prejuizos
econdmicos pelos danos que causam ao madeiramento das construgdes, expandindo intensa e
rapidamente suas colonias sobre terrenos baldios, casas e plantas usadas na ornamentagao,

dificultando grandemente o controle populacional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das Amostras e Local do Experimento
Foram utilizados cupinzeiros vivos da espécie Nasutitermes corniger (Motschulsky),
obtidos no més de maio de 2017 na zona urbana de Campina Grande-PB, cujas coordenadas
geograficas sdo: Latitude, (07° 13' 50" S) e Longitude, (35° 52' 52" W), Altitude de 551 m e
Area de 644,1 Km?, Mapa — (Figura 1).

O in6culo fungico foi adquirido da empresa Agromilena — Nutricdo Animal —
Ituverava- SP, no més de maio de 2017 e mantido sob refrigeracdo até o momento da

preparagao.

Figura 1- Vista panoradmica da area de coleta dos cupins da espécie N. corniger. Maio/2017.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Genética localizado no Complexo de
Laboratorio Trés Marias do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde, Universidade Estadual

da Paraiba — Campus I, municipio de Campina Grande — PB.
4.2 Manejo

4.2.1 Laboratorial

O laboratorio foi higienizado com alcool a 96° ¢ nas janelas foi aplicado papel pardo

para diminuir a incidéncia de luz. Na preparagdo das bancadas de trabalho foi utilizado
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inseticida tipo Malathion 500 CE diluido conforme o especificado na embalagem, para que

nenhum outro inseto interferisse na integridade dos cupins e ndo houvesse contaminagao.

4.2.2 Cupins

Os cupinzeiros foram mantidos em uma cuba de vidro, coberto com parafilme de
modo a evitar fuga dos cupins. Na cobertura do parafilme foram produzidos pequenos furos

permitindo a circulagao do ar.

4.2.3 Indculo de Metarhizium anisopliae

O in6culo foi mantido sob refrigeracdo em “freezer” a -12°C, na forma de conidios
puros liofilizados e acondicionados na embalagem original at¢é momento da dilui¢do e

posterior preparagao dos tratamentos.

4.3 Dose Infectiva

No experimento os inoculos liofilizados de M. anisopliae, apresentados na concentragdao de
5x10" por grama, foram suspendidos em 4gua destilada utilizando agitador magnético até
obtengdo de solugdes com esporos. Partindo da concentragdo de 5x10'"° por grama de indculo,
foram realizados cinco tratamentos, tendo sua diluicdo minima por mililitros indicada pelo
fabricante, como mostra o Quadro 1, com quatro repeti¢des e leituras realizadas no periodo de
24,48, 72 e 96 horas.

Quadro 1 — Valores de concentracdo dos indculos de M. anisopliae para cada tratamento. Maio/2017.

T1 T2 T3 T4 T5
Repeticoes Agua 10 g 20g 30g 40g
destilada, sem (concentracdo- (concentragao- (concentragdo- (concentragdo-
adicdo de 50x10" 100x10" 150x10" 200x10"
conidios conidios/ML) conidios/ML) conidios/ML) conidios/ML)

As solugdes foram pulverizadas sobre soldados da espécie N. corniger acondicionados
em placas de Petri, cada placa com 10 individuos adultos, com o pulverizador distando

aproximadamente, 10 cm do ponto de aplicagao.

4.4 Procedimentos Laboratoriais

As placas de Petri de vidro com medidas de 90 mm de didmetro por 14,2 mm de
altura, utilizadas no experimento foram autoclavadas, a uma temperatura de 120°C por 40

minutos, no Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba, Campus I,
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mantidas esterilizadas até procedimento de pulverizacdo. Para pulverizacdo foi utilizado

pulverizador tipo borrifador de 500 ml, previamente esterilizado com alcool a 70%.

Na manipulagdo do inoculo, foi usado espatula de metal, luva latex de procedimentos
e mascara de protecao contra poeira facial. Os indculos foram pesados em balanca da marca
OHAUS, com precisao de 2g do tipo “triple beam balance”. As observagdes foram realizadas

através de microscopio estereoscopio da marca Olympus Corporation, modelo SZ2-LGB.

Foram utilizadas 20 placas de Petri, destas dezesseis receberam a dosagem infectiva e
quatro destinadas as testemunhas, as placas foram forradas com papel de filtro circulares,
redimensionados por corte de tesoura manual para o ideal ajuste. Com o auxilio de um pincel
de ponta 0.5 mm, cada soldado foi coletado do fragmento do cupinzeiro e disposto nas placas
preenchendo-as com 10 cupins cada. Posteriormente, realizou-se o borrifo dos indculos de
acordo com os tratamentos descritos acima, realizando quatro repeti¢des por tratamento. Apds
as inoculagdes as placas foram tampadas ¢ acondicionadas em temperatura ambiente de 26 °C

com variagdo média de +/- 2 °C, adaptado de Ribeiro (2008).

Foram utilizados quarenta cupins testemunhas dispostos em quatro placas, perfazendo
dez cupins por recipiente, pulverizadas com agua destilada e acondicionada em temperatura
ambiente de 26 °C (Tratamento 1). Todo o experimento foi monitorado durante as primeiras
24, 48, 72 e 96 horas, para avaliacdo do comportamento dos individuos inoculados. Apods este
periodo, as observagdes continuaram de modo a estabelecer o tempo de emissdo do micélio
fingico.

4.5 Acompanhamento e Analise dos Dados

As observagdes foram realizadas 24 horas a partir da inoculacdo até as 96 horas,
quando se observou ainda mobilidade dos cupins, ap6s 96 horas avaliou-se o aparecimento e
desenvolvimento micelial do fungo até a mortalidade total dos individuos infectados. Os
dados resultantes da mortalidade foram transformados pela raiz quadrada de (X+5) segundo

Alves e Faria (2010) e analisados estatisticamente pela analise de variancia e médias pelo

teste de Tukey através do Software ASSISTAT versao 7.7 2017.

Todas as médias dos dados foram analisado em um Delineamento Inteiramente

Casualizado — DIC, com fatorial de 5 tratamentos x 3 horas x 4 repeticdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Encontram-se expressos nos Quadros 2 e 3 os valores de mortalidade apresentados por
individuos da espécie N. corniger submetidos a exposi¢cdo de inoculos de M. anisopliae. No
Quadro 2 sdo apresentados os valores de mortalidade para os diferentes tratamentos nas primeiras

24 horas.

Quadro 2- Nameros da mortalidade em 24 horas de inoculacao de M. anisopliae em N. corniger
nos diferentes tratamentos. Maio/2017.

Mortalidade — Primeiro Dia — 24 horas
Repeticao/Tratamento
10 g (Ty) 20 g (Ty) 30 g (Ty) 40 g (Ts)
1 10 6 8 4
2 10 7 5 4
3 10 9 4 3
4 9 4 8 10

Ao analisar-se a a¢ao do inoculo nas primeiras 24 horas observou-se que o tratamento 2
(T2), apresentou acentuada mortalidade em todas as repetigdes produzidas. Nos demais
tratamentos em que se encontravam maiores concentragdes de inéculos, T4 com aproximadamente
150 x10" conidios/ml e T5 com aproximadamente 200 x 10' conidios/ml os valores de

mortalidade sdo medianos para as primeiras 24 horas.

No segundo dia de monitoramento do experimento observou-se individuos mais letargicos
em todos os tratamentos, os numeros de mortos crescem em todas as concentragdes testadas,
novamente constatou-se que no T2 se atinge a totalidade de mortes quase em todas as repeticdes,
Quadro 3.

Quadro 3- Ntumeros da mortalidade em 48 horas de inoculagdo de M. anisopliae em N. corniger
nos diferentes tratamentos. Maio/2017.

Mortalidade — Segundo Dia — 48 horas
Repeticao/Tratamento
10 g (Ty) 20 g (T3) 30 g (T4) 40 g (T5)
1 0 4 2 6
2 0 3 5 6
3 0 1 6 6
4 1 6 2 0

Estudos que avaliaram o método de inoculacdo por contato direto dos insetos,
realizado por Albuquerque et al. (2005), demonstraram uma alta eficiéncia deste método de
inocula¢do ocasionando 100% de mortalidade nas doses testadas num periodo de 5 dias,
comprovando a patogenicidade e viruléncia de M. anisopliae var. anisopliae para N.
coxipoensis.
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Pesquisas para avaliar o efeito dose-resposta da atividade patogénica de B. bassiana sobre
a espécie Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae), realizadas por Yoshida (2007) revelaram
que o tempo médio de vida das larvas e adultos tratados na concentracdo de 10° conidios/ml foi
significativamente reduzido, contudo, a atividade patogénica sobre o estdgio pupal e a acdo
direta sobre adultos pulverizados com solugdo de B. bassiana so se revelou mais efetiva na
concentracido de 10® conidios/ml, evidenciando que uma solugio mais concentrada de conidios
para espécie B. bassiana mostrou-se mais efetiva, dados que diferem dos resultados aqui
apresentados, em que a agdo patogénica de M. anisopliae, sobre adultos de N. corniger, foi mais

. ~ .7 1 r 1
efetiva no tratamento com menor concentracdo de inoculos (50x10' conidios/mL).

Possivelmente uma menor concentracdo de indculos para M. anisopliae se mostra mais
eficiente no processo de colonizagao dos individuos infectados (ALBUQUERQUE et al, 2005,
OLIVEIRA, 2011).

O efeito dose-resposta na pesquisa de Yoshida (2007), difere também dos resultados aqui
encontrados, uma vez que, o aumento de concentragdo ndo aumentou a patogenicidade do

inoculo, considerando as primeiras 24 horas.

Analisando o potencial entomopatogénico de M. anisopliae, Da Silva et al. (2018),
realizaram pesquisas para avaliar o efeito da inoculacdo de M. anisopliae sobre a atividade
proteolitica do fungo em intestino de Rhipicephalus microplus (carrapato), na perspectiva de
realizar um controle da infestacdo pelo parasita. Os resultados revelaram um aumento da
atividade proteolitica associada ao fungo, possibilitando assim, que o fungo seja usado no

controle biologico do carrapato.

E possivel que o aumento da atividade proteolitica associada ao patogeno se configure

como um mecanismo molecular de resposta de acdo patogénica de M. anisopliae sobre insetos.

Ap0s 72 horas de monitoramento praticamente todos os individuos estdo mortos, Quadro
4, nota-se que para o Tratamento 5 (40 g — 100 a 10" conidios/ml) ainda se observa um Gnico

espécime vivo, contudo, em um avangado estado de letargia.
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Quadro 4- Numeros da mortalidade em 72 horas de inoculagdo de M. anisopliae em N. corniger
nos diferentes tratamentos. Maio/2017.

Mortalidade — Terceiro Dia — 72 horas
Repeticao/Tratamento
10 g (Ty) 20 g (T3) 30 g (Ty) 40 g (Ts)
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 1
4 0 0 0 0

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se expressos os valores médios apresentados para o
tratamento estatistico do estudo. Todas as médias dos dados foram analisados em um
delineamento inteiramente casualizado (ANOVA) e as comparagdes multiplas foram aferidas pelo

Teste de Tukey.

Na Tabela 1, observa-se que na Analise de Varidncia ndo houve diferenca estatistica para

tratamentos ¢ horas, havendo significancia de 1% na interagao entre ambos.

Tabela 1- Analise de varidncia na mortalidade de cupins no controle biolégico por Metharizium anisopliae.
Maio/2017

FV GL SQ QM F
Tratamentos 4 3,70 0,92 0,97
Horas 2 0,50 0,25 0,26~
TxH 8 31,19 3,90 4,07%*
Total 59 78,47

NS Nio significativo, ** Significativo a 1% pelo teste de Turkey
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Tabela 2 — Interacdo para mortalidade de cupins no controle biologico por Metharizium anisopliae. Maio/2017.

Horas**

Trat/Conc.** 24 48
72

T1 (ADE, sem conidios) 7,61Aa 6,50abA
6,31Aa

T2 10g (50x10' conidios/ml) 5,43Bb 7,51Aa
6,55Aab

T3 20g (100x10™ conidios/ml) 5,96abA 6,54abA
6,93Aa

T4 30g (150x10™ conidios/ml) 6,47abAB 5,00Bb
6,75Aa

T5 40g (200x10"%conidios/ml)  7,18abA 6,57abAB 5,00aB

CV% 15,23

DMSL 1,67

DMSC 1,96

Residuo 45 43,08 31,91

As medidas seguidas pela mesma letra na linha e coluna ndo diferem estatisticamente entre si.
**significativo a 1% pelo teste de Turkey.

Os resultados apresentados na Tabela 2 expressam a interagdo tratamentos e horas. Obteve-
se uma mortalidade alta para o tratamento 1 (T1) (7,61) nas 24 horas iniciais, ndo diferindo
estatisticamente dos tratamentos T2 (7,51) as 48 horas e T1 (6,31), T3 (6,93) e T4 (6,75) as 72
horas. A maior mortalidade observou-se nos T2 (5,43) as 24 horas, T4 (5,00) as 48 horas, T5

(5,00) as 96 horas, embora nao defiram entre si estatisticamente.

Os dados da Figura 2 evidenciam as médias dos tratamentos relacionados as horas de

monitoramento do experimento.
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Figura 2 - Interacdo (tratamentos/horas) para mortalidade de cupins no controle biologico por Metharizium
anisopliae. Maio/2017.
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Na avalia¢do da infectividade /n vitro do fungo Metarhizium anisopliae, sobre a espécie
] . Lo TRATAMENTOS . . .
Nasutitermes corniger, Oliveira (2011) obteve 100% de mortalidade dos cupins na concentragdo

10® conidios/mL em cinco dias, resultados que se assemelham a pesquisa ora apresentada.

Um outro estudo que procurou determinar a atividade patogénica de M. anisopliae sobre a
espécie de Tetranychus urticae Kock (Acari: Tetranychidae), desenvolvido por Tamai et al.,
(2002), revelou que todos os isolados da espécie M. anisopliae foram patogénicos a T. urticae,
com valores de mortalidade aumentada progressivamente com o tempo ap6s a inoculacdo. No
entanto, ndo houve mortalidade de 4caros na avaliagdo realizada 24 horas ap6s a inoculacdo. Ao
segundo dia, a mortalidade média corrigida foi inferior a 5% nos tratamentos. Os valores
tornaram-se maiores a partir do terceiro dia, sendo o dpice de mortalidade observado ao quarto e

quinto dia apos a inoculagao.

Nas Figuras 3 e 4 observa-se a extrusdo e desenvolvimento do micélio do fungo

Metharizium anisopliae.
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Figura 3 — Extrusdo do micélio de Metharizium anisopliae sobre soldado da espécie N.
corniger. Maio/2017.

Fonte: SILVA, L. F. (2017)

Figura 4 — Total cobertura sobre soldado da espécie N. corniger pelo micélio de
Metharizium anisopliae. Maio/2017.

Fonte: SILVA, L. F. (2017).
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M. anisopliae ¢ um fungo amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado
facilmente nos solos, onde sobrevive por longos periodos (ALVES et al., 1998). Considerado
patogénico para um grande numero de espécies de artropodes, foi o primeiro microrganismo a ser
reconhecido pela sua importancia para controle de pestes na agricultura (FRAZZON et al., 2000),

com amplas aplicagcdes em razdo de seu rapido periodo de inoculagdo e desenvolvimento micelial.

Considerando o desenvolvimento micelial, observou-se que o micélio vegetativo tem o
crescimento acentuado apos 72 horas nos T3, T4 e TS. Para o micélio reprodutivo foi constatado
que o tratamento 2, com concentracio de 50x10'® conidios/mL inicia a emissdo de conidioforos as

72 horas, nos demais tratamentos as 96 horas, apos inoculagao dos esporos.

Trabalho realizado por Albuquerque et al., (2005) que analisou a formagao micelial de M.
anisopliae sobre N. coxipoensis, mostrou que entre 48 ¢ 72 horas o micélio vegetativo ja havia
colonizado os cupins com ampla cobertura micelial. Estes resultados corroboram com aqueles
obtidos na pesquisa aqui desenvolvida. Revelando potencialidade para a espécie ser utilizada

como um possivel controle bioldgico de cupins urbanos.

6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o método de inoculagdo por contato direto dos insetos
com a cultura fungica foi eficiente, tendo ocasionado 100% de mortalidade nas doses testadas,
0 que comprovou a patogenicidade e a viruléncia de M. anisopliae para N. corniger em
condicoes de laboratorio. A producdo de conidios de M. anisopliae sobre os cupins mortos
confirmou o potencial desse fungo como biocontrolador, garantindo a manutencdao do indculo

no ambiente por maior periodo de tempo.

O tratamento 2 apresentou uma mortalidade alta nas primeiras 24 horas e a emissao do
micélio reprodutivo apds 72 horas da inoculagao.

Os tratamentos 3, 4 ¢ 5 emitiram o micélio vegetativo apos 72 horas de inoculagao.
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AVALIACAO DO CONTROLE BIOLOGICO DE CUPINS URBANOS
POR Metarhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) (SOROKIN)

Daiana da Costa Pereira '
Erica Caldas S. de Oliveira?

Valéria Veras Ribeiro 2

ABSTRACT

Biological control is an important tool for maintaining the population balance of pests. Based
on the use of organisms in pest control, this research aimed to use Metharizium anisopliae in
the control of urban termites of the species Nasutitermes corniger. The termites were
collected in urban areas of the municipality of Campina Grande - PB, during the month of
May, 2017. In the experiment, lyophilized inoculums of M. anisopliae, presented in the
concentration of 5x10'° per gram, were suspended in distilled water using magnetic stirrer
until obtaining of solutions with spores: Treatment 1 (Distilled water, without conidia);
Treatment 2 — 10g (concentration - 50x10'° conidia/mL); Treatment 3 — 20g (concentration -
100x10" conidia/mL); Treatment 4 — 30g (concentration - 150x1010 conidia/mL) and
Treatment 5 — 40g (concentration - 200x1010 conidia/mL) of inocula, with four replicates and
readings performed between 24, 48, 72 and 96 hours. The solutions were sprayed onto
soldiers of the N. corniger species packed in Petri dishes, each plate with 10 soldiers. Data
resulting from mortality were transformed by the square root of (X + 5) and analyzed
statistically by analysis of variance and means by the Tukey test. With the obtained results, it
was verified that there was no statistical significance for the variables treatments and hours,
being significant by the test of Tukey to 1% the interaction between them. In the first 24
hours, there was a higher mortality of termites for T2, followed by an increase in mortality
after 48 hours (7.51); in the 72 hours of monitoring, mortality in T3 treatments increased
(6.93) and T4 (6.75). Considering the mycelial development, it was observed that the
vegetative mycelium occurred at 72 hours in T3, T4 and T5. The method of inoculation by
direct contact of the insects with the fungal culture was efficient, causing 100% mortality at
the doses tested, which confirmed the pathogenicity and virulence of M. anisopliae to N.
corniger under laboratory conditions.

Keywords: Bioinseticide. Entomopathogenic fungi. Termites.

' Aluna de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus 1. E-mail:
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