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ABSTRACT

Selection of Beauveria bassiona (Bals.) Vuill. And Metarhizium ani-
sopliage (Metsch.) Sorok. Isolates to control of Cornitermes
cumulans (Kollar, 1832) (Isoptera - Termitidae).

In 2 laboratory bioassays, 1 isolate of Beauveria bassiana and
3 isolates of Metarhizium anisoplicge were selected by considering
virulence to Cornitermes cumulans (an important brazilian pastu-
res pest). For each isolate 59 of pure conidia was applied
per colony of C. cumulans in the field. Ten days after appli-
cation, we observed 1)0% termite mortality and a high value
for the conidiogenesis index on cadavers within the nests. KEY-
WORDS: entomopathogenic fungi, isolates selection, termites.

RESUMD

Em 2 bioensaios de laboratdrio foram selecionados consi-
derando-se a viruléncia a Cornitermes cumulans (importante praga
das pastagens no Brasil) 1 isolado de Beauveria bassiona e 3 de
Metarhizium anisoplice. Cinco gramas de conidios puros de cada iso-
lado foram aplicados por coldnia de Cornitermes cumulans no cam-
po. Decorridos 10 dias da aplicagao observaram-se 100% de mor-
talidade dos cupins e altos niveis de conidiogénese sobre os
cadaveres dentro dos cupinzeiros. PALAVRAS-CHAVE: fungos en-
tomopatogénicos, selecdao de isolados, cupins.
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INTRODUCAQ

A espécie de cupim de monticulo C. cumulans infesta a ma-
ioria das pastagens no centro-sul do Brasil. Ocorre em altas
densidades reduzindo area util de pastejo e dificultando tra-
tos culturais. Esta espécie provoca danos a sementes, raizes
e plantulas de milho, destroem sementes e raizes de Brachiaria
e danificam toletes de cana-de-ag¢ucar (FERNANDES & ALVES, no
prelo). O controle desta praga tem sido feito através da uti-
lizacdo de inseticidas guimicos, os quais apresentam eficién-
cia variavel, sao toxicos aos animais e poluem o ambiente.

0s fungos B. bassiana e M. anisoplicge tém apresentado resul-
tados promissores em biocensaios visandc o controle de outras
espécies de cupins como: Coptotermes formosanus (KO et al., 1982;
LAI et al., 1982), Reticulitermes sp. (KRAMMet a/. 1982; KRAMM &
WEST, 1982) e Nasutitermes exitiosus (HANEL, 1981, 1982). O pre-
sente trabalho foi desenvolvido visando selecionar isolados de
B. bassiana e M. bassiana e M. anisopliae virulentos a C. cumulans em
laboratdério e eficientes no controle das colénias no campo.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois bioensaios para selecao de isola-
dos em laboratdrio e um teste de campo para controle de colo-
nias.

Bioensaio 1: foram testados 5 isolados de B. bassiano e 4 iso-
lados de M. anisoplicge (Quadro 1). Estes isolados foran1multipli-
cados em BDA + Y durante 10 dias a 269C. As suspensoes dos iso-
lados foram padronizadas para 1,2 x 108 conidios/ml e inocu-
ladas pelo método dos "fragmentOS de ninho", que consiste na
imersdo de fragmentos de ninho de C. cumulans na suspensdo de
conidios, escorrimento do excesso de suspensao sobre papel toa-
lha e adicado aos recipientes, seguido dos cupins. A parcela
experimental foi formada por um pote plastico transparente
(4,5 cm de diametro e 7,0 cm de altura) com fundo forrado com
papel filtro, com "fragmentos de ninho" tratados e vinte ope-
rarios e soldados. Foram feitas cinco repetic¢des e o delinea-
mento experimental foi inteiramente ao acaso. As contagens e
retirada dos mortos foram feitas diariamente a partir do 29
dla. Os isolados foram comparados através da analise da vari-
dncia e comparacao de médias pelo teste de Tukey (5%) dos da-
dos de mortalidade aos 3, 4 e 5 dias apds inoculacdo, trans-
formados em v x + 0,5.

Bioensaio 2: os 5 isolados mais virulentos a C. cumulans, ob-
tidos no bioensaio 1, foram novamente comparados. Seguiram-se
os mesmos procedimentos e métodos do bicensaio 1, exceto para
os mortos gue foram retirados diariamente e colocados em ca-
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mara Umida para observagdo dos niveis de conidiogénese sobre
os cadaveres. As analises estatisticas foram feitas com
dados de mortalidade do 39 e 592 dia apbs inoculacao

Teste de campo: Os melhores isolados, numeros 865, 868,
259 e 866 foram reisolados de cupins mortos (boiocensiao 2),
purificados e multiplicados em arroz através do processo
de bandeja (ALVES, 1986). Este teste foi realizado em pasta-
gens de Brachiaria no Sitio Sdo Jodo, em Piracicaba. Foram sele-
cionados e mapeados 25 cupinzeiros de C. cumulans com diametro
ac nivel do solo (d.n.s.) de 25 a 45 cm. Utilizando-se uma
polvilhadeira manual (polvilhadeira de formicida) aplicaram-
se 5 g de conidios de cada isolado, por cupinzeiro, através
de um canal central atravessando o centro celuldsico. Na tes-
temunha apenas foi feito o canal. Foram feitas 5 repetigoes
por tratamento e o delineamento foi inteiramente ao acaso. A-
pés 10 dias da aplicacado os cupinzeiros foram arrancados, frag
mentados e, utilizando uma escala visual de notas (0, 1, 2,
..., 10 correspondentes a 0, 10, 20, ... 100% de mortalida-
de ou conidiogénese sobre os cadaveres, respectivamente), ava-
liaram-se a mortalidade e conidiogénese sobre os cadaveres em
cada cupinzerioc. As analises estatisticas foram idénticas ao
bioensaio 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioensaio 1: Todos os isolados de B. bassiana e M. anisopliae
foram patogénicos a C. cumulans diferindo estatisticamente da
testemunha (Quadro 2). O isclado 867, embora tenha sido pato-
génico, foi estatisticamente menos virulento do gue os de-
mais. Dois isolados de M. anisopliae (865 e 866) foram os mais
virulentos apresentando 90% de mortalidade no 29 dia e 100%
no 32 dia. Os isolados 477, 760, 259 e 868 foram também mui-
to virulentos a C. cumulans e no 3¢ dia provocaram de 69 a 80%
de mortalidade dos cupins nao diferindo estatisticamente dos
isolados 865 e 866. Apds 4 dias apenas o isolado 867 diferiu
estatisticamente dos demais.

Os melhores isolados foram selecionados de acorde com
os resultados do 32 dia. Os 5 isolados selecionados para
o bioensaio 2 foram: 865, 866, 259, 868 e 760. O isolado
760 foi obtido de C. cumulans mantido em laboratéric e pro-
vavelmente se tratava de isolado 447 gque, nesta ocasiao,
estava sendo aplicado sobre Solenopsis sp. no mesmo laboraté-
rio.Devido a esse fato, optou-se pelo isolado 760. A compa-
racdo da viruléncia destes isolados para C. cumulans, utili-
zando tempos letais (analise de probites), nado foi possivel
devido a rapida mortalidade dos cupins inoculados com os
isolados 865 e 866.
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Bioensaio 2: Os 5 isolados selecionados no biocensaio 1
foram novamente comparados (Quadrc 3).

Os isolados 865 e 866 foram virulentos como no bioen-
saio 1 e no 29 dia provocara 81 e 91% de mortalidade, respec-
tivamente e no 3¢ dia mataram 100% dos insetos. No 20 e 30
dias os isolados 865 e 866 provocaram mortalidade de C. cumu-
lans estatisticamente superiores aos demais. Os isolados
259 e 868, embora menos virulentos, repetiram a performance
obtida no biocensaio 1 e causaram, no 52 dia, mortalidades
superiores ao isolado 760. Este isolado apresentou uma baixa
viruléncia a C. cumulans em relagao ao bioensaio 1.

Com relagdoc a conidiogénese dos fungos sobre os cadaveres
de C. cumulans, os 3 isolados de M. anisoplice foram superiores
aos de B. bassiang, apresentando de 95 a 100% dos cadaveres re
cobertos com conidios, enguanto que o isolado de B. bassiana(868)
apresentou 42%. Os isolados 865, 866, 259 e 868 foram esco-
lhidos para o 19 teste de controle de colonias de C. cumulans
em campo.

Teste de campo: os isolados de M. anisoplice (865, 866 e 259)
e o isolado de B. bassiuna (868) foram altamente eficientes no
controle das coldnias de C. cumulans (Quadro 4), alcangando
quase 100% de mortalidade, em apenas 10 dias da aplicacao, nao
diferirdo estatisticamente entre si. Em relacdo aos niveis de
conidiogénese sobre os cupins mortos no interior dos cupinzei-
ros, o fungo B. bassiana foi estatisticamente superior a M.
anisoplice, atingindo guase 100% de conidiogénese sobre os ca-
daveres, enguanto que M. anisoplicge ndo atingiu 60%. Os isola-
dos de M. anisoplige nao diferirem estatisticamente entre si
em relacdo aos niveis de conidiogénese sobre os cadaveres.

A acao dos fungos sobre os cupins no interior do cupin-
zeiro foi rapida, pois haviam cadaveres espalhados por todo
o ninho, indicando que a maioria da populacac foi atingida
pelos fungos e nao houve tempo para que operarios ativos
acumulassem todos cadaveres no fundo do ninho ("instinto
de assepsia"). Em apenas um cupinzeiro foi erncontrada a rai-
nha gue se encontrava morta e com sinais externos (conidio-
génese) do fungo (isolado 259). Pelo canal de aplicacdo hou-
ve, em alguns cupinzeiros, penetracac de agua de chuva e
de moscas, cujas larvas se alimentaram dos cadaveres.

Nos dois bioensaios de laboratorio observou-se gue O0s
isolados de M. anisopliage numero 865 e 866 provocaram gquase
10032 de mortalidade em menos de 48 horas. Alguns autores
observaram que para certas espécies de cupins inoculadas
com isolados de fugnos como B. bassiona (BAO & YENDOL, 1971),
M. anisopliae (KRAMM & WEST, 1982) e Entomophora coronata (YEN-
DOL & PASCHKE, 1965), a morte do inseto ocorreu antes do cres
cimento do funge na hemocele. Nestes trabalhos os insetos mor
reram em menos de 48 horas, e os autores fizeram tentativasde
explicacdo do fendmeno. YENDOL & PASCHKE (1965), estudando o
processo de infecgao de E. coronata em Reticulitermes  fluvipes,
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afirmaram que a mortalidade de cupins, observada em apenas 12
horas apos a inoculagdo, durante os primeiros estagios de pe-
netracdo do fungo, ocorreu possivelmente devido a produgac ue
micotoxinas. KRAMM & WEST (1982) obtiveram 100% de mortz.ida-
de de Reticulitermes sp., inoculados com 2 isolados de . aniso-
plicge, ente 16 e 24 horas apds a inoculagdo. Estes autores ob-
servaram, através de estudos histoldgicos, que M. anisoplice nao
penetrou a cuticula antes da morte do inseto e langaram a hi-
potese de que os cupins ndo foram mortos por acdo direta do
fungo invadindo seu corpo, mas por outras causas como metabo-
litos toéxicos, ou uma possivel abrasdo de cuticula levando
o inseto a desidratacao. BAO & YENDOL (1971), estudando o
processo de infeccao de R. flavipes por B. bassiana, observa-
ram que os cupins morreram 24 a 36 horas apos a inoculacgao
do fungo e afirmaram que a auséncia de crescimento micelial
antes da morte dos cupins pode ser devida a acao de micoto-
xinas.

O isolado de M. anisoplive 865 provocou altos niveis de
mortalidade, em menos de 48 horas, em outros géneros de
cupins como: Syntermes, Heterotermes, Coptotermes e Cryptotermes,
além de outra espécie de Cornitermes, em bioensaios de labora-
torio e testes de campoc (FERNANDES, 1991). Nestes estudos
e nos trabalhos citados anteriormente, foram utilizadas al-
tas doses dos patdgenos. Desta forma, este fendmeno esta
associado ndo s6 & raga do fungo, mas também as altas doses
aplicadas. Em exames microscopicos do tegumento de soldados
de Syntermes sp., inoculados com o isolado 865, e ja mori-
bundos, observaram-se muitos conidios penetrando © tegumen-
to. Como os cupins apresentaram sintomas tipicos de intoxi-
cacdo como tremores e paralisia, pode-se sugerir que a morte
dos mesmos estd associada a alguma enzima ou toxina produzi-
da durante a penetragao do fungo. Assim, gquanto mais coni-
dios penetram (doses altas) mais toxina ou enzima é libera-
da e mais rapidamente ocorre a morte do inseto. Entretanto,
sdo necessarios estudos mais detalhados para elucidar defi-
nitvamente as causas deste fenomeno.

Operarios e soldados de C. cumulens inoculados com B.
bassiana e M. anisoplice apresentaram alguns sintomas como:
agrupamento, tremores de pernas e antenas, perda de coorde-
nagao e paralisia, gue jd haviam sido descritos para outas
espécies de cupins (BAC & YENDOL, 1971; HENEL, 1982b).

Nos biocensaios e no teste de campo observou-se que o0s
operarios e soldados de C. cumulans, recém mortos ou moribun-
dos, eram levados pelos operarios mais ativos, acumulados
na parte inferior do recipiente ou do ninho e cobertos com
particulas de argila. Este "instinto de assepsia" de C. cu-
mulans concorda com observacdoes de TORALES (1982-84). Esta au-
tora, examinandao colonias de C. cumulans mantidas em labora-
tério e ja mortas, relatou gque os individuos mortos, estavam
aglomerados entre si, com graos de areia e cimento retal
ou apareciam em bolas de terra amassada e misturada com ali-
mentos. O "instinto de assepsia" apresentadc pelos cupins,
nao constitui uma barreira capaz de evitar uma epizootia
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quando grandes quantidades de patogeno sdo inoculadas nos
seus ninhos, como foi feito através da estratégia da intro-
ducao inundativa adotada no teste de campo.

QUADRO 1 - Dados referentes aos isolados de fungos testados sobre C. cu-
mulans. Piracicaba, 1990.

Numero do

isolado® Espécie Hospedeiro original
259 M. anisopliae Anthonomus grandis
867 M. anisopliae Blattidae
866 M. anisopliae Atta sp.
865 M. anisopliae Homoptera
252 B. bassiana Hypothenemus hampei
447 B. bassiana Solenopsis invicta
760 B. bassiana C. cumulans
868 B. bassiana Cerotoma sp.
869 B. bassiana Formicidae

(*) Numero de registro do isolado no Banco de Patogenos do Laboratdrio de
Patologia de Insetos da ESALQ/USP.



QUADRO 2 - Virulencia de isolados de B. bassiana e M. anisoplice a C. cumulons em laboratorio.
Piracicaba, 1990.

Porcentagem de mortalidade acumulada

0

Espécie do fungo ?;oi:do Dias apés inoculacao

2 3 4
M. anisopliae 865 100 a 100 a 100 a
M. anisopliage 866 90 a 100 a 100 a
B. bassiana 477 36 b 78 ab 95 a
B. bassiana 760 35 b 80 ab 98 a
M. anisopliae 259 32 be 73 abe 100 a
B. bassiana 868 24 be 69 abc 96 a
B. bassiana 252 13 & 47 bed 97 a
B. bassiana 869 22 be 44  cod 79 a
M. anisopliae 867 20 be 35 d 50 b
Testemunha - 0 d 0 e 4
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(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(57%) .
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QUADRQ 3 - Virulencia de 5 isolades de B. hassiona e M. anisoplice a C. cumulans em laboratorio.
Piracicaba, 1990.

Porcentagem de mortalidade acumulada

- N2 do 5 - o Porcentagem de
Especie do fungo isolado Dias apos inoculagao contdiogeness
2 3 5
M. anisopliae 865 81 a 100 a 100 a 100
M. anisopliae 866 a9l a 100 a 100 a 100
M. anisopliae 259 i5 b 53 b 100 a 95
B. bassiana 868 14 b 29 be 86 b 42
B. bassiana 760 8 b 16 «cd 50 ¢ 9
Testemunha - B d 5 d 7 d 0

(*) Médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).

QUADRO 4 - Mortalidade e conidiogenese sobre C. cumulansno interior dos cupinzeiros polvilhados com diferen-
tes isolados de B. bassiana e M. anisoplioe. Firacicaba, 1990.

97¢

NO do Mortalidade e conidiogénese apds 10 dias de aplicacﬁol
Espécie do fungo S i
2 Mortalidade (%) Conidiogénese (Z)

M. anisopliae 865 100 a 54 a

M. anisopliae 866 96 a 58 a

M. anisopliae 259 98 a 54 a

B. bassiana 868 100 a 98 a
Testemunha - 0 0

(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
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CONCLUSOES

Alguns isolados de B. bassiana e M. anisoplice sao alta-
mente virulentos a C. cumulans em laboratdério e campo e apre-
sentam grande potencial para utilizagdo como inseticida mi-
crobiano no controle desta praga.
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