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RESUMO

SOUZA, Giselle Christiane de. Selecdo de isolados de nematdides
entomopatogénicos visando o controle de Cornitermes cumulans
(Kollar, 1832) (Isoptera: Termitidae). Lavras: UFLA, 2006. 41 p. (Dissertacao
— Mestrado em Entomologia).*

O controle de cupins é feito quase que exclusivamente com produtos
fitossanitarios quimicos. Com a proibicdo do uso de inseticidas clorados, a partir
de 1985, outros produtos passaram a ser utilizados, além do incremento na
pesquisa de agentes de controle biolégico, buscando um controle mais racional e
menos prejudicial ao homem e ao ambiente. Nessa condi¢do, encontram-se 0S
nematdides entomopatogénicos (NEPs), com potencial para uso como agentes de
controle de cupins. O objetivo deste trabalho foi selecionar um isolado de NEP,
visando o controle do cupim Cornitermes cumulans. Foi realizado um pré-teste
para a escolha da concentracdo utilizada na selecdo, que foi de 490 juvenis
infectivos (JI)/cupim. Para os bioensaios, 0s cupins foram coletados um dia
antes e colocados em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo papel filtro
umedecido, dieta artificial e algoddo também umedecido na tampa da placa, que
foi furada. As placas com 50 cupins foram colocadas em camara BOD a 21 +
1°C. No dia seguinte, apenas 30 cupins foram deixados nas placas e 1 mL da
suspensdo de nematdide foi aplicado. A avaliacdo foi feita trés dias ap0s a
inoculagdo. Os cupins mortos foram transferidos para cdmara seca por dois dias
e, entdo, dissecados para a confirmacdo da mortalidade. No bioensaio com
diferentes concentragdes, 0 procedimento para montagem e avaliacdo foi o
mesmo dos anteriores, porém, as concentragdes utilizadas foram: 0, 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 Jl/cupim. No bioensaio de
deslocamento, os procedimentos foram os mesmos, porém, os 30 cupins foram
colocados em placas contendo 20g de areia, dieta artificial e uma placa de
acrilico de 1,6 x 8,7cm. O total de suspensdo aplicada foi de 4 mL/placa e a
concentracdo foi de 400 Jl/cupim. A avalia¢do foi apds cinco dias, seguindo os
mesmos procedimentos anteriores. Os nematdides do género Steinernema foram
mais eficientes no controle de C. cumulans que os nemattides do género
Heterorhabditis, quando foi utilizada a concentracdo de 490 Jl/cupim, exceto H.
bacteriophora HP88, que promoveu mortalidade de 64% dos operérios. O
nematdide selecionado foi Steinernema feltiae, cuja concentracdo, que matou
88% dos cupins, foi de 413 Jl/cupim. Houve diferenca entre a testemunha e o
nematoide S. feltiae no bioensaio de deslocamento, caracterizando o
comportamento ativo de busca do nematoide.

* QOrientador: Alcides Moino Junior - UFLA



ABSTRACT

SOUZA, Giselle Christiane de. Selection of entomopathogenic nematodes for
the control of Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) (Isoptera: Termitidae).
Lavras: UFLA, 2006. 41 p. (Dissertation — Master in Entomology).*

Almost exclusively chemical pesticides are used to make the control of
termites. Other products started to be used with the prohibition of the use of
chlorinated pesticides in 1985, beyond the increment in the research of agents of
biological control, searching a more rational and less harmful control to the man
and the environment. In this condition, entomopathogenic nematodes (EPNS)
have potential use as agents to control termites. The purpose of this study was
selecting an EPN isolate aiming to control the termite Cornitermes cumulans. It
was made a preliminary test to choose the concentration used in the selection,
that was 490 infectives juveniles (1J)/termite. To prepare the test, termites were
collected one day before and placed in Petri dishes (diameter 9 cm) containing
filter paper humidified, artificial diet and cotton, also humidified, in the plate
cover, where were made small holes. The dishes with 50 termites were placed in
a germination chamber B.O.D. at 21 + 1°C. In the next day, only 30 termites
were left in the dishes and 1 mL of the nematode suspension was applied. The
evaluation was made 3 days after the inoculation. Died termites were transferred
to dry chamber per 2 days and then dissected to confirm mortality. The
procedure to set up and evaluate the test with different concentrations were the
same of the previous, however, the concentrations used were: 0, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450 and 500 lJ/termite. In the movement essay, the
procedures were the same one, however, 30 termites were placed in dishes
containing 20g of sand, artificial diet and an acrylic dish (1,6 x 8,7cm). The
suspension applied was 4 mL/dish and a concentration of 400 1J/termite. The
evaluation was made after 5 days following the same previous procedures. The
nematodes of Steinernema genus were more efficient to control C. cumulans
than nematodes of Heterorhabditis genus when used the concentration of 490
1J/termite, except for H. bacteriophora HP88 that caused 64% of mortality in
termites. The selected nematode was Steinernema feltiae, which the
concentration that killed 88% of termites was 413 lJ/termite. It was noticed
difference between the treatment control and the nematode S. feltiae in test of
movement, characterizing the behavior of search of this nematode.

e Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA



1 INTRODUCAO

Os cupins sdo insetos sociais, pertencentes a ordem Isoptera.
Apresentam castas reprodutoras e ndo reprodutoras, vivendo em colbnias
permanentes, chamadas de termiteiros ou cupinzeiros, que servem para protecao
da colénia, armazenamento de alimento e manutencdo de condi¢des Otimas para
o0 desenvolvimento dos individuos.

Existem, aproximadamente, 2.750 espécies descritas ho mundo, mais
conhecidas pela sua importancia econémica como pragas de pastagens, madeira
e de outros materiais celuldsicos (Zanetti et al., 2002). No Brasil, as principais
familias encontradas sdo: Kalotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae,
Termitidae e Serritermitidae (Gallo et al., 2002), entre as quais apenas
Kalotermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae sdo economicamente importantes.

Os cupins podem ser considerados insetos benéficos, pois atuam na
decomposi¢do da matéria organica e colaboram na ciclagem dos nutrientes e na
aera¢do do solo. Entretanto, também podem se destacar como pragas de espécies
florestais e algumas culturas, como milho, cana-de-agucar, arroz, mandioca e
pastagens, entre outras. Esses cupins sdo, principalmente, dos géneros Syntermes
e Cornitermes (Familia Termitidae).

No Brasil, ocorrem diferentes espécies de cupins em pastagens. Além de
Cornitermes cumulans (Kollar, 1832), sdo citados Cornitermes ovatus, que
ocorre principalmente na regido norte e parte do nordeste, Cornitermes synderi,
que tem sua maior distribui¢do nos estados de Minas Gerais, Goias, Tocantins e
Mato Grosso e Cornitermes bequaerti, que se caracteriza por construir ninhos
com aberturas tipo chaminé, ocorrendo no estado do Mato Grosso (Valério,
1995). OQutro género, Syntermes, também pode ser citado ocorrendo em

pastagens, onde seus ninhos sdo totalmente subterraneos, podendo atingir



profundidades de 3 a 4 m ou afloram a superficie sob a forma de montes de
pouca altura (até 80 cm), mas largos (até 2 metros de diametro) (Fontes, 1998).

Entretanto, o cupim de monticulo C. cumulans € um dos mais comuns,
podendo também provocar diversos danos em culturas, embora seus danos sejam
pouco estudados. Seus ninhos diminuem a &rea Util das pastagens e dificultam os
tratos culturais mecanizados. Também, a ocorréncia de cupins de monticulo tem
sido associada a uma maior degradagdo das pastagens (Valério, 1995).

De maneira geral, o controle dos cupins é feito por meio de inseticidas
quimicos, como imidaclopride e fipronil, que sdo registrados para tal controle.
Porém, estudos sobre a utilizacdo do controles cultural e bioldgico vém sendo
desenvolvidos para alguns géneros de cupins.

Muitos trabalhos foram realizados com fungos entomopatogénicos,
principalmente Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae obtendo-se
resultados satisfatorios. Ainda dentro do contexto de controle bioldgico, podem-
se citar os nematdides entomopatogénicos que, embora pouco estudados para o
controle de cupins, também possuem bom potencial de controle. Os géneros que
apresentam maior perspectiva para esse controle sdo Steinernema e
Heterorhabditis, pois possuem alta viruléncia, facil reproducdo e producao,
grande numero de hospedeiros e, além disso, uma relacdo simbidtica com
bactérias que matam rapidamente os insetos, entre 24 e 48 horas.

Assim, este trabalho teve como objetivo selecionar isolados de
nematdides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e Heterorhabditis,

visando o controle de C. cumulans.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao, importancia e controle dos cupins

Os cupins sdo insetos sociais, pois estdo sempre reunidos em ninhos, que
s80 chamados de cupinzeiros ou termiteiros. Os cupinzeiros podem ser
subterraneos ou epigeos (monticulo) e as colnias dos cupins apresentam castas
reprodutoras (sexuados alados ou &pteros) e ndo reprodutoras (operarios e
soldados).

De acordo com Almeida & Alves (1999), é possivel encontrar cupins em
praticamente todo o planeta, com excecdo das &reas com temperaturas
constantes abaixo de 5°C.

Os cupins tém grande importancia ecoldgica, pois, na natureza possuem
o papel de decompositores de matéria organica, colaborando, assim, na ciclagem
dos nutrientes e na aeracdo do solo. Porém, Almeida & Alves (1999) citam os
cupins como pragas, principalmente em areas urbanas e em algumas culturas,
tais como cana-de-acucar, citros, eucalipto, milho, arroz, pupunha e pastagens.

Os cupins de monticulo, pertencentes a espécie Cornitermes cumulans,
sdo insetos que comumente infestam as pastagens. Vivem em ninhos que
apresentam uma porcéo visivel na superficie do solo, os chamados cupinzeiros.
Esses insetos predominam em areas menos sujeitas & mecanizagao, ocupando
espaco na cultura e, assim, dificultando os tratos culturais e 0 manejo.

Sanchez et al. (1989), estudando a estrutura e o sistema de aeracdo dos
ninhos, observaram que a parte epigea (monticulo) é constituida por uma
camada mais externa de terra, cimentada com saliva, originando uma estrutura
bastante rigida, seguida por uma regido com galerias finas e pelo nicleo ou
regido cartonada, de constituicdo celuldsica formada de terra, matéria organica e

saliva. Esta area central, facilmente quebrada, é formada por galerias irregulares



com paredes foliadas. Todo o interior do ninho é coberto por uma substancia
escura secretada pelos cupins. Além disso, ainda existem galerias que ficam na
parte subterranea do monticulo e comunicam-se com 0 meio externo,
provavelmente para que ocorra a aeragdo do ninho.

Cada coldnia ¢ dividida em castas, ou seja, grupos de individuos com
caracteristicas e fungGes diferentes. Toda casta possui o casal real, os soldados e
0 grupo dos operdarios. Sdo insetos que tém habitos cripticos, sendo, portanto,
fototropicos negativos. A maioria das formas é cega e 0s sensos de gustacao,
olfato e tato sdo percebidos pelas antenas e por numerosos poros e pélos
sensoriais que existem em toda superficie do corpo. Eles também sdo sensiveis
as vibragdes e, principalmente, as condicdes de umidade que, no interior dos
ninhos, € mantida proxima ao ponto de saturacdo (Berti Filho et al., 1993).

Quanto aos danos causados pelo cupim de monticulo em relagdo as
pastagens, ainda h4 muita controveérsia. Fernandes et al. (1998) e Zanetti et al.
(2002) referem-se a esses cupins também como “pragas estéticas”.

Segundo a EMPRESA  BRASILEIRA DE  PESQUISA
AGROPECUARIA (EMBRAPA — CNPGC, 1996), como qualquer outro inseto,
os cupins de monticulo também podem sofrer a acdo de inimigos naturais, como
passaros, roedores, lagartos, aranhas e formigas, quando expostos a superficie.
Tatus e tamanduas também atuam sobre os cupinzeiros, escavando-os, sendo 0s
tatus mais eficientes.

A seguir serdo apresentados alguns métodos de controle para cupins em
areas agroflorestais. Esse controle pode ser feito por medidas culturais,

quimicas, bioldgicas e também pelo controle associado.



2.1.1 Controle cultural

Para o controle de cupins em areas agroflorestais (segundo a
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2005), o cupim de monticulo
pode ser combatido com:

- aracdo e gradagem: a preparacdo anual das areas para o cultivo agricola impede
o0 surgimento de monticulos, que surgem apenas onde a maquina ndo consegue
entrar;

- arrancamento do monte ou sua quebra: atividade ardua, que apresenta poucos
resultados, pois o tombamento e a divisdo dos ninhos ndao impedem a
reorganizacao da coldnia e, muitas vezes, podem aumentar a infestacdo, pois,
dependendo da espécie, a fragmentacdo pode originar novos ninhaos;

- uso de tratores: processo muito caro e sé tem eficiéncia quando os montes sao
arrancados e fragmentados.

Outra maneira de se combater os cupins de monticulo ¢ utilizando-se a
broca cupinzeira. Valério et al. (1998) utilizaram essa broca como forma de
controle mecanico e obtiveram uma mortalidade, de aproximadamente, 100%
dos cupins. Esse controle também pode estar associado ao controle quimico. Em
pastagens, a principal medida de controle cultural, segundo Fernandes et al.
(1998), é a renovacdo criteriosa das pastagens, feita com analise e correcdo do
solo, adubacéo correta, sementes de boa qualidade e preparo de solo profundo e
uniforme. Zanetti (2002) também cita a adubacéo e a época de plantio como
taticas de controle cultural, pois, plantas bem nutridas e com acelerado

desenvolvimento apresentam maior resisténcia ao ataque de cupins.

2.1.2 Controle quimico
O controle de cupins no Brasil vem sendo feito quase que
exclusivamente com inseticidas quimicos. Até 1985, a aplicacdo de inseticidas

clorados era comum, porém, a Portaria 328 do Ministério da Agricultura, de 2 de



setembro de 1985, proibiu o uso desse tipo de inseticida, fazendo-se necessario o
estudo de novas moléculas de inseticidas ou outras alternativas. A partir dessa
data, iniciou-se uma busca mais acelerada de novos inseticidas que pudessem
substituir os clorados com a mesma eficiéncia e custo (Almeida et al., 2003). Até
1994, somente fosfeto de aluminio possuia registro para o controle de cupins. A
partir de 1995, surgiram dois novos inseticidas: fipronil e imidaclopride
(Fernandes et al., 1998).

Muitas pesquisas foram desenvolvidas utilizando-se o controle quimico
para cupins de varios géneros, entre eles Syntermes sp. e Cornitermes sp. Além
de fipronil e imidaclopride, alguns produtos, como endosulfan, dissulfoton +
triadimenol, carbosulfan, entre outros, também foram testados para o controle de
cupins.

As espécies dos géneros Syntermes e Nasutitermes tém causado grandes
danos aos canaviais de Pernambuco e do Nordeste. Sena et al. (2000/2001)
procuraram estudar uma nova perspectiva para o controle quimico desses cupins
e testaram os produtos fipronil e endosulfan. Os pardmetros avaliados foram:
brotacdo, perfilhagdo, altura de plantas, infestacdo (% de cupins nas plantas) e
nivel de infestacdo (amostragem/nota: muito alto, alto, médio e baixo), além da
produtividade. Para a brotacdo, endosulfan promoveu o melhor resultado e, para
a perfilhacdo, infestacdo e nivel de infestacdo, fipronil foi melhor. Em relacdo a
altura de plantas, todos os tratamentos foram superiores a testemunha. Os
resultados para produtividade ndo foram significativos, porém, esses autores
relataram um aumento de 5t/hora quando se utilizou o produto fipronil.

Embora os produtos clorados tenham sido proibidos em 1985, alguns
autores, no final da década de 1980 e na década de 1990, ainda utilizaram
produtos como dodecacloro e aldrin em seus trabalhos, como forma padréo de

comparacao, ja que néo se conhecia a eficiéncia dos novos produtos.



Valério et al. (1998) estudaram o controle quimico para cupins dos
géneros Syntermes e Cornitermes em pastagens. Os maiores percentuais de
mortalidade foram conseguidos com dodecacloro, abamectina e fipronil.
Deltametrina e iscas formicidas a base de sulfluramida e clorpirifés ndo foram
eficientes, causando mortalidade de apenas 10%. Fipronil foi altamente eficiente
no controle de cupins do género Cornitermes, porém, para Syntermes, a
mortalidade foi de, apenas, 50%.

Mariconi et al. (1996) estudaram o controle de cupins do género
Cornitermes em pastagens com formulacfes liquidas de clorpirifds e
endossulfan. Estes autores constataram que a mortalidade para todos os
tratamentos variou de 80% a 100%, portanto, tanto clorpirifés quanto
endossulfan foram eficientes para o controle de cupins, independentemente das
dosagens ou dos prazos para a destruicdo dos ninhos.

Buainain-Alves et al. (1993) estudaram a eficiéncia de inseticidas no
controle do cupim de monticulo, C. cumulans em pastagens. Foram 16
tratamentos, entre eles dodecacloro 20g e 40g, carbaril e o fosfeto de aluminio,
que foram aplicados com o orificio aberto e fechado. O experimento foi
conduzido no campo e avaliado aos 30 dias da aplicacdo dos inseticidas. Os
melhores resultados foram obtidos com dodecacloro 20 e 40g/cupinzeiro,
causando mortalidade de 100% dos individuos, carbaril PM 5g/litro de
agual/cupinzeiro, cuja mortalidade foi de 90% e fosfeto de aluminio (10
comprimidos de 0,6g/cupinzeiro), com o orificio fechado causando mortalidade
de 80% dos insetos.

Fadini et al. (2001) estudaram o efeito da profundidade de aplicagéo e
da distribuicdo de imidaclopride (Confidor ®) na formulagdo liquida para o
controle de cupins de monticulo em pastagens. Na etapa |, foram selecionados
30 ninhos de cupins de monticulo com tamanhos semelhantes, tratados com

imidaclopride com aplicador de tubo curto. Na etapa Il, os tratamentos e



observacdes foram realizados como na etapa I, porém, utilizou-se o aplicador de
cano longo. As observacdes realizadas para a etapa | até 54 dias ap6s o
tratamento mostram que, ap6s esse periodo, 78,26% das colbnias estavam
mortas. Para a etapa Il, as observacGes foram realizadas até 15 dias apds a
aplicacdo e a mortalidade observada apds esse periodo foi de 96,16%. Os
resultados mostraram que o aplicador de tubo longo e perfurado apresentou
maior eficiéncia no controle de cupins de monticulo em pastagens.

Vaérios trabalhos também foram realizados para eucalipto, ja que o0s
cupins podem causar danos a cultura. No caso de florestamento e
reflorestamento, a utilizacdo de alguns produtos clorados ainda foi permitida por
mais algum tempo. Dessa forma, Papa & Haro (1991) estudaram o efeito de uma
formulacdo especial de inseticida granulado sobre o controle de cupins
Cornitermes sp. no plantio de eucalipto. Os tratamentos foram carbosulfan e
aldrin. As avaliacGes foram realizadas até 185 dias ap6s o tratamento, anotando-
se o total de plantas mortas por parcela, devido ao ataque de cupins. Os
resultados obtidos mostraram que o inseticida carbosulfan foi satisfatério para o
controle de cupins no plantio de eucalipto e também proporcionou melhor
desenvolvimento das plantas em todas as doses testadas.

Wilcken (1992) avaliou os danos de cupins subterraneos Cornitermes sp.
em plantios de eucalipto e o controle com formulagbes de inseticidas para
aplicacdo no solo. Os tratamentos foram teflutrina, fonofés e testemunha. As
avaliacOGes foram realizadas até 169 dias apds a aplicagdo. Aos 34 dias ap0s a
aplicacdo, houve diferenca entre os tratamentos e a testemunha, tendo teflutrina
e fonof6s mostrado um controle semelhante ao aldrin. Nas demais avaliacfes, 0s
resultados se mantiveram. As parcelas tratadas com teflutrina resultaram em
uma eficiéncia de controle de 100%. O produto fonofés também foi eficiente no
controle dos cupins subterraneos Cornitermes sp., sendo comparavel ao controle

proporcionado pelo aldrin. O periodo de maior susceptibilidade de Eucalyptus



grandis ao ataque de cupins subterraneos foi observado entre 34 e 76 dias apds o
plantio.

Resende et al. (1995) estudaram o efeito dos produtos carbosulfan e
aldrin na protecdo de mudas de Eucalyptus camaldulensis contra cupins
subterréneos. Os parametros avaliados foram: % de plantas mortas, altura (cm) e
didmetro a 40 cm do coleto. Os tratamentos foram com aldrin, carbosulfan e um
tratamento controle sem inseticida. N&do ocorreu mortalidade das plantas no
tratamento com 7,5g/cova de carbosulfan, ao contrario dos demais tratamentos
que ndo apresentaram diferenca entre si, porém, ainda assim, a mortalidade nos
tratamentos foi menor que na testemunha. O didmetro das plantas néo
apresentou diferenca entre os tratamentos, ao contrario da altura média das
plantas, que nos tratamentos com 10g/cova e 7,5g/cova de carbosulfan, foi
significativamente superior a da testemunha.

Wilcken & Raetano (1995) estudaram a eficiéncia do inseticida fipronil
no controle de cupins subterrdneos em eucalipto. Os tratamentos foram fipronil
(WDG), aldrin (P) e testemunha. A avaliacdo foi realizada até 145 dias do
plantio. O produto fipronil foi eficiente no controle de cupins (90% a 100%),
independente da dosagem, formulagdo e forma de aplicacdo, durante o periodo
de avaliacdo. Esses resultados foram comparaveis aos do aldrin em
polvilhamento (80% a 100%). Também Wilcken & Raetano (1997) estudaram a
eficiéncia da bifentrina no controle de cupins subterrdneos em plantios de
eucalipto. Os resultados mostraram que bifentrina foi eficiente no controle de
cupins, quando aplicado em imersdo de mudas a 0,1% e em pulverizacdo em
cobertura a 0,4% de i.a/planta (80% de controle), durante todo periodo de
avaliagdo. Estes resultados foram comparaveis ao fipronil em imerséo de mudas
e superiores ao heptacloro (40%).

Raetano et al. (1997) estudaram o controle de cupins dos géneros

Heterotermes e Cornitermes em florestas de eucalipto utilizando o inseticida



fipronil (Regent 20G) aplicado em cobertura. Os tratamentos envolveram dois
inseticidas: fipronil e aldrin. As avaliagcGes foram realizadas ap6s 48, 88, 126,
246, 312 e 365 dias ap6s a aplicacdo e em todas elas, as maiores eficiéncias de
controle foram obtidas com as dosagens de 5,0 e 7,5 g de Regent 20G/planta até
um ano apds a aplicacdo. Ja aldrin e fipronil a 10 e 2,5g/planta, respectivamente,
mostraram menor eficiéncia para o controle dos cupins.

Alves et al. (1995) estudaram o controle de cupins subterraneos em
plantios de eucalipto com imidaclopride, dissulfoton + triadimenol e aldrin. Os
produtos que mostraram-se eficientes no controle de Syntermes molestus e
Cornitermes bequaerti foram fipronil e dissulfoton + triadimenol (100% de
controle para ambos), aldrin 87,5% e imidaclopride que, aplicado em
pulverizacdo no colo da planta, na dosagem de 0,105 g i.a./planta, causou
mortalidade de 94%.

2.1.3 Controle biol6gico com entomopatogenos

Controle biolégico é a utilizacdo de organismos vivos para o combate de
pragas. Entre os agentes de controle biolégico existem 0s microrganismos
entomopatogénicos, como os virus, fungos, bactérias, protozoarios e nematoides
que infectam as pragas, causando-lhes doencas e morte, e também organismos
mais complexos, como predadores e parasitéides, conhecidos como inimigos
naturais.

Para o controle de cupins, alguns trabalhos realizados com bactérias,

fungos e nematdides podem ser citados.

2.1.3.1 Bactérias e fungos entomopatogénicos
Um trabalho realizado por Castilhos-Fortes et al. (2002) mostra a
susceptibilidade de Nasutitermes ehrhardti a subespécies de Bacillus

thuringiensis. Foram testadas 55 cepas do patégeno em condi¢des controladas,
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em que sete foram consideradas patogénicas, tendo B. thuringiensis
huazhongiensis, B. thuringiensis brasiliensis, B. thuringiensis colmeri, B.
thuringiensis kurstaki e B. thuringiensis vunnanensi, provocado mortalidade
inferior a 72% em isdpteros. Os isolados B. thuringiensis sooncheon e B.
thuringiensis roskildiensis causaram 100% de mortalidade ao sétimo dia apds a
aplicacdo das bactérias. As CLs, para B. thuringiensis sooncheon
corresponderam a 47x10% 66,2x10° e 5,1x10° células/ml, aos 3, 5 e 7 dias,
respectivamente. Para B. thuringiensis roskildiensis, a CLs, foi de 30,8x10°,
48,4x10° e 16,8x10* células/ml, aos 3, 5 e 7 dias, respectivamente. Esses dados
mostram que duas subespécies de bactérias foram bastante virulentas no controle
de cupins e devem ser mais estudadas para o controle de pragas.

Em relacdo aos fungos entomopatogénicos, alguns trabalhos podem ser
citados, como o de Fernandes (1991), que avaliou o controle microbiano de C.
cumulans utilizando Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Foram
testados cinco isolados de B. bassiana e quatro de M. anisopliae. Os isolados
selecionados foram 868 de B. bassiana e o0 865 de M. anisopliae. No campo, 0
autor constatou que a dose de 2g de conidios de B. bassiana por cupinzeiro foi
mais eficiente, eliminando 98% dos cupins aos 30 dias e 100% aos 60 dias da
aplicacdo. Para o isolado de M. anisopliae, a concentracdo utilizada foi de 8g de
conidios por cupinzeiro e a mortalidade foi de 80%, aos 30 dias e 100%, aos 60
dias da aplicagéo.

Fernandes & Alves (1992) selecionaram isolados de B. bassiana e M.
anisopliae para o controle de C. cumulans. Foram testados quatro isolados de M.
anisopliae e cinco isolados de B. bassiana. Os cinco isolados mais virulentos
foram novamente comparados, porém, o0s cupins mortos foram retirados
diariamente e colocados em camara Umida para observacdo dos niveis de
conidiogénese sobre os cadaveres. Também foi realizado um teste de campo

com os melhores isolados. Observou-se que os isolados de M. anisopliae 865 e
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866 provocaram quase 100% de mortalidade em menos de 48 horas. Com
relacdo a conidiogénese dos fungos sobre os cadaveres, os isolados de M.
anisopliae foram superiores aos de B. bassiana. No campo, quando aplicaram-se
5g de conidios puros/col6nia, a mortalidade foi de 100% em dez dias e a
conidiogénese também foi alta dentro do cupinzeiro.

Neves & Alves (2004) observaram os eventos externos relacionados ao
processo de infeccdo de operarios e soldados de C. cumulans pelos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae e compararam duas técnicas de
fixacdo de insetos: secagem até o ponto critico e desidratacdo com dissecador. A
germinacao ocorreu em varias regides do corpo dos insetos principalmente entre
6 horas e 12 horas ap6s inoculacdo, a penetracdo ocorreu apds 12 horas e 24
horas. A colonizagdo ocorreu entre 24 horas e 72 horas, tendo a maioria dos
insetos (> 80%) morrido entre 48 horas e 72 horas apds inoculagdo para B.
bassiana e entre 72 horas e 96 horas para M. anisopliae. A secagem até ponto
critico foi a técnica de fixagdo que melhor preservou as estruturas do patogeno e
dos insetos.

Outro trabalho que também mostra o desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae em cupins, porém do género
Heterotermes, é o de Moino Jr. et al. (2002), que descreveram o
desenvolvimento destes fungos sobre H. tenuis por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV), determinando a duracdo das fases de infeccéo
fungica. Estes autores como Neves & Alves (2004), também avaliaram duas
técnicas de fixacdo para o preparo de amostras. Os insetos foram coletados 0, 6,
12, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas apds a inoculacdo e preparados por duas
técnicas de fixacdo (tetréxido de 6smio (OsO,) e tampdo de glutaraldeido e
sodio-cacodilato). B. bassiana e M. anisopliae tém ciclos semelhantes, porém, as
fases de penetracdo, colonizacdo e conidiogénese sdo relativamente mais rapidas

para M. anisopliae que para B. bassiana, o que resulta em uma taxa mais rapida
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de mortalidade para os cupins Heterotermes tenuis. O trabalho de Neves &
Alves (2004) mostra o contrario para C. cumulans. A técnica de fixacdo com
vapor de OsO, foi satisfatoria para a preparacdo de insetos para observacéo do
desenvolvimento de fungos entomopatogénicos em MEV.

Milner et al. (1998) trabalharam com 93 isolados de M. anisopliae, para
o controle de cupins na Australia, dos géneros Nasutitermes e Coptotermes,
observando que 76 isolados foram efetivos no controle dos cupins. Todos os
isolados foram patogénicos no bioensaio contra Coptotermes acinaciformis,
sendo esse mais susceptivel que Nasutitermes exitiosus. Nove isolados desse
grupo foram selecionados, observando-se, além da alta patogenicidade, a
resisténcia a temperaturas mais elevadas, a taxa de esporulacdo e a estabilidade
da colbnia, entre outros, para um experimento com Coptotermes sp. Os cupins
foram divididos em duas colénias, sendo essas coletadas ao mesmo tempo.
Nesse bioensaio, apos quatro semanas, o controle foi de 75% para as duas
colénias. Entretanto, todos os isolados testados foram mais efetivos para a
colénia A comparada a colénia B. O isolado FI-610 foi um dos mais efetivos
contra os cupins das duas coldnias e se multiplicou relativamente bem em agar a
36°C. Esse isolado foi testado no campo e foi efetivo para o controle de C.
acinaciformis, quando 10g (3x10™ conidios) ou mais foram colocados no centro

das coldnias.

2.1.3.2 Nematoides entomopatogénicos

O uso de nematdides entomopatogénicos (NEPs) para o controle de
pragas vem sendo preconizado como uma das alternativas mais promissoras,
principalmente no caso de pragas subterraneas.

Os nematoides sdo vermes ndo segmentados, pertencentes ao filo
Nematoda. Atualmente, sdo encontradas mais de 30 familias associadas a

insetos, incluindo aqueles nematdides que utilizam plantas como hospedeiros e
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animais como vetores, estabelecendo, assim, diferentes associagdes com 0s
insetos, desde foréticas a parasiticas, como é 0 caso dos nematdides
entomopatogénicos.

Os NEPs vém adquirindo grande importancia no controle biolégico de
pragas como agentes microbianos. Sua introdugdo, junto com outros inimigos
naturais, constitui uma ferramenta efetiva em programas de manejo integrado de
pragas (MIP).

Segundo Ferraz (1998), a grande importancia atribuida aos géneros
Steinernema e Heterorhabditis deve-se a associacdo mutualistica incomum que
estabelecem com bactérias do género Xenorhabdus, resultando na morte rapida
dos insetos parasitados. Nessa associacdo, os nematodides contribuem oferecendo
protecdo as bactérias e atuando como vetores das mesmas, de um inseto
parasitado a outro sadio. A bactéria contribui com a provisao nutricional para 0s
nematdides. Isso ocorre porque, apds a infeccdo do inseto pela bactéria, o
cadaver fica tomado por uma "sopa bacteriana”, meio rico em nutrientes
constituido pela bactéria e por tecidos ja desorganizados, de facil assimilacdo
pelos nematoides.

Também Ferraz (1998) destaca algumas vantagens do uso de nematdides
no controle de insetos, tais como:

a) resisténcia a produtos fitossanitarios, favorecendo o controle integrado;

b) acdo sinergistica com outros agentes de controle biolégico (por exemplo,
Bacillus thuringiensis);

c) boa capacidade de adaptacdo a novos ambientes;

d) capacidade de difusdo pelo ambiente, com bom comportamento de busca do
hospedeiro;

e) alta especificidade a insetos.

Por outro lado, o mesmo autor ressalta algumas limitacdes para o pouco

uso atual de NEPs no controle de pragas, como algumas dificuldades na criacdo
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massal, condi¢cBes ambientais desfavoraveis e existéncia de alguns mecanismos
de defesa de insetos contra os nematdides, entre outras.

O comportamento de busca dos nematdides pode ser de duas maneiras:
“cruiser” ou “ambusher”. Os nematdides “cruiser” sdo aqueles que se deslocam
até o seu hospedeiro, como é o caso de Steinernema carpocapsae, que tem
grande mobilidade e grande espectro de hospedeiros. Esses nematoides
procuram pelos seus hospedeiros proximo a superficie do solo. Os nematdides
“ambusher” sdo aqueles que esperam pelos seus hospedeiros, como é o caso de
Heterorhabditis bacteriophora e Steinernema glaseri. Esses nematoides sao
adaptados a procurar em profundidades maiores.

Alguns trabalhos mostram a eficiéncia dos nematoides em relacdo ao seu
deslocamento. Wennemann et al. (2004) estudaram a movimentacéo vertical dos
nematdides S. carpocapsae e S. glaseri em solos com plantacdo de morangos.
Nesse experimento, foi possivel observar que o nematoide S. glaseri se deslocou
mais que o nematdide S. carpocapsae até 12 cm de profundidade. Stuart et al.
(1997) estudaram o deslocamento dos nematdides para cochonilhas, utilizando a
areia como meio de deslocamento dos nematdides. Foram utilizadas duas
concentracfes (100 e 500 Jl/cochonilha) e dois nematdides sendo H.
bacteriophora e Heterorhabditis indica. Tanto na concentracdo de 100 JI como
na de 500 JI, H. indica foi mais eficiente, porém, todos os tratamentos diferiram
da testemunha.

Outro trabalho de deslocamento foi o de Molina & Ldpez (2002) em
experimento para avaliar o deslocamento horizontal dos nematoides até a broca
do café dentro dos frutos. Foi utilizada uma camara plastica, na qual de um lado,
ficaram os frutos com a broca e, do outro, foram aplicados os nematoides. Os
nematoides utilizados foram Steinernema feltiae e H. bacteriophora. Mais uma
vez ficou provada a eficiéncia dos nematéides, sendo que, para esse

experimento, S. feltiae foi mais eficiente que H. bacteriophora.

15



Muitas pragas de solo tém dificil controle usando inseticidas, porém, em
paises como os Estados Unidos, essas pragas estdo sendo combatidas com NEPs.
No Brasil, importantes pragas, como Cosmopolites sordidus (Coleoptera),
Hypothenemus hampei (Coleoptera), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera),
Agrotis ipsilon (Lepidoptera), Diabrotica spp. (Coleoptera) e mosca das frutas
(Diptera: Tephritidae), sdo suscetiveis aos NEPs, tanto do género
Heterorhabditis como do Steinernema, o que possibilita mais estudos com
relacdo ao uso desses NEPs para o controle de pragas (Grewal et al., 2001).

Para controle de cupins, alguns trabalhos foram realizados, porém,
nenhum deles com os cupins do género Cornitermes.

Martius (1998) relata algumas perspectivas de controle para cupins com
a utilizacdo de NEPs. Segundo este autor, alguns trabalhos realizados em
laboratério mostram uma grande mortalidade de cupins apds entrarem em
contato com os nematoides. Laumond et al. (1979) estudaram 128 espécies de
insetos, entre elas Nasutitermes exitiosus como hospedeiros de S. carpocapsae.
Ocorreu uma mortalidade de 100% dos insetos aos 3 dias, quando esses
entraram em contato com 0s nematdides a uma concentra¢do de 6.000 Juvenis
infectivos (JI)/cupim.

Dantharanavana & Vitarana (1987) estudaram a infeccdo de
Glyptotermes dilatatus, importante praga do chd no Sri Lanka, por
Heterorhabditis sp. aplicado no campo nas concentracdes de 4.000 a 8.000
nematoides/mL, causando completa mortalidade dos insetos apds dois ou trés
meses da aplicacao.

Nguyen & Smart Jr. (1994) descreveram Neosteinernema
longicurvicauda, uma nova espécie de nematdide entomopatogénico isolado de
Reticulitermes flavipes, sendo essa a Unica espécie descrita do género

Neosteinernema.
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Wang et al. (2002) estudaram a infectividade de quatro nematoides
entomopatogénicos para o controle de cupins. Os nematdides utilizados foram:
S. carpocapsae, Steinernema riobravis, H. bacteriophora e H. indica. Em um
primeiro teste de laboratério, todos os nematdides foram testados nas
concentracbes de 0, 400, 1.200 e 2.000 Jl/cupim para o controle de
Reticulitermes flavipes e 0, 400, 2.000 e 5.000 Jl/cupim para Coptotermes
formosanus. A sobrevivéncia dos cupins foi avaliada aos 2, 4, 8 e 15 dias.
Nenhum nematéide matou R. flavipes antes de oito dias; apds esse periodo,
houve uma variacdo de acordo com a espécie de nematoide utilizada. S.
riobravis ndo foi eficiente para esse controle; ja S. carpocapsae foi efetivo nas
concentracfes maiores ou iguais que 1.200 Jl/cupim. As espécies H.
bacteriophora e H. indica foram eficientes em todas as concentracdes para R.
flavipes, porém, H. indica foi a que mais se destacou das demais, causando uma
maior mortalidade em R. flavipes. Comparando-se H. bacteriophora e H. indica
nas concentractes de 1.200 e 2.000 Jl/cupim, ainda assim H. indica foi melhor.
Para C. formosanus, os resultados foram semelhantes, porém, todos os
nematdides mataram os cupins ap6s oito dias, na concentracdo de 400 Jl/cupim.
H. indica também se destacou das demais, causando uma maior mortalidade
para C. formosanus, seguido de H. bacteriophora, S. carpocapsae e S. riobravis.

Outro trabalho visando ao controle de cupins do género Syntermes
utilizando nematoides foi realizado por Moino Jr & Alves (2004). Foi avaliado o
efeito de Steinernema anomali, S. riobravis, S. carpocapsae, Heterorhabditis sp
e H. bacteriophora sobre operérios de Syntermes sp, nas concentracGes de 25,
50, 100, 500 e 1.000 Ji/placa. A espécie S. riobravis na concentragdo de 1.000
Ji/placa foi o tratamento que causou maior mortalidade nos operarios de

Syntermes sp.
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2.1.4 Controle associado

O controle associado de cupins é aquele em que se utilizam dois tipos de
controle a0 mesmo tempo, podendo ser o controle quimico e o bioldgico.

Neves & Alves (1999) estudaram o controle associado de C. cumulans
com M. anisopliae, B. bassiana e imidaclopride. Foram realizados experimentos
de campo para a determinacdo das concentragBes minimas de conidios e de
imidaclopride que, quando aplicados em associacdo, controlavam os ninhos de
cupins, mas, quando aplicados separadamente, ndo eram eficientes. Foram
realizados quatro experimentos sendo que no primeiro utilizaram-se conidios de
M. anisopliae (isolado 1037), misturados ou ndo com os inseticidas. No segundo
e terceiro experimentos, somente foram utilizados imidaclopride e os conidios
de M. anisopliae. No quarto experimento, foi testada a mistura de imidaclopride
com conidios de M. anisopliae e B. bassiana. Foi possivel diminuir a
concentracdo dos conidios em até oito vezes e a concentracdo do inseticida em
até 157 vezes em relagdo as concentracdes recomendadas. A mortalidade dos
ninhos grandes foi maior que 80%.

Almeida & Alves (2000) estudaram o controle de Heterotermes tenuis e
C. cumulans com o inseticida fipronil associado ao fungo entomopatogénico B.
bassiana em isca atrativa na cultura de cana-de-agUcar. Foram instaladas 407
iscas de monitoramento para a localizacdo dos focos dos cupins. As avaliacdes
foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias ap6s a instalacdo das iscas. Para C.
cumulans, os tratamentos, em geral, causaram uma diminui¢do da populagéo,
porém, foi mais significativa aos 90 dias com fipronil 0,01%. Para H. tenuis, as
médias das notas da testemunha aos 30, 60 e 90 dias foram maiores que 0s
tratamentos. Quando se utilizou a espécie B. bassiana, houve um decréscimo
dos 30 para os 60 dias e um peqgueno aumento aos 90 dias. Nos tratamentos
fipronil 0,001% e 0,01% ocorreu apenas uma pequena populacdo aos 60 dias.

Apo6s 90 dias, ocorreu a eliminacdo total da coldnia quando utilizou-se fipronil
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0,003%. A média das notas nas trés avaliacdes foi zero quando se utilizou
fipronil 0,003% + B. bassiana.

Neves & Alves (2000) estudaram a inibicdo da capacidade de limpeza
em C. cumulans inoculados com B. bassiana e M. anisopliae e tratados com
imidaclopride. As concentracGes de imidaclopride usadas foram: 0; 0,1; 1; 10;
100 e 1000 ppm de ingrediente ativo. As avaliacbes foram feitas por meio de
microscopio eletronico de varredura as 6, 12, 24, 48 e 72 horas apds o contato
com o inseticida e foram atribuidas notas de acordo com a movimentacdo dos
cupins. Nesse estudo, o0s autores puderam notar que os soldados e operarios de
cupins possuem uma alta capacidade de limpeza, impedindo que os conidios
penetrem na cuticula dos insetos nas primeiras horas da aplicacdo. Porém,
quando utilizaram-se doses subletais do inseticida, esse comportamento de
limpeza era inibido, permitindo, assim, que os fungos pudessem penetrar e
germinar, provocando a infeccdo do inseto.

Com relagio ao uso do controle associado de nematoides
entomopatogénicos com produtos quimicos, nada foi feito para cupins do género
Cornitermes. Porém, Carvalho (2003) avaliou a compatibilidade de fungos e
NEPs com produtos fitossanitarios utilizados na cultura do cafeeiro. Foram
avaliadas a infectividade e a viabilidade do nematoide S. carpocapsae, tendo 0s
herbicidas 2,4 D, acetoclor e oxifluorfen diminuido a viabilidade do nematéide e
os herbicidas azafenidina, simazina + ametrina, 2,4 D, acetoclor e oxifluorfen
reduziram a infectividade de S. carpocapsae a larvas de Galleria mellonella.

Negrisoli Junior (2005) também avaliou a compatibilidade de produtos
fitossanitarios com NEPs, utilizando a metodologia modificada de Vainio
(1992). Foram testados 18 produtos, dentre eles inseticidas, nematicidas,
acaricidas e herbicidas. Os nematdides utilizados foram H. bacteriophora e S.
carpocapsae. Avaliaram-se a infectividade e a viabilidade dos nemato6ides em

lagartas de Galleria mellonella. Os produtos thiophanate metil, tiametoxan e
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imidaclopride diminuiram a viabilidade e a infectividade de S. carpocapsae.
Tiametoxan, aldicarbe e carbofuran diminuiram a viabilidade de H.
bacteriophora. Os demais produtos foram compativeis com S. carpocapsae e H.
bacteriophora.

Esses trabalhos evidenciam a possibilidade do uso conjunto de NEPs e
produtos fitossanitarios compativeis, visando ao controle de pragas, inclusive

cupins.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Patologia de Insetos

do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Coleta e manutencéo dos cupins

As coletas dos cupins foram realizadas no campus da Universidade
Federal de Lavras. Para a coleta, foram selecionados cupinzeiros pequenos
(aproximadamente 40 cm de altura). Os cupinzeiros foram quebrados, na sua
parte superior, até que a movimentacdo dos cupins fosse observada. Apés essa
verificacdo, os cupinzeiros foram, entéo, “soltos” do solo, com o auxilio de uma
picareta e, logo apés, tombados. Pequenos fragmentos dos cupinzeiros foram
retirados e, com a ajuda de uma peneira, foram batidos dentro de um balde,
evitando-se que a terra do cupinzeiro caisse junto com o0s cupins. J& no
laboratorio, foi utilizada uma bandeja branca, grande, com uma de suas partes
pintadas de preto no fundo. Dentro dessa bandeja havia um suporte de madeira
dos dois lados. Esse suporte foi utilizado para que se colocasse um pedaco de
madeira separando as duas partes da bandeja. Entre a madeira e o fundo da
bandeja foi colocada uma placa de Petri virada para permitir que 0s cupins
passassem para o outro lado. Do lado onde a bandeja foi pintada e sobre a qual
havia o suporte, também foi colocado um tecido tipo blecaute, para que um dos
lados ficasse escuro. A terra com os cupins foi, entdo, despejada do lado mais
claro da bandeja, evitando-se que ficasse muito perto das laterais. Ainda para
ajudar na migracdo mais rapida dos cupins do lado claro para o escuro da
bandeja, foi utilizada uma luminaria em cima dos cupins, pois, como eles sdo
fototropicos negativos, fogem da luz e véo para a parte mais escura da bandeja.

Quando os cupins ja haviam migrado o suficiente, eles foram coletados, com o
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auxilio de uma colher e colocados nas placas de plastico, furadas, com algodao
umedecido e com um pedaco de dieta artificial. Foram colocados
aproximadamente 50 operarios/placa e mantidos em cdmara BOD a uma
temperatura de 21 + 1°C (temperatura proxima a média encontrada no interior
dos cupinzeiros) (Parra et al., 1974), totalmente no escuro (Figura 1). No dia
seguinte, os cupins que estavam mortos foram retirados juntamente com os
soldados e ninfas que cairam nas placas. Em cada placa, foram deixados apenas
30 operarios de cupins para que se realizassem o0s experimentos. As dietas das

placas foram trocadas a cada dois dias.

FIGURA 1. Metodologia para coleta e montagem dos experimentos.

A dieta utilizada para a manutengdo dos cupins nas placas era a base de
cana-de-aclcar, seguindo as orientacdes de Santos (2005)' (dados n&o

publicados) em que para cada 100 mL de agua destilada, foram utilizados 0,1g

! Alexandre dos Santos — Universidade Federal de Lavras (UFLA) — Lavras/MG
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de caseina, 4g de glicose, 1,59 de agar, 10g de bagaco de cana moido, 0,059 de
colesterol e 0,2g de sacarose. Todos os ingredientes foram misturados em um
Erlenmeyer e autoclavados por 20 minutos. Logo apds, a dieta foi vertida em
placas de Petri de 9 cm de didmetro em cdmara de fluxo vertical. As placas
foram, entdo, enroladas em filme PVC, identificadas e guardadas na geladeira

para evitar a contaminacéo da dieta.

3.2 Multiplicacao e manutencao de nematdides entomopatogénicos

Foram utilizadas espécies de NEPs (Tabela 1) armazenadas e mantidas
no Laboratdrio de Patologia de Insetos do Departamento de Entomologia (DEN)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

TABELA 1. Isolados nativos e exdticos de nematdides entomopatogénicos
(Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) utilizados nos experimentos.

Linhagem Sigla Local
Steinernema carpocapsae All Sc Carolina do Norte/USA
Steinernema feltiae Sn Sf Florida/USA
Steinernema glaseri NA Sg Florida/USA
Steinernema riobravis 355 Sr Texas/USA
Steinernema (=anomali) arenarium Sa Voronezh/Russia
Heterorhabditis bacteriophora Hb Desconhecido
Heterorhabditis bacteriophora HP88 HP88 New Jersey/USA
Heterorhabditis sp. (CCA) CCA Araras/SP/Brasil
Heterorhabditis sp. (PI) Pl Teresina/Piaui/Brasil
Heterorhabditis sp. (JPM 3.0) JPM 3.0 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. (JPM 4.0) JPM 4.0 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 01) RSC 01 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 02) RSC 02 Benjamim Constant/ AM/Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 03) RSC 03 Benjamim Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 04) RSC 04 Benjamim Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 05) RSC 05 Benjamim Constant/AM/Brasil
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Para a multiplicacdo dos nematdides foram utilizadas lagartas de
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), criadas no Laboratério de
Patologia de Insetos da UFLA, de acordo com metodologia descrita por Dolinski
(2005)? (dados ndo publicados), em dieta para desenvolvimento larval com a
seguinte composicdo: farinha de trigo 200g, farelo de trigo 200g, leite em pé
desnatado 400g, levedura de cerveja 120g, gérmen de trigo 200g, mel 240g,
glicerina 130g e 4gua destilada 20mL (caso necessario).

O preparo da dieta foi feito misturando-se todos os ingredientes,
primeiro os secos e depois os liquidos. A mistura resultante foi colocada sobre
folha de papel dentro de potes plasticos e sobre esse substrato foram colocadas
as posturas realizadas pelos adultos, permitindo que as larvas, ao eclodirem,
encontrassem facilmente o alimento. Apés a passagem das larvas para o estagio
pupal, estas foram transferidas para frascos de vidro, contendo, no interior, papel
sanfonado (do tipo catalogo de produtos ""Sigma') para postura.

Completando o ciclo da criagdo, as posturas foram retiradas e
transferidas para potes plasticos com dieta, iniciando nova geracdo de larvas.

A criacdo foi mantida em sala climatizada, a 25+2°C, umidade relativa
de 70+10% e fotofase de 12 horas. A manutencdo foi feita em dias alternados,
fazendo-se a limpeza dos recipientes, coleta de posturas e adicédo de dieta.

Dez lagartas, de quinto instar e tamanho aproximado foram selecionadas
e posteriormente colocadas em uma placa de Petri de 9 cm de didmetro com
duas folhas de papel filtro no fundo, sendo neste inoculados 2 mL da suspensao
com os nematoides. As placas foram mantidas em camara BOD por dois a trés
dias, até a morte das lagartas. As lagartas mortas foram retiradas e colocadas em
placas de Petri de 9 cm de didmetro, com papel filtro seco por,

aproximadamente, sete dias. Com esse tempo, foi possivel notar a

% Claudia Dolinski — Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF)
Campo dos Goitacazes/RJ
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sintomatologia caracteristica da morte causada por nematdides, um ligeiro
encurvamento e a coloracdo mais acentuada.

Apds esta fase, foi montada a armadilha de White, que consiste em uma
placa de Petri de 9 cm de didmetro, colocando-se, no seu interior, um pedaco de
vidro cortado e colado no fundo da placa de Petri. Sobre esta foi colocada uma
folha de papel filtro cortada conforme o didmetro da placa, na qual foram
colocadas dez lagartas mortas por nematoides e cerca de 3 mL de agua no fundo
da placa. As armadilhas foram colocadas em camara BOD a 24 £ 1°Ce UR 70
10% por um periodo de trés a sete dias. A suspensdo recolhida passou por um
processo de decantacdo, a fim de retirar nematdides adultos e corpos gordurosos
do inseto. O processo de decantacdo foi realizado em provetas onde foram
adicionados 750 mL de &gua destilada e 0s nematdides recolhidos nas
armadilhas de White. Os nematoides decantaram por um dia e, logo depois,
foram recolhidos e guardados em frascos Erlenmeyer sob aeracdo (com auxilio

de um compressor de aquéario, mangueira e agulha) até a sua utilizagéo.

3.3 Bioensaio para selecdo de isolados de nematéides entomopatogénicos
Foi realizado um pré-teste para a escolha da melhor concentracédo de
NEPs a ser utilizada para a selecdo dos isolados. O nematéide utilizado no pré-
teste foi escolhido aleatoriamente, sendo este S. feltiae. As concentracdes
testadas foram 0, 25, 50, 125, 250 e 500 Jl/cupim, determinando-se a CLg
(concentracdo letal que mata 90% de uma populacdo testada) cujo valor foi
utilizado para o experimento de selecdo. Neste experimento, foram utilizadas
quatro repetigdes por tratamento. Os nematoides utilizados foram aqueles recém-
emergidos (com, no maximo, quatro dias de coleta) e mantidos em aeracdo. Para
a concentracdo zero (testemunha), foi aplicada apenas &gua destilada.
Utilizaram-se 30 operarios de cupins. Esses foram colocados em placas de Petri

de 9 cm de didmetro, cuja tampa foi furada e sobre ela foi colocado um algodao
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umedecido com agua destilada para que a umidade da placa fosse mantida. Cada
placa continha 2 papéis filtro também umedecidos em &gua destilada e um
pedaco da dieta feita a base de cana-de-aclcar. Os nematdides foram
quantificados e 0 méximo de suspensdo aplicada por placa foi de 1 mL. As
placas foram mantidas em cdmara BOD a uma temperatura de 21 + 1°C
totalmente no escuro. Ap0s trés dias da aplicacdo dos nematoides, 0s cupins
mortos foram transferidos para uma placa de Petri contendo papel filtro seco
(camara seca). Apos dois dias, esses cupins foram entdo dissecados para a

verificacdo da presenca ou ndo dos nematdides. A porcentagem dos dados
obtidos foi transformada por arcsen /(X /100) e submetidos a analise de

variancia e a regresséo polinomial.

Com base nesses dados, foi escolhido o valor da ClLg e essa
concentracdo foi utilizada no bioensaio de selecdo de isolados de nematdides.

Para a selecdo de isolados, foram utilizados os 16 NEPs dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis ( Tabela 1).

Os experimentos foram montados em trés etapas, ou seja, em dias
diferentes e, para cada experimento, 0 nimero de repeticbes também foi
diferente. Na primeira etapa, 0os nematoides utilizados foram S. carpocapsae, S.
glaseri e a testemunha, sendo dez o nimero de repeticdes. Na segunda etapa,
utilizaram-se os nematoides S. anomali, S. feltiae e S. riobravis, além da
testemunha. Nesse experimento, o numero de repetigdes foi oito. Por dltimo, foi
montado um experimento com os nematoides do género Heterorhabditis, sendo
estes Hb, CCA, PI, JPM 3.0, JPM 4.0, HP88, RSC 01, RSC 02, RSC 03, RSC
04, RSC 05 e a testemunha. Nesse experimento, 0 nimero de repeticbes foi
cinco.

O valor da CL ¢ foi 0 mesmo, tanto para os nematodides do género
Steinernema como Heterorhabditis. O processo de montagem e avaliacdo

utilizado para o bioensaio da sele¢do dos isolados, foi 0 mesmo utilizado para o
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pré-teste. Na testemunha, foi aplicada agua destilada. Foi feita a analise de

variancia (P< 0,05) com teste de Tukey para a comparacao entre as médias.

3.4 Bioensaio com diferentes concentracbes de  nematodides
entomopatogénicos para o controle do cupim

Outro experimento foi montado com o nematdide selecionado, testando
10 concentragdes diferentes, sendo essas 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450 e 500 Jl/cupim, além da testemunha. O processo de montagem e avaliacao
desse bioensaio foi 0 mesmo utilizado nos bioensaios anteriores, sendo a
avaliacdo realizada apds trés dias da inoculacdo dos nematoides. A confirmacao
da mortalidade foi realizada como nos bioensaios anteriores. Foram feitas cinco

repeticbes para cada um dos 11 tratamentos. Os dados obtidos foram
transformados por /(X +0,5) e submetidos a analise de variancia (P< 0,05) e

regressao polinomial.

3.5 Bioensaio de deslocamento dos nematdides

Esse teste visou a avaliagcdo da movimentacdo dos nematoides em busca
do seu hospedeiro.

Para esse bioensaio, foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de
didmetro, furadas e com algoddo umedecido, areia esterilizada
(aproximadamente 20g/placa) e uma placa de acrilico (1,6 cm de altura e 8,7 cm
de comprimento) que foi colocada no centro. Nessas placas foram colocadas
areia, a placa de acrilico e 30 operéarios de cupins (Figura 2). A seguir, foram
aplicados os nematdides do lado contrario ao dos cupins. Cada placa contendo
areia foi umedecida com, no maximo, 4 mL de agua ou suspensdo, sendo 2 mL
de dgua onde estavam os cupins e 2 mL de suspensdo ou agua do lado contrario.
A avaliagdo foi feita ap6s cinco dias da inoculacdo dos nematoides; os cupins

foram desinfetados em agua destilada, hipoclorito de sddio (1%) e &lcool (70%)

27



e colocados na cdmara seca por dois dias e, entdo, dissecados. A concentracdo

utilizada nesse experimento foi de 400 Jl/cupim (de acordo com resultados
anteriores). Os dados obtidos foram transformados por /(X +0,5) e

submetidos a analise de variancia (P< 0,05) e teste de Tukey para a comparacéo

entre as médias.

FIGURA 2. Metodologia usada para o bioensaio de deslocamento dos NEPs.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaio para selecdo de isolados de nematéides entomopatogénicos
Neste bioensaio foi realizado um pré-teste para a determinacdo da
CL g, Sendo o valor encontrado de 490 Jl/cupim, de acordo com a
equacdo Y = - 0,000154 x*+ 0,123029 x + 3,688026 (Figura 3). O valor da
CL 4 encontrada foi utilizado tanto para nematdides do género Steinernema

como Heterorhabditis.
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FIGURA 3. Porcentagem de mortalidade de operarios de cupins Cornitermes

cumulans, de acordo com a concentracdo de S. feltiae utilizada.

Para o bioensaio de selecdo de isolados foram utilizados 16 NEPs sendo
5 do género Steinernema e 11 do género Heterorhabditis, cujas mortalidades por

tratamento se encontram na Tabela 2.
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TABELA 2: Porcentagem de mortalidade de operérios de cupins C. cumulans

com a aplicacdo de nematdides.

Espécies % de mortalidade *
Steinernema feltiae 88,3+1,20 a
Steinernema carpocapsae 86,0+1,62 a
Steinernema anomali 70,0+ 1,00 ab
Heterorhabditis bacteriophora HP88 64,0+296 abc
Steinernema riobravis 63,3+1,36 abc
Steinernema glaseri 62,3+1,84 abc
Heterorhabditis sp CCA 52,7+ 2,52 bcd
Heterorhabditis sp RSC 04 50,0 + 3,86 bcd
Heterorhabditis sp RSC 03 48,0 £ 2,25 bcd
Heterorhabditis sp RSC 02 38,7+2,18 cde
Heterorhabditis sp JPM 3.0 37,3+0,97 cde
Heterorhabditis sp RSC 01 36,7 + 2,59 cde
Heterorhabditis bacteriophora 28,0+ 0,93 de
Heterorhabditis sp JPM 4.0 26,7+ 1,58 de
Heterorhabditis sp Pl 240+ 124 de
Heterorhabditis sp RSC 05 23,3+1,38 de
Testemunha 12,0 + 0,45 f
CV (%) 15,38
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05)

M+ EP (M)

De acordo com os dados obtidos, todos os isolados do género
Steinernema causaram mortalidade superior a 60%, sem diferenca entre 0s
tratamentos, incluindo-se também nesse grupo o nematdide H. bacteriophora
HP88. Assim, para a sequéncia dos trabalhos, foi selecionado o nematdide S.
feltiae, que se encontra nesse grupo dos isolados com melhor performance na
etapa de selecéo.

Pode-se observar também que, para 0s outros tratamentos com 0s
nematdides do género Heterorhabditis, a mortalidade dos cupins foi menor, com
a maioria dos isolados ndo alcancando 50% de mortalidade dos cupins.
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A mortalidade também foi melhor quando utilizaram-se os nematoides
chamados “exoticos”, por serem do género Steinernema. Ja para 0s nematdides
chamados “nativos”, ou seja, aqueles que foram isolados no Brasil, essa
eficiéncia foi menor e apenas dois isolados conseguiram atingir, em média, 50%
de mortalidade, j& que eles sdo do género Heterorhabditis e, provavelmente, essa
concentracdo seria muito maior, como nos trabalhos de Laumond et al. (1979) e
Wang et al. (2002).

Com relacdo aos trabalhos realizados com selecdo de nematdides para
cupins do género Cornitermes, ndo ha nenhum relato na literatura evidenciando
a importancia da presente pesquisa em realizar essa selecdo. Porém, Carvalho
(2003) selecionou quatro espécies de nematdides para a cochonilha-da-raiz-do-
cafeeiro, Dysmicoccus texensis, tendo o nematdide escolhido sido S.
carpocapsae.

A selecdo de entomopatdgenos no controle de C. cumulans ja foi feita
realizando a triagem daqueles fungos mais eficientes, como mostram o0s
trabalhos de Fernandes & Alves (1992), nos quais de nove fungos testados, dois
do género Metarhizium se destacaram, provocando 100% de mortalidade em
menos de 48 horas. Ja Neves (1998) testou 50 isolados de fungos dos géneros
Metarhizium e Beauveria, selecionando os cinco melhores dos quais apenas dois
foram escolhidos, sendo um de cada género. A selecdo dos patdgenos nem
sempre se faz com géneros ou espécies diferentes. Muitas vezes, isolados de
uma mesma espécie diferem entre si. Um trabalho que pode ser citado é o de
Milner et al. (1998) que, trabalhando com 93 isolados de M. anisopliae para o
controle de cupins dos géneros Nasutitermes e Coptotermes, mostraram que
apenas 76 dos isolados foram efetivos.

Essa diferenca pode estar relacionada ao modo de acdo e penetracdo dos
patdgenos, ndo s6 dos fungos, como também dos nematoides, virus, bactérias e

protozoarios.
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Uma hipotese que pode explicar o fato de S. feltiae ter sido mais
eficiente para C. cumulans que os outros nematdides é a capacidade de
adaptacdo e estabilidade a temperaturas relativamente mais baixas e também o
seu tamanho em relagdo aos outros nematoides, principalmente os do género

Heterorhabditis, que sdo maiores, dificultando a sua penetracdo nos cupins.

4.2 Bioensaio com  diferentes  concentraces de  nematdides
entomopatogénicos para o controle do cupim
Houve um aumento da mortalidade dos cupins a medida que se
aumentou a concentracdo de nematdides até 413 Jl/cupim, sendo essa
mortalidade, em média, de 26,5 cupins. A partir desse ponto, a medida que se
aumentou a concentracdo dos nematdides, a mortalidade comecou a decair
(Figura 4).
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FIGURA 4. Numero de cupins mortos em diferentes concentracdes de S. feltiae.
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Trabalhos como o de Stuart et al. (1997), realizado para o controle de
cochonilhas Dysmicoccus vaccinii, mostram que o nematoide S. feltiae também
foi eficiente em todas as concentracdes testadas, tendo as concentragBes acima
de 100 Jl/cochonilha causado maior mortalidade. No caso das cochonilhas,
quando foram testados os nematdides do género Heterorhabditis, a mortalidade
nos tratamentos foi maior em relagdo aos nematodides do género Steinernema, o
gue ndo ocorreu para 0s cupins.

Trabalhos relacionados a cupins e nematoides podem ser citados, embora
as concentracfes utilizadas sejam muito altas. Laumond et al. (1979), estudando
128 espécies de insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Isoptera,
entre outras, observaram que uma concentracdo de 6.000 JI de S. carpocapsae
foi capaz de matar 100% dos cupins Nasutitermes exitiosus em apenas trés dias.

Outro trabalho de Wang et al. (2002), para o controle de Reticulitermes
flavipes e Coptotermes formosanus com nematdides entomopatogénicos se
mostrou eficiente, embora as concentragdes utilizadas também tenham sido
altas. Foram utilizados quatro nematoides: S. riobravis, S. carpocapsae, H.
bacteriophora e H. indica. As concentracfes utilizadas variavam entre 0 e 2.000
Jl/cupim para o controle de C. formosanus e entre 0 e 5.000 para R. flavipes. De
maneira geral, todos os nematoides foram eficientes para as duas espécies,
porém, para C. formosanus, 0os nematdides, na concentracdo de 400 Jl/cupim,
foram capazes de matar 0s cupins apés oito dias da aplicacdo. Essa concentragédo
se aproxima dos resultados encontrados neste trabalho.

E importante realizar estudos de concentragdes de nematdides, seja em
campo ou em laboratdrio. Para cada inseto, o nematoide age de forma diferente,
seja na sua penetracdo bem como na liberacdo das bactérias, até a morte dos
insetos. Esse estudo também estd relacionado ao custo do tratamento, pois,
quanto maior for a concentracdo utilizada por inseto, mais caro saira esse

controle, podendo ser, muitas vezes, inviavel economicamente.
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4.3 Bioensaio de deslocamento dos nematdides

Nesse bioensaio, a concentracdo utilizada foi de 400 Jl/cupim, baseada
no bioensaio de concentracdo de nematdides, ou seja, aquela capaz de matar um
maior numero de insetos. Houve diferenga entre os tratamentos, sendo a
mortalidade da testemunha menor quando comparada ao tratamento em que se

utilizou a espécie S. feltiae (Tabela 3).

TABELA 3. Numero de cupins mortos ap6s cinco dias da inoculagdo de S.
feltiae.

Tratamento N° de cupins mortos *
Testemunha 6,00 £ 0,66 a
S. feltiae 10,00£0,72 b
CV(%) 16,35

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).
M+ EP (M)

Assim como Stuart et al. (1997) e Wennemann et al. (2004), que
estudaram a movimentagdo vertical dos nematdides e Molina & Lopez (2002),
que estudaram a movimentagdo horizontal, o presente trabalho também mostrou
diferenca entre os tratamentos, provando, mais uma vez, a eficiéncia dos
nematdides na busca por seus hospedeiros.

Uma caracteristica de S. feltiae que o difere dos demais nematoides
testados € que ele pode atuar tanto como “cruiser” como “ambusher” e, dessa

forma, tornar o controle mais eficiente.
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5 CONCLUSOES

Os nematdides do género Steinernema sdo mais eficientes no controle de

C. cumulans.

Dos isolados de Heterorhabditis avaliados, apenas H. bacteriophora

HP88 é eficiente para o controle de C. cumulans.

O nematdide S. feltiae, selecionado para o controle do cupim, é capaz de

se deslocar até encontrar o seu hospedeiro.
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