PATOGENICIDADE DE FUNGOS DO GENERO Isaria (PERSOON) SOBRE Coptotermes
gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) E ASPECTOS IMUNOLOGICOS
por
ELIANA MARIA DOS PASSOS
(Sob Orientagdo da Professora Auristela Correia Albuquerque)

RESUMO

O cupim Coptotermes gestroi (Wasmann) ¢ uma praga urbana e agricola que vem se
estabelecendo em muitas areas do mundo. A utilizagdo de fungos entomopatogénicos € uma opgao
para minimizar os prejuizos econdmicos causados por este cupim. Sabe-se, contudo, que
distarbios fisioldgicos ocasionados por um patdégeno desencadeiam reacdes de defesa pelos
insetos, como respostas humorais e celulares (hemdcitos). Desta forma, a presente pesquisa teve
como objetivos: 1. verificar a patogenicidade de isolados de Isaria farinosa e Isaria fumosorosea
ao cupim C. gestroi ¢ 2. avaliar qualitativamente e quantitativamente os hemocitos em operarios
deste inseto desafiado por isolado patogénico e virulento. Todos isolados se mostraram
patogénicos, na concentragio 10’ conidios mL™, ocasionando mortalidades acima de 60% e
virulentos, apresentando uma sobrevivéncia média de 2,0 a 3,9 dias. Porém, o isolado URM-4995
de I. farinosa destacou-se como um dos mais virulentos, sendo selecionado para a determinagao
da CLs, estimada em 6,7 x 10° conidios mL™, e estudo da resposta imunoldgica celular. A média
total de hemocitos encontrada na hemolinfa de operarios tratados com este isolado, na
concentracdo de 107 conidios mL™", ndo foi diferente da média de hemocitos registradas para a
testemunha, nos intervalos de 12h, 24h, 36h e 48h. Com relacdo aos tipos celulares, a analise em

microscopia de luz revelou que as células mais frequentes foram plasmatdcitos A contagem



diferencial nos insetos infectados e ndo infectados, ndo diferiu significativamente nos intervalos
de tempo avaliado, constatou-se somente uma variagao em fun¢do do tempo para os plasmatdcitos
e prohemdocitos. Assim, os resultados das contagens total e diferencial apresentados demonstram
que |. farinosa, na concentragio 10’ conidios mL”, ndo interferiu quantitativamente e
qualitativamente no ntimero de hemocitos de C. gestroi e que tal patdogeno apresenta-se como

promissor para o controle deste inseto.
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ABSTRACT

The termite Coptotermes gestroi (Wasmann) is an urban and agricultural pest that has
been established in many areas of the world. The use of entomopathogenic fungi is an option to
minimize the economic loss caused by this termite. It is known, however, that physiological
disorders caused by a pathogen trigger defence reactions of the insects, such as humoral and
cellular responses (hemocytes). Thus, this research had as objectives: 1. to verify the
pathogenicity of Isaria farinosa and I. fumosorosea to the termite C. gestroi and 2. to qualify and
quantify the hemocytes in workers of this insect challenged by the pathogenic and virulent
isolates. All fungi isolates tested, in the concentration of 10’ conidia mL™, were pathogenic and
virulent causing more than 60% mortality, with an average survival of 2.0 to 3.9 days. However,
the isolate URM-4995 of I. farinosa was one of the most virulent, being selected for the LCsy
determination, estimated at 6.7 x 10> conidia mL™, and to study the cellular immune response.
The total average of hemocytes found in the hemolymph of workers termites treated with that
isolate, in the concentration of 10’ conidia mL™, was not different from the hemocytes average
recorded for the control, within 12, 24, 36 and 48 hours intervals. Regarding the cell types, the
analysis in light microscopy revealed that the most frequent cells were plasmatocytes. The

differential counts in infected and uninfected insects, did not differ significantly within the time
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intervals assessed, there was only a change in function of time for plasmatocytes and
prohemocytes. Thus, the results of total and differential counts show that I. farinosa in the
concentration 107 conidia mL™', did not affect quantitatively and qualitatively in the number of
hemocytes of C. gestroi and that this pathogen appears as a promising candidate for controlling

this insect.
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v



PATOGENICIDADE DE FUNGOS DO GENERO lIsaria (PERSOON) SOBRE Coptotermes

gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) E ASPECTOS IMUNOLOGICOS

por

ELIANA MARIA DOS PASSOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Entomologia Agricola, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obten¢ao do grau de

Mestre em Entomologia Agricola.

RECIFE - PE

Fevereiro - 2009



PATOGENICIDADE DE FUNGOS DO GENERO lIsaria (PERSOON) SOBRE Coptotermes

gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) E ASPECTOS IMUNOLOGICOS

por

ELIANA MARIA DOS PASSOS

Comité de Orientacao:
Auristela C. de Albuquerque — UFRPE
Valéria Wanderley Teixeira — UFRPE

Edmilson Jacinto Marques — UFRPE

vi



PATOGENICIDADE DE FUNGOS DO GENERO lIsaria (PERSOON) SOBRE Coptotermes

gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) E ASPECTOS IMUNOLOGICOS

por

ELIANA MARIA DOS PASSOS

Orientador:

Auristela Correia Albuquerque - UFRPE

Examinadores:

Valéria Wanderley Teixeira - UFRPE

Edmilson Jacinto Marques - UFRPE

Alvaro Aguiar Coelho Teixeira — UFRPE

Vil



Vil

A meu Pai, Elisio Passos, exemplo de
honestidade e determinagao;
¢ as minhas irmas Edna, Ivanete e Neguinha,

pelo incentivo e apoio.

DEDICO E OFERECO



AGRADECIMENTOS

Ao doador e mantenedor da vida, Deus, pela infinita misericérdia e amor demonstrado ao
permitir mais uma vitoria.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco e ao Programa de Pods-graduagdo de
Entomologia Agricola pela realizagdo deste curso.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo de
bolsa de estudo.

Aos professores Genésio Ribeiro (UFS) e Marcelo Mendonga (DEAGRO), culpados por eu
estd aqui, foram eles que inventaram essa historia de fazer mestrado.

As minhas orientadoras Auristela Albuquerque e Valéria Wanderley pelo respeito. Se
mereco algum aplauso pelo que fiz ¢ devido a confianga que vocés depositaram em mim.

Ao prof. Edmilson, meu co-orientador, por me acolher no Laboratdrio de Patologia e pela
indispensavel colaboragao.

Ao professor Alvaro Teixeira, pela ajuda concedida em etapas distintas do curso.

Ao meu Pai, Elisio Passos, por me ensinar na pratica como investir em mim mesma € ser
determinada.

As minhas irmas, Edna, Ivanete e Neguinha pelo cuidado e amor. Elas se tornaram minhas
maes, depois que nossa mae descansou.

Aos meus dez irmaos e os dois agregados (cunhados), Edilvan e Raimundo, sou um pouco de
cada um de vocés.

Aos meus “trinta e pouco” sobrinhos, em especial a Eduarda, Beatriz, Elaine, Jéssica ¢ Rayane

minhas fas de carteirinha.

viil



As meninas super poderosas: Shénia, Aleuny e Suérda. Muito obrigado pelo companheirismo e
amizade.

Aos amigos do Laboratério de Patologia de Inseto e agregados. Cinthia, Rodrigo, Cléo,
Eduardo, Gisely, Fabio, Ricardo e Marco sem a ajuda de vocés eu ndo teria conseguido.

Ao pessoal do Labotermes e aos cagadores de cupim Marco, Adelmo, Simone e Rosineide.
Esse povo ama procurar cupim!

Ao povinho da hemolinfa, Franklin, Lilian e Alicely. Obrigada pela paciéncia em me ensinar
como brincar de coletar hemolinfa e identificar hemocitos.

A familia de Ivano Ferro por me adotarem. Ganhei uma nova familia com direito a avos e
Irmaos mais novos.

Aos velhos e bons amigos da IASD de Campo do Brito-Se e aos novos amigos da IASD de
Recife, obrigada mesmo pelas oragdes e grande amizade.

Ao professor Jorge Braz Torres pela consultoria estatistica e aos demais professores da area
de Entomologia Agricola do programa de pés-graduagao, obrigada pelo aprendizado.

Aos colegas de curso, especialmente a turma do almogo pelas nossas conversas e desabafos e a

André Malacarne pela amizade desenvolvida.

X



SUMARIO

Paginas

AGRADECIMENTOS ....ooomimiimiieeeeeeeeeeee e sessesnenenns viii
CAPITULOS

1 INTRODUGAO ..o 01

LITERATURA CITADA.......ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 06

1 AVALIACAO DE ISOLADOS DO FUNGO Isaria (PERSOON) SOBRE

Coptotermes gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE).......... 10
RESUMO ......ooiiieeeeeeeeeeeee e s sensnaes 11
ABSTRACT ..o sensnaes 12
INTRODUGAO. ... 13
MATERIAL E METODOS.........cooooiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeseee s seenees 14
RESULTADOS E DISCUSSAO .......oiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esesen s 17
LITERATURA CITADA ...c..oiviiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 19

3 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DOS HEMOCITOS EM OPERARIOS

DE Coptotermes gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE)

DESAFIADOS PELO FUNGO Isaria farinosa (HOLMSK).........cccccoveeveeerenennee. 26
RESUMO ...ttt n s 27
ABSTRACT ..ottt n e 28
INTRODUGAO. ..o 29
MATERIAL E METODOS.........coooiuiiieiieeeeeeeeeseeeeesseeseese s seenes s seenees 30



RESULTADOS E DISCUSSAO ..o e es e s e

AGRADECIMENTOS....

LITERATURA CITADA

xi



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Os cupins sdo insetos que apresentam uma ampla distribuicdo geografica com grande
diversidade e abundancia de individuos, que os tornam importantes para os ecossistemas
(Donovan et al. 2000). No mundo, existem mais de 2.900 espécies distribuidas principalmente
em regides tropicais e subtropicais, sendo que algumas habitam lugares de clima temperado e
outras em regides desérticas (Potenza & Zorzenon 2006). O Brasil possui uma das termitofaunas
mais diversas do mundo com registro de cerca de 290 espécies (Constantino 1999).

Embora os cupins sejam mais conhecidos mundialmente por sua importancia como pragas
de madeira e de outros materiais celulosicos, apenas cerca de 70 a 80 espécies foram assinaladas
como praga (Edwards & Mill 1986). Estes insetos, além de provocar consideravel dano
econdmico em areas urbanas e rurais, sdo importantes componentes da fauna do solo, exercendo
papel essencial nos processos de decomposi¢do e ciclagem de nutrientes (Constantino 1999).
Junto com as formigas, constituem enorme parte da biomassa dos sistemas ecologicos,
funcionando como consumidores primarios e decompositores (Brandao & Cancello 1999).

Com a gradual substituicdo do ambiente natural por 4reas urbanas e espacos agricolas
algumas espécies nativas de cupins tem se revelado como praga, enquanto o impacto causado
pelas constantes expansdes das fronteiras agricolas e da facilidade de transporte de produtos
promovem a introdu¢do de novas espécies pragas, tanto urbanas quanto agricolas (Constantino

2002,Vasconcellos et al. 2002).



Cerca de 10% das espécies de cupins tem sido apontada como agente de algum tipo de
dano as plantas (Constantino 2002). Na América do Sul as culturas da cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L) arroz (Oryza sativa L.) e eucalipto (Eucaliptus spp.), sdo as mais
danificadas pelos cupins, embora plantios de café (Coffea arabica L.), milho (Zea mays L.),
algodao (Gossypium hirsutum L.), fruteiras (Novaretti & Fontes 1998, Constantino 2002),
amendoim (Arachis hypogea L.), soja (Glycine max L.), mandioca (Manihot esculenta Crantz) e
cenoura (Daucus carota L.) também possam ser atacados (Constantino 2002). J4 em 4areas
urbanas mundiais, as poucas espécies pragas sao responsaveis por prejuizos expressivos, onde se
estima que os gastos com tratamentos, reparos e substituicdes de pecas atacadas, alcance valores
da ordem de USS$ 5 a 10 bilhdes anuais (Milano & Fontes 2002a).

Dentre as familias de térmitas conhecidas, as espécies da familia Rhinotermitidae possuem
hébito subterraneo e sdo responsaveis pela maior parte dos danos a culturas e estruturas. Segundo
Wright et al (2003), estes térmitas subterraneos sdo pragas destrutivas particularmente em
regides tropicais e subtropicais do mundo, somente nos Estados Unidos sdo gastos anualmente
cerca de um bilhdo de ddlares em medidas preventivas e reparos. Eles infestam materiais a base
de celulose, incluindo arvores vivas, raizes de plantas, estruturas de madeira e livros.

Neste contexto, destacam-se os cupins do género Coptotermes, em particular o
Coptotermes gestroi (Wasmann), uma espécie oriental considerado o cupim subterraneo mais
destrutivo (Milano & Fontes 2002a). Nao existem registros de sua localidade tipica, no entanto
acredita-se que seja originaria do sudeste da Asia e Indonésia (Gay 1967). E uma praga de
estruturas e agricola economicamente importante que vem se estabelecendo em muitas areas do
mundo (Jenkins et al. 2007). Encontrado na Malasia, Java, Taildndia, Sri Lanka, Brasil, Cuba,

Jamaica, Ilha Cayman, Antigua, Barbados, Estados Unidos (Florida), Porto Rico, México,



Paraguai, Thaiti, Africa do Sul, Gana, Madagascar, IThas Mauricio, La Reunion e Seychelles (Su
et al. 1997, Milano & Fontes 2002b).

No Brasil, acredita-se que foi introduzida provavelmente no século passado, via navio
havendo registro no Rio de Janeiro em 1923 e em Santos em 1934 (Aratjo 1958). Atualmente
existem grandes infestacdes na regido Sudeste, nos Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Minas Gerais, além de ocorréncias registradas nos Estados de Pernambuco
(Fontes & Veiga 1998), Ceard, Bahia, Pard e Parana (Ferraz 2000).

O controle de cupins ¢ diferenciado de outros insetos por serem insetos sociais, a
eliminacdo de parte da colonia, muitas vezes, ndo ¢ suficiente para extingui-la, devido a
recuperacdo das partes restantes e consequente reinfestacdo. Além disso, as técnicas de controle
usadas para cupins subterrdneos ndo devem ser iguais aquelas utilizadas para os cupins de
madeira seca e arboricolas, pois existem diferengas na biologia e ciclo de vida desses térmitas
(Costa-Leonardo, 2002). Um fator importante no controle convencional de cupins reside no
desconhecimento do tamanho das colonias de cupim, de hébito subterrdneo, e no caso de
algumas espécies, a existéncia de ninhos satélites interligados (Potenza et al. 2004).

Tendo em vista que C. gestroi ¢ um térmita subterrdneo e que o solo também ¢ habitat
favoravel ao desenvolvimento de microorganismos, os fungos entomopatogénicos podem ser
uma alternativa no controle destes insetos. Segundo Rosengaus & Traniello (1997), fatores como
temperatura, umidade e alta densidade populacional pode aumentar o potencial de transmissao
destes patogenos. Os fungos entomopatogénicos exibem ainda propriedades como capacidade de
auto-replicagdo e seguranga em relagdo aos animais nao alvo (Wright et al. 2005).

Estudos com fungos entomopatogénicos para o controle de térmitas tiveram inicio em 1965

(Yendol & Paschke 1965), onde a maior parte dos trabalhos tem focado os fungos Metarhizium



anisopliae (Metsch.) Sorok. ¢ Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Embora, os melhores resultados
encontrados se restrinjam a bioensaios em laboratério, alguns produtos comerciais a base de
fungo tem sido utilizados. Atualmente encontra-se disponivel, no mercado mundial, quatro
produtos a base de fungos entomopatogénicos para o controle de cupins, destes, trés sdo a base
de M. anisopliae e um de B. bassiana (Faria & Wraight 2007).

No Brasil, o Setor de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da ESALQ (Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”) desenvolveu ainda um método de iscas atrativas
(Temitrap), nas quais sdo inseridos fungos entomopatogénicos virulentos aos cupins, associados
ou ndo a inseticidas (Alves, 1998). Em experimentos de campo, ja se demonstrou que uma
unidade da isca pode atrair milhares de operarios e soldados, estes morrem ou sdo estressados
pelo inseticida tornando-se mais sensiveis ao fungo presente na isca. Além disso, as estruturas
reprodutivas do fungo (conidios), que crescem sobre os insetos mortos, representam uma fonte
de indculo para o controle das demais castas (Alves et al. 2008).

Pesquisas mais recentes com fungos do género Isaria (=Paecilomyces) tém demonstrado
eficiéncia no controle de térmitas. Wright et al. (2003) patentearam linhagens das espécies Isaria
fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) (Wize) Isaria javanica (=Paecilomyces javanicus)
(Friedrichs & Bally) para o controle de cupins subterrdneos. Este género reune diversas espécies
entomopatogénicas, entre elas Isaria farinosa (Holmsk) e I. fumosorosea sao as mais estudadas.
Além disso, sdo empregadas em escala comercial em cultivos protegidos na Europa e nas
Américas do Norte e Latina, para o controle de pulgdes, mosca-branca, tripes, cochonilhas,
acaros, coledptero e cigarrinhas (Faria & Magalhdes 2001, Alves et al. 2008).

Devido a grande variabilidade genética, um mesmo patégeno pode ter acdo diferente sobre

hospedeiros distintos, e os disturbios fisiologicos causados podem depender da dose a qual o



hospedeiro foi submetido (Alves 1998). Fungos entomopatogénicos causam distirbios
fisioldgicos, que refletem alteracdes no tegumento e nos sistemas circulatério, reprodutor,
respiratdrio, digestivo e nervoso (Alves & Pereira 1998). Quando as hifas dos fungos atingem a
hemocele do inseto, apos a penetragdo no processo de colonizacdo, sdo formadas estruturas como
protoplastos, blastdsporos e outros corpos hifais visando uma possivel protecao contra o sistema
de defesa, esses patdogenos secretam ainda toxinas que podem afetar as células do hospedeiro
(Alves 1998).

O reconhecimento e a eliminacdo de materiais estranhos injetados na hemocele dos insetos
desencadeiam uma resposta imune complexa, com a participacdo de hemocitos e de uma série de
fatores humorais. Este reconhecimento ¢ feito pelos hemdcitos, podendo ser de forma direta,
através da interagdo de receptores de superficies destas células com as moléculas do organismo
invasor, ou indiretamente, pelo reconhecimento de receptores humorais que se ligam e
opsonizam a superficie do patégeno. Assim, em contato com corpo estranho os hemocitos
desencadeiam mecanismos de defesa tais como a fagocitose, encapsulacdo e a formagdo de
nddulo (Lavine & Strand 2002).

A literatura cita ainda que em alguns casos a baixa velocidade de mortalidade, promovida
por alguns isolados ou pela baixa concentracdo do fungo, torna-se um inconveniente para uso no
controle biolégico, pois nas relacdes entre patdogeno/hospedeiro os primeiros distirbios
detectados na hemolinfa disparam reacdes de defesa dos hemocitos, na tentativa de eliminar o
agente invasor ou limitar seu desenvolvimento. Estudos sobre esses mecanismos podem sugerir o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes para o controle de pragas (Gunnarsson & Lackie

1985, Alves & Pereira 1998). Assim, pesquisas na tentativa de encontrar isolados de Isaria sp.



que sejam patogénicos ao cupim C. gestroi, bem como conhecer a resposta imunoldgica celular

desse cupim frente a esse patdogeno surge como uma estratégia de controle para essa praga.
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RESUMO: O cupim Coptotermes gestroi (Wasmann) ¢ considerado a espécie subterranea mais
destrutiva, causa danos a edificacdes, a arborizagdo urbana e a culturas. Uma alternativa no
controle deste inseto pode ser o desenvolvimento e uso de agentes biocontroladores, como os
fungos entomopatogénicos. Isaria (Persoon) tem sido indicado no controle de térmitas
subterraneos, inclusive do género Coptotermes. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo selecionar isolados de Isaria patogénicos ao cupim C. gestroi. Inicialmente, foi avaliada a
patogenicidade e a viruléncia de Isaria farinosa e Isaria fumosorosea sobre operarios de C.
gestroi. Os insetos foram pulverizados com suspensdes fingicas ajustadas a 10’ conidios mL™ e
as médias de mortalidade comparadas pelo teste de Tukey. Para determinar porcentagem de
sobrevivéncia, os dados de mortalidade confirmada foram submetidos ao teste de Long-Rank,
através do método de Kaplan-Meyer. Posteriormente a CLs, foi estimada a partir da mortalidade,
empregando-se o Proc Probit (SAS), ocasionada pelas concentragdes 10°, 10°, 5x10°, 107, 5x107,
10® conidios mL™. Todos isolados se mostraram patogénicos, ocasionando uma mortalidade
acima de 60%, e virulento apresentando uma sobrevivéncia média de 2,0 a 3,9 dias. Contudo, os
isolados ESALQ-1205, URM-4995, URM-4993 de |. farinosa e o isolado ESALQ-1296 de I.
fumosorosea mostraram-se mais virulentos. A CLsy estimada para o isolado URM- 4995 de |.

farinosa resultou em valores de 6,7 x 10° conidios mL".

PALAVRAS-CHAVE: Térmitas, controle microbiano, patogenicidade, sobrevivéncia
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EVALUATION OF Isaria (PERSOON) ISOLATES ON THE SUBTERRANEAN TERMITE

Coptotermes gestroi (Wasmann) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE)

ABSTRACT — The termite Coptotermes gestroi (Wasmann) is considered the most destructive
subterranean species, causing damage and edifications to trees and crops. An alternative to control
to these insects is the development and wuse of biological control agents, such as
entomopathogenic fungi. Isaria spp. have been indicated to control subterranean termites,
including Coptotermes. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo selecionar isolados
de Isaria patogénicos ao cupim C. gestroi. Thus, this work aimed to select Isaria pathogenic
isolates of the C. gestroi. Initially, the viability, pathogenicity, and virulence of Isaria farinosa
and lIsaria fumosorosea were evaluated on workers of C. gestroi. Insects were sprayed with fungi
suspension adjusted to 107 conidia mL™" and the mortality averages were compared by the Tukey
test. To determine the survival percentage, data of the confirmed mortality were tested by the
Long-Rank test, through the Kaplan-Meyer method. Furthermore, the LCsy was estimated from
the mortality, using the Proc Probit (SAS), caused by the following concentrations: 10°, 10°,
5x10°, 107, 5x107, 10® conidia mL™". All fungi isolates tested were pathogenic and virulent to C.
gestroi causing more than 60% mortality, with an average survival of 2.0 to 3.9 days. However,
isolates ESALQ-1205, URM-4995, URM-4993 of I. farinosa and isolate ESALQ-1296 of I.
fumosorosea were more virulent. The estimated LCso for the |. farinosa isolate URM- 4995 was

6.7 x 10° conidia mL™".

KEY WORDS: Termites, microbial control, pathogenicity, survival
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Introducéo

Coptotermes gestroi (Wasmann) é um térmita subterraneco de origem Asiatica, praga
agricola e de edificagdes, que vem se estabelecendo em muitas areas do mundo (Jenkins et al.
2007). No Brasil, existem grandes infestagdes na regido Sudeste, além de ocorréncias registradas
nos Estados de Pernambuco (Fontes & Veiga 1998), Ceara, Bahia, Pard e Parana (Ferraz 2000).
Os individuos desta espécie além de causar enormes danos a edificagdes urbanas ou rurais,
danificam produtos armazenados em geral e comprometem a arborizag¢do urbana (Fontes 1995).
De acordo com Costa-Leonardo (2002) C. gestroi ¢ praga agricola na Tailandia, Malasia e
Indonésia.

Com relacdo ao controle de térmitas subterraneos como o C. gestroi, mesmo com a
substituicdo dos clorados por outros grupos de inseticidas de menor poder residual como
piretrdides, neonicotinodides, fenil pirazol, reguladores de crescimento e éter difenilico ainda
existem algumas limitagcdes no uso destes produtos (Portenza & Zorzenon 2006). Segundo estes
autores os cupinicidas necessitam de cuidados especificos na aplicagdo, ndo eliminam a colonia
de cupins, necessita de perfuragdes dentro e ao redor da estrutura, as pessoas devem se ausentar
do imodvel e apresentam efeito residual. Além da dificuldade no controle por ser um cupim
subterraneo de habito criptico, segundo Costa-Leonardo (2002) o controle de C. gestroi torna-se
ainda mais dificil devido ao enorme tamanho de suas populagdes, ninhos policalicos, presenca de
neoténicos e forrageamento a longas distancias.

Uma alternativa no controle deste inseto pode ser o desenvolvimento e uso de agentes
biocontroladores, especialmente os fungos entomopatogénicos, pois as condi¢des dos ninhos dos

cupins, tais como temperatura moderada e umidade alta, contribuem para o crescimento de
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espécies de fungos e sdo fatores importantes para sua sobrevivéncia e propagagao (Kramm et al.
1982, Ignoffo 1992).

Fungos do género Isaria (Persoon) parasitam diversas ordens de insetos e sdo empregados
em escala comercial em cultivos protegidos na Europa e nas Américas do Norte e Latina, para o
controle de pulgdes, mosca-branca, tripes, cochonilhas, 4dcaros, coledptero e cigarrinhas (Alves
1998, Faria & Magalhaes 2001, Alves et al. 2008). No Brasil, Isaria spp. tem sido produzido no
Estado de Mato Grosso para o controle do percevejo de renda da seringueira, Leptopharsa
heveae (Drake & Poor) (Alves et al. 2008). Também tém se mostrado eficiente no controle de
térmitas, Wright et al. (2003) patentearam linhagens das espécies Isaria fumosorosea
(=Paecilomyces fumosoroseus) (Wize) Isaria javanica (=Paecilomyces javanicus) (Friedrichs &
Bally) para o controle dos cupins subterraneos, Coptotermes formosanus (Shiraki) e
Reticulitermes flavipes (Kollar). Segundo os autores, estas espécies produzem grande quantidade
de in6culo em meios solidos, faceis e baratos de serem preparados, além de ndo serem
repelentes, o que facilita a disseminacao entre os individuos da colonia.

Tendo em vista que em programas de controle microbiano, a selecio de isolados
patogénicos para o inseto alvo € a uma etapa de fundamental importancia, o trabalho teve como

objetivo selecionar isolados de Isaria patogénicos ao cupim C. gestroi.

Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Insetos da Area de

Fitossanidade, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE).
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Obtencgdo dos Insetos. Os insetos foram coletados mediante o uso de armadilhas de papelao
corrugado envoltas em tubo pléastico de acordo com a metodologia descrita por Costa-Leonardo
(2002). As armadilhas foram colocadas diretamente no solo préximo a um tronco de abacateiro
(Persea americana Mill) infestado, localizada no bairro de Iputinga, Recife-PE. Em laboratorio,
as iscas com os cupins foram mantidas em caixa plastica a temperatura aproximada de 26 + 2°C,
umidade acima de 60% e escotofase constante.
Obtencéo e Multiplicacéo dos Isolados. Os isolados investigados de Isaria farinosa (Holmsk) e
Isaria fumosorosea (Wize) foram obtidos de diferentes hospedeiros ¢ localidades (Tabela 1)
foram mantidos na micoteca do Laboratério de Patologia de Insetos da UFRPE, apds
revigoramento em operarios de C. gestroi. Em seguida, os isolados foram repicados para placas
de Petri, contendo meio batata-dextrose-dgar mais antibiotico (BDA+A). Apos sete dias foram
feitas placas cheias contendo meio completo (MC), constituido de extrato de levedura, glucose,
sais minerais, agar, ¢ dgua destilada, sendo os isolados uniformemente espalhados por toda a
extensdo da placa, com o auxilio da alca de Drigalsky. As placas permaneceram em estufa
incubadora B.O.D. a 26 + 1°C, com fotofase de 12h para a germinagdo e crescimento dos
isolados.
Patogenicidade dos Fungos. A partir das placas cheias, foram preparadas suspensdes flingicas,
adicionando-se 10mL de agua destilada esterilizada mais espalhante adesivo Tween 80 (0,01%),
sendo os conidios removidos com ajuda de uma espatula de borracha. As suspensdes resultantes
apos filtradas em gaze esterilizada foram aferidas e ajustadas para concentragdo de 10’ conidios
mL™" mediante quantificagio em cAmara de Neubauer utilizando-se microscopio 6ptico.

A viabilidade dos isolados foi avaliada por meio de plaqueamento em BDA+A, ap6s 20h,

em camara climatizada tipo B.O.D. a 26 + 1°C e 12h de fotofase. Para tanto, utilizou-se duas

15



placas Petri com BDA+A para cada isolado, sendo pulverizados sobre estas 0,1mL da suspensado
correspondente, espalhando-se uniformemente este volume com al¢a de Drigalsky. As leituras
foram efetuadas em microscopio Optico mediante a determinagdo do percentual de conidios
germinados e ndo germinados seguindo a metodologia descrita por Alves & Moraes (1998).

Na avaliacdo da patogenicidade 70 operarios de C. gestroi agrupados em uma placa de
Petri (15 x 2,0 cm) foram pulverizados de maneira uniforme e simultdnea com ImL de suspensao
a 10" conidios mL™", utilizando-se microatomizador “Paasche Airbrush” elétrico, modelo “VL”,
acoplado a um compressor regulado para 5 libras de pressdo. Na testemunha, os insetos foram
pulverizados com agua destilada esterelizada mais espalhante adesivo a 0,01%. Apds a
aplica¢do, com auxilio de um pincel umedecido transferiu-se os cupins em grupos de 10 para
placas de Petri (9,0cm) forradas com papel de filtro umedecido e contendo pedagos de papelao
corrugado (2,0 x 2,0cm), o qual servia como abrigo e fonte de alimento. Para a manutencdo da
umidade, as placas com os cupins eram fechadas com filme pléastico. Os cupins tratados foram
mantidos em temperatura ambiente aproximadamente 26 + 2°C e escotofase constante. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 7 tratamentos e 7
repeti¢des, sendo cada parcela constituida por 10 operarios.

A mortalidade foi avaliada diariamente até o ultimo inseto, onde os cupins mortos foram
transferidos para camara imida e mantidos em B.O.D. a 26 + 1°C e 12 h de fotofase para
confirmagdo do agente causal. Os dados de mortalidade média foram analisados mediante anélise
de varidncia (ANOVA) utilizando o Proc ANOVA do SAS (SAS Institute, 1999-2001) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade quando significativo, sendo os

dados transformados para raiz (x + 0,5).
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A partir dos dados de mortalidade confirmada determinou-se a porcentagem de
sobrevivéncia média, sendo os dados submetidos ao teste Long-Rank, através do método Kaplan-
Meyer, por pares de isolados usando o Proc Lifetest do SAS (SAS Institute, 1999-2001).
Estimativa da CLsg. A partir dos resultados obtidos no teste de patogenicidade, o isolado URM
4995 foi selecionado para investigacdo da Concentracdo Letal. Suspensdes, do referido isolado
foram ajustadas a 10°, 10°%, 5x10°% 107, 5x107, 10® conidios mL" e usadas para pulverizar os
cupins, compondo os tratamentos. No grupo controle foi aplicado agua destilada esterilizada
mais Tween (80) a 0,01%. Para cada tratamento utilizaram-se seis repeticdes com 12 operarios
pulverizados com ImL de cada suspensdo. Na preparacdo e aplicagdo das suspensoes,
determinagdo da viabilidade de conidios, acomodacdo dos cupins e avaliagdes, foi utilizada a
mesma metodologia empregada no experimento de patogenicidade. A mortalidade foi avaliada
por um periodo de cinco dias e os insetos mortos transferidos para camara imida e mantidos em
B.0.D. a 26 = 1°C e 12 h de fotofase para confirmacdo do agente causal. A partir dos dados de
mortalidade confirmada estimou-se a CLsy empregando-se o Proc Probit do programa estatistico

SAS (SAS Institute 1999-2001).

Resultados e Discussao
Patogenicidade dos Isolados. Os isolados de Isaria testados apresentaram viabilidades
superiores a 95%, o que demonstra a alta capacidade germinativa dos mesmos. A mortalidade
confirmada, aos cinco e dez dias de avaliacdo, e a sobrevivéncia dos cupins, obtidos através dos
isolados de I. farinosa e I. fumosorosea mostra que a patogenicidade dos isolados diferiram entre

si, € que a mortalidade variou de 61,5 a 100%. Os valores médios de sobrevivéncia foram
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significativamente diferentes, onde variaram de 2,0 a 3,9 dias (X2G1=6 = 246,3; P < 0,0001)
(Tabela 2).

Em relacdo a mortalidade aos cinco dias, pode-se observar que apenas o isolado ESALQ-
1205 de 1. farinosa diferiu significativamente dos demais apresentando a maior mortalidade
(96,7%). Aos dez dias de avaliacao, houve diferenga somente entre os isolados ESALQ-1297 de
I. fumosorosea e URM-4995 de I. farinosa que ocasionaram mortalidades de 61,5% e 100%,
respectivamente.

De acordo com os dados de mortalidade e sobrevivéncia gerados pode-se inferir que os
isolados ESALQ-1205, URM-4995, URM-4993 de |. farinosa e o isolado ESALQ-1296 de I.
fumosorosea se mostraram mais eficientes sobre o cupim C. gestroi, ocasionando os maiores
percentuais de mortalidade e as menores sobrevivéncias (Fig. 1).

Resultados semelhantes foram observados por Meikle et al. (2005) que constataram uma
mortalidade de 100% de Coptotermes formosanus (Shiraki), apos dez dias, pulverizados com
suspensdes do fungo |. fumosorosea na mesma concentragio (107 conidios mL™) a 23°C, UR
60% e escotofase. Estes autores, avaliando a sobrevivéncia dos cupins constataram que o isolado
de I. fumosorosea, foi mais virulento que o produto comercial a base do fungo Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok.

Também foram encontrados valores inferiores para a mortalidade de cupins subterraneos
do género Coptotermes tratados com suspensoes do fungo Isaria. Yanagawa et al. (2008) em seis
dias de avaliagdo verificaram uma mortalidade de apenas 40% de C. formosanus ocasionada por
I. fumosorosea na concentragio de 10’ conidios mL™, tendo somente alcangado 100% de

. . ~ ~ 8 r1: -1
mortalidade mediante o uso de suspensio na concentra¢ao 10° conidios mL"™".
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Essas diferengas na proporcdo de cupins mortos pelas suspensdes fungicas pode ser
explicada, dentre outros fatores, devido a grande variabilidade genética de isolados de uma
mesma espécie. Todavia a causa maior das diferencas aqui relatadas possivelmente esta
relacionada com a forma de aplicacdo, visto que, neste ultimo trabalho citado, os cupins foram
tratados por imersdo em suspensdo durante 5 segundos, postos para secar e em seguida
receberam um banho em solug¢dao de Tween® 80 a 0,025%.

Estimativa da Concentracdo Letal (CLsp) para o Isolado URM-4995. Como o isolado URM-
4995 foi um dos que se destacaram como mais virulento, ocasionando 100% de mortalidade
acumulada e periodo de sobrevivéncia de 2,0 dias, foi selecionado para a determinacdo da CLsy,

Estimou-se, portanto, a CLsy para o isolado URM-4995 de I. farinosa, resultando em
valores de 6,7 x 10° conidios mL™ com limites de 5,1 x 10° ¢ 8,9 x 10°, respectivamente (Tabela
3).

O conhecimento da concentragdo letal (CLsy), para fungos entomopatogénicos, ¢
importante para estimar a dosagem mais econdmica, visto que segundo Haddad (1998), esta
conduz a conclusdes a respeito da poténcia do patdégeno, da sensibilidade dos insetos a doencga e

até mesmo sobre previsdes de controle de pragas através de inseticidas microbianos.
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Tabela 1. Procedéncia (localidade e hospedeiro) dos isolados de I. fumosorosea e I. farinosa

utilizados nos experimentos com C. gestroi.

Isolados Localidade Hospedeiros
. farinosa

ESALQ- 1205 Santa F¢ do Sul- SP Bemisia tabaci
ESALQ- 1355 Aldeia- PE Brassolis sopharae
URM- 4993 Rio Grande do Sul Coleoptero

URM- 4995 Rio Grande do Sul Coleodptero

I. fumosorosea

ESALQ- 1296 Piracicaba- SP B. tabaci

ESALQ- 1297 Ipetina- SP Lagria villosa
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Tabela 2. Mortalidade acumulada, corrigida e confirmada (%) aos cinco e dez dias de
avaliagdo, e sobrevivéncia (dias) de C. gestroi por isolados de Isaria spp. (10’ conidios mL™).

Temp.: 26 + 2 °C; UR 70 + 10% e escotofase.

Isolados Mortalidadj: (%) Mortalidade1 (%) Sobrevivj:ncia
5 Dias 10 Dias Dias

ESALQ- 1205 96,7+2,12a 93,8 + 4,69ab 2,8 +0,09¢
ESALQ- 1297 62,3 = 1,60b 61,5+ 14,03b 3,9+0,18b
ESALQ- 1355 62,0 + 1,64b 82,4 £ 9,88ab 3,7+0,15b
ESALQ- 1296 62,1 +1,64b 86,9 £ 6,40ab 3,0+0,10c
URM- 4993 62,2+ 1,63b 69,7 £ 11,26ab 2,8+ 0,12¢
URM- 4995 62,2 +1,63b 100,0a 2,0 +0,09¢
Testemunha - - 13,7 £0,80a

Fs.q=58,167 """ Fs 41 =277 %% 1 = 246,37 0000

'Médias (+EP) seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de significAncia
pelo teste de Tukey;
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Log-Rank por pares de

isolados apds analise de sobrevivéncia pelo método Kaplan-Meyer.
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Figura 1: Sobrevivéncia do cupim C. gestroi tratado com isolados de I. farinosa e |. fumosorosea

na concentra¢do 10’ conidios mL™, avaliada até a morte do ultimo individuo. Temp.: 26 + 2 °C;
¢ p

UR 70 + 10% e escotofase.
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Tabela 3. Estimativa de Clsodo isolado URM-4995 de I. farinosa para o cupim C. gestroi (n =

447; gl. =4). Temp.: 26 =2 °C; UR 70 £+ 10% e escotofase.

Isolado ) Inclinacdo da reta CLso (Conidios ml™)
(B = EP)? (95% IC)Y
URM - 4995 4,5 2,01+ 0,19 6,7 x 10°(5,1x10° - 8,9x10°)
v*M= Teste de qui-quadrado;

(B + EP)®= Coeficiente angular da reta + erro padrio;

(95% IC)®= Intervalo de confianca, 5% significancia
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CAPITULO 3
CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DOS HEMOCITOS EM OPERARIOS DE
Coptotermes gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) DESAFIADOS

PELO FUNGO lsaria farinosa (HOLMSK)

ELIANA M. PAssosl, AURISTELA C. ALBUQUERQUEz, VALERIA WANDERLEY TEIXEIRA® R ALvArO

A. C. TEIXEIRA® E EDMILSON J. MARQUES1

'Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco,Av. Dom Manoel de
Medeiros s/n, Dois Irmaos, 52171-900 Recife, PE;
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Contagem total e diferencial dos hemocitos em operarios de Coptotermes gestroi (Wasmann)
(Isoptera: Rhimotermetidae) desafiados pelo fungo Isaria farinosa (Holmsk). Artigo a ser
submetido.
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RESUMO - O reconhecimento e a eliminagdo de materiais estranhos presentes na hemocele dos
insetos desencadeiam uma resposta imune complexa, que pode ocorrer com a participacdo de
hemocitos e de uma série de fatores humorais. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar
qualitativamente e quantitativamente os hemocitos em operarios do cupim Coptotermes gestroi
(Wasmann) desafiados pelo fungo Isaria farinosa (Holmsk). A média do nimero total de
hemocitos encontrada na hemolinfa dos operarios dos cupins tratados com |. farinosa, na
concentragdo de 10’ conidios mL™', ndo foi significativamente diferente da média de hemocitos
registradas para a testemunha, nos intervalos de 12h, 24h, 36h e 48h. Com relacdo aos tipos
celulares, a andlise em microscopia de luz revelou a presenca de prohemdcito, granulocito,
adipohemdcito, esferulocito, oenocitdéide e plasmatdcito, sendo este o mais frequente. A
contagem diferencial nos insetos infectados e ndo infectados, ndo diferiu significativamente nos
intervalos de tempo avaliado, tendo sido constatado uma variacdo significativa somente em
fung¢do do tempo, para os plasmatocitos e prohemocitos. Os resultados das contagens total e
diferencial apresentados demonstram que o isolado URM-4995 de |. farinosa na concentragao
10" conidios mL™ ndo interferiu quantitativamente e qualitativamente no numero de hemdcitos

de C. gestroi.

PALAVRAS-CHAVE: Resposta imunologica, térmita subterrdneo, hemolinfa, fungo

entomopatogénico
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TOTAL AND DIFFERENTIAL COUNT OF HEMOCYTES IN WORKERS OF Coptotermes
gestroi (WASMANN) (ISOPTERA: RHINOTERMITIDAE) CHALLENGED BY lsaria

farinosa (HOLMSK) FUNGI.

ABSTRACT: The recognition and the elimination of strange materials present in the insect’s
hemocoel trigger a complex immune response with the participation of hemocytes and a variety
of humoral factors. Thus, this work aimed to evaluate qualitatively and quantitatively the
hemocytes present in workers Coptotermes gestroi (Wasmann) challenged by the fungi Isaria
farinosa (Holmsk). The total average total number of hemocytes found in the hemolymph of
workers termites treated with I. farinosa, in the concentration of 10’ conidia mL™”, was not
significantly different from the average recorded for the witness control hemocytes, within 12,
24, 36 and 48 hours intervals. Regarding the cell types, the analysis in light microscopy revealed
the presence of prohemocyte, granulocyte, adipohemocyte, spherulocyte, oenocytoid and
plasmatocyte, which is the most common. The differential counts in infected and uninfected
insects, did not differ significantly within the time assessed, it was only a change in function of
time for plasmatocytes and prohemocytes. The results of total and differential counts show that
I. farinosa in concentration 10’ conidia mL™, did not affect quantitatively and qualitatively in the

number of hemocytes of C. gestroi.

KEYWORDS: Imunological response, subterranean termite, hemolymph, entomopathogenic

fungi
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Introducéo

O cupim Coptotermes gestroi (Wasmann) é uma espécie proveniente do sudeste da Asia
que foi introduzida no Brasil onde se encontra bem estabelecida ao longo da regido costeira. Além
de serem encontrados em residéncias, danificando forros, moveis, batentes, livros, tecidos e cabos
elétricos, infestam também arvores ornamentais (Costa-Leonardo 2002, Constantino 2002).

Fungos do género Isaria (Persoon) estdo entre os trés géneros de fungos entomopatogénicos
mais utilizados em programas de controle bioldgico no mundo, sendo empregados em escala
comercial na Europa e nas Américas do Norte e Latina (Faria & Magalhdes 2001, Faria &
Wraight 2007). Em estudos recentes tem se mostrado eficiente no controle de térmitas, Wright et
al. (2003) patentearam linhagens das espécies Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus)
(Wize) e Isaria javanica (=Pecilomyces javanicus) (Friedrichs & Bally) para o controle dos
cupins subterraneos, Coptotermes formosanus (Shiraki) e Reticulitermes flavipes (Kollar).

Quando as hifas dos fungos entomopatogénicos atingem a hemocele do inseto, apos a
penetracdo no processo de colonizagdo, sdo formadas estruturas como protoplastos, blastosporos e
outros corpos hifais visando uma possivel prote¢do contra o sistema de defesa dos insetos. Esses
patdgenos secretam ainda toxinas que podem afetar as células do hospedeiro (Alves 1998). O
reconhecimento e a elimina¢do de materiais estranhos que atingem a hemocele dos insetos
desencadeiam uma resposta imune complexa, com a participagdo de hemocitos e de uma série de
fatores humorais (Lavine & Strand 2002).

Diante do exposto o presente trabalho objetivou avaliar qualitativamente e
quantitativamente os hemocitos deste cupim frente ao fungo Isaria farinosa (Holmsk), visando

verificar se a resposta imunologica celular € ou ndo desencadeada.
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Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Patologia de Insetos, Area de
Fitossanidade do Departamento de Agronomia, € no Laboratorio de Histologia, Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Obtencgdo dos Insetos. Os insetos foram coletados mediante o uso de armadilhas de papelao
corrugado envoltas em tubo pléastico de acordo com a metodologia descrita por Costa-Leonardo
(2002). As armadilhas foram colocadas diretamente no solo préximo a um tronco de abacateiro
(Persea americana Mill) infestado, localizado no bairro de Iputinga, Recife-PE. Em laboratoério,
as iscas com os cupins foram mantidas em caixa plastica a temperatura aproximada de 26 + 2°C,
umidade acima de 60% e escotofase constante.
Multiplicacéo do Isolado. Apds revigoramento em operarios de C. gestroi, o isolado URM-
4995 de . farinosa proveniente da micoteca do Laboratdrio de Patologia de Insetos da UFRPE e
de patogenicidade comprovada foi repicado para placas de Petri, contendo meio batata-dextrose-
agar mais antibiotico (BDA+A). Apds sete dias foram feitas placas cheias contendo meio
completo (MC), constituido de extrato de levedura, glucose, sais minerais, agar, e dgua destilada,
sendo o isolado uniformemente espalhado por toda a extensdo da placa, com o auxilio da alca de
Drigalsky. As placas permaneceram em estufa incubadora B.O.D. a 26 + 1°C, com fotofase de
12h para a germinagdo e crescimento do isolado.
Aplicacdo do Fungo. A partir das placas cheias, foram preparadas suspensdes flngicas,
adicionando-se 10mL de agua destilada esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80
(0,01%), sendo os conidios removidos com ajuda de uma espatula de borracha. As suspensdes
resultantes foram aferidas e ajustadas para concentragio de 10’ conidios mL” mediante

quantificacdo em camara de Neubauer. Cem operarios de C. gestroi agrupados em uma placa de
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Petri (15 x 2,0 cm) foram pulverizados de maneira uniforme e simultinea com suspensdes
fungicas, utilizando-se microatomizador “Paasche Airbrush” elétrico, modelo “VL”, acoplado a
um compressor regulado para cinco libras de pressdo. Na testemunha, os insetos foram
pulverizados com agua destilada esterelizada mais espalhante adesivo a 0,01%. Apds a
aplica¢do, com auxilio de um pincel umedecido transferiu-se os cupins em grupos de 10 para
placas de Petri (9,0cm) forradas com papel de filtro umedecido e contendo pedagos de papelao
corrugado (2,0 x 2,0cm). Para a manuten¢do da umidade, as placas com os cupins eram fechadas
com plastico filme. Os cupins tratados foram mantidos em temperatura ambiente
aproximadamente 26 + 2°C e escotofase constante.

Coleta da Hemolinfa. A hemolinfa foi coletada nos intervalos de 12h, 24h, 36h e 48h, apés a
pulverizagdo, tanto para os dois tratamentos. A técnica de perfusdo descrita por Brayner et al.
(2005) foi utilizada para a coleta de hemolinfa, a qual consiste na utilizagdo de um micro capilar
de vidro contendo solucdo anticoagulante II para insetos. Para tanto, o capilar foi introduzido na
regido abdominal de operarios de C. gestroi e a hemolinfa aspirada foi depositada diretamente
em laminas de vidro, deixando-as secar por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds este
periodo, a fixacdo das células foi realizada em metanol durante cinco minutos e coradas com
Giemsa por quatro minutos. Em seguida o excesso de corante foi retirado, submetendo estas
laminas a uma lavagem rapida com 4gua destilada e deixando-as secar em temperatura ambiente,
para posterior montagem com Entellan. A andlise morfologica foi realizada utilizando-se
microscopio OLYMPUS BX-49, e fotografada em fotomicroscopio OLYMPUS BX-51.
Contagem Total e Diferencial dos Hemocitos. Para cada intervalo a contagem total e
diferencial dos hemdcitos foi realizada utilizando-se cinco ldminas, as quais continham a

hemolinfa mais anticoagulante de 10 individuos distribuidas em pequenos pogos de
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aproximadamente 0,125puL, onde cada ladmina representava uma repeti¢do. Na contagem total
foram computadas todas as células de cada pogo, enquanto para a contagem diferencial foram
identificadas 300 células de cada repetigdo, segundo metodologia adaptada de Falleiros et al.
(2003), das quais obteve-se a porcentagem dos tipos celulares de cada repeticdo. Os resultados da
contagem total foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas através do teste
t a 5% de probabilidade, sendo os dados transformados para log (x + 1), utilizando-se o programa
estatistico SAS (SAS Institute, 1999-2001). Enquanto os dados obtidos na contagem diferencial
foram transformados em arcoseno da raiz (x /100), para analise dos plasmatocitos, e em raiz (x +
0,5), para as demais células identificadas, e ambos submetidos a andlise de varidncia com as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discusséo

A analise em microscopia de luz da hemolinfa de operarios de C. gestroi tratados e ndo
tratados com o fungo |. farinosa revelou a presenca dos seguintes tipos celulares: plasmatocitos,
prohemdcitos, granulécitos, adipohemdcitos, esferuldcitos e oenocitdides (Fig. 1). Os seis tipos
de hemocitos encontrados sdo reportados na literatura como as células mais freqiientes na
hemolinfa dos insetos, podendo ser encontrado em diferentes ordens (Silva et al. 2000, Silva et
al. 2002), inclusive Isoptera (Cunha, 2007).

A média total de hemocitos encontrada na hemolinfa dos operarios de C. gestroi tratados
com |. farinosa nao foi significativamente diferente da média de hemocitos registradas para a
testemunha, nos quatro periodos de avaliacao (F; 3, = 0,74; P = 0,3969). No entanto, constatou-se
uma variacdo significativa na quantidade de hemocitos em funcao do tempo (Fsz3, = 5,41; P =

0,0040), tendo sido observado um aumento significativo no numero de hemocitos no intervalo de
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36 horas, apenas na testemunha. Tal fato resultou em interagdo significativa entre tratamento e
tempo (F33, =3,90; P=0,0176) (Fig. 2).

A auséncia de variagdo nos hemdcitos totais pode esta relacionado ao ndo reconhecimento
por parte dos hemocitos das particulas estranhas, visto que segundo Pendland & Boucias (1993)
os fungos possuem a habilidade para expressar uma variedade de diferentes componentes da
superficie celular, as quais podem diferir de célula para célula em funcdo da fase de crescimento
ou de mudancas morfologicas. Tais autores constataram que a presenca de residuos de
carboidratos em blastosporos e hifas de I. farinosa, produzidas em vitro, variam entre si. Estudos
semelhantes demonstraram que blastosporos de |. farinosa produzidos in vivo ndo sdo
reconhecidos pelos hemécitos, enquanto as hifas sdo reconhecidas e ocorre uma tentativa de
nodulagdo por parte dos hemocitos, no entanto sdo destruidos pelo crescimento das hifas
(Pendland et al. 1995).

A oscilagdo significativa no numero de hemdcitos apenas na testemunha deve-se,
possivelmente, a relativa abundincia e variabilidade de hemocitos ocorrida com o
desenvolvimento do individuo (Negreiro et al. 2004), pois operarios de C. gestroi sao
classificados em cinco instares baseando-se na biometria (Barsotti & Costa-Leonardo 2005), e a
uniformizagao torna-se dificil devido ao seu tamanho diminuto.

Os resultados da contagem diferencial dos hemdcitos de operarios de C. gestroi revelaram
que as células mais frequentes foram plasmatocitos (96,30%), enquanto os demais tipos celulares
representaram apenas 3,63 % das células identificadas, sendo 1,31% de esferulocitos, 1,09% de
prohemocitos, 0,85% de granuldcitos, 0,30% de oenocitdides e 0,15% de adipohemocitos. Com
relacdo ao numero dos diferentes tipos de hemocitos encontrados na hemolinfa, dos insetos

infectados e ndo infectados por |. farinosa, ndo foi registrado diferenga significativa nos
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diferentes intervalos de tempo avaliado. Constatou-se uma variacdo significativa somente em
fungdo do tempo, para os plasmatocitos (F3 32 =2,35; P = 0,0007) e prohemocitos (Fz3,=5,01; P
= 0,0058), onde foram registrados aumento no numero de plasmatédcitos e decréscimo de
prohemocitos ao longo do tempo nos dois grupos, infectados e ndo-infectados (Figs. 3 e 4).

Os dados das contagens total e diferencial apresentados demonstram que o isolado URM-
4995 de I. farinosa na concentragdo 10’ conidios mL™ ndo interferiu quantitativamente e
qualitativamente no nimero de hemocitos de C. gestroi. Em contraste, Cunha (2007) ao realizar
contagem diferencial dos hemocitos do térmita Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) em
diferentes intervalos de tempo, tratado com Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. na
concentragdo de 107 conidios mL™' registrou significativa alteragdo no niimero de hemécitos.

Tal diferenga pode ser atribuida a intimeros fatores. A principio, pode-se destacar que a
resposta imunoldgica varia com a espécie de hospedeiro e patéogeno estudada, fato também
comprovado por Bogus et al. 2007 ao constatar diferentes estratégias de defesa utilizadas por
duas espécies distintas de mariposas, Dendrolimus pini (Linnacus) e Galleria mellonella
(Linnaeus), em reagdo a infecgdo ocasionada pelo fungo, Conidiobolus coronatus (Brefeld). Os
autores constataram auséncia de resposta celular em D. pini, apesar da cavidade do corpo esta
completamente preenchida por hifas do fungo e os 6rgdos internos danificados, enquanto que em
G. mellonella foi observado a formagdo de capsulas melanizadas.

A invasdo da hemocele pelas hifas do fungo pode ainda ter resultado em uma resposta
imune humoral, visto que quando o corpo estranho (hifas) ¢ muito grande para ser fagocitado
pode ocorrer a encapsulacdo celular ou humoral. As cépsulas humorais consistem de material
amorfo pigmentado, composto principalmente, entre outros elementos, por melanina (Vey &

Gotz 1975, Gotz & Boman 1985). Além disso, os hemocitos podem participar das respostas
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imunes humorais de forma indireta, sintetizando e/ou liberando determinadas substancias que
podem agir contra os invasores na por¢ao amorfa ou dentro da propria célula. (Moncada et al.
1991, Hoffmann & Reichhart 1997).

Vale lembrar que a sociabilidade oferece interacdes comportamentais e adaptacdes
bioquimicas, tanto individuais quanto coletivas para proteger a colonia (Cremer et al. 2007).
Contudo esses mecanismos sdo onerosos ao individuo, e as varias formas de imunidade social
podem reduzir o investimento fisioldgico na atividade imune (Feldhaar & Gross 2008), como
demonstrado para formigas (Castella et al. 2008) e abelhas, (Evans et al. 2006). Em cupins
varios mecanismos de defesa sdo citados, incluindo producao de secre¢des quimicas antifingicas
(Rosengaus et al. 1998, 2000) mecanismos comportamentais (Rosengaus et al. 1999a) e
mecanismos imunes (Rosengaus et al. 1999b, 2007). Para o género Coptotermes, foi encontrado
de 50,56 a 214,6 microgramas de naftaleno por quilo de material do ninho (carton) de
Coptotermes formosanus (Shiraki) (Chen et al. 1998). Segundo os autores a volatilidade deste
produto permite-lhe permear o sistema fechado do ninho. Desta forma, o uso de agentes anti-
sépticos ¢ um indicativo do investimento em outros mecanismos de defesa por estes térmitas
subterraneos.

Embora parega contraditério ressaltar a baixa imunidade encontrada nos térmitas em
virtude dos resultados apresentados por Cunha (2007), tal contraste ¢ explicado devido a
diferentes estratégias de defesa utilizadas por térmitas inferiores e superiores. Por exemplo,
soldados de Coptoterme, cupins inferiores, apresentam os dois mecanismos de defesa da coldnia,
mecanico e quimico enquanto Nasutitermes, cupim superior, possui apenas a defesa quimica. No

entanto segundo Rosengaus et al. (2000) as secregdes defensivas de Nasutitermes costalis
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(Holmgren) e Nasutitermes nigriceps (Haldeman) apresentam propriedades antifungicas que os

tornam menos suscetivel a infecgdo por M. anisopliae em relagao a C. formosanus.
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Figura 1: Hemocitos de C. gestroi: Esferulocito (A); Oenocitdide (B); Plasmatocito (C);

Prohemocito (D); Adipohemécito (E); Granulécito (F). Coloragdo Giemsa. Aumento + 1071X
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Figura 2: Numero de hemocitos em aproximadamente 0,125pul. de hemolinfa mais
anticoagulante de operarios de C. gestroi tratados ou ndo com o isolado URM 4995 de |I.

farinosa, durante o periodo adotado para avaliagao (12, 24, 36 ¢ 48 horas).
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Figura 3: Percentual de plasmatdcitos encontrados na hemolinfa de operarios de C. gestroi
tratados ou ndo com o isolado URM 4995 de I. farinosa, durante o periodo adotado para

avaliagdo (12, 24, 36 e 48 horas).
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Figura 4: Percentual de prohemocitos encontrados na hemolinfa de operarios de C. gestroi
tratados ou ndo com o isolado URM 4995 de I. farinosa, durante o periodo adotado para

avaliagdo (12, 24, 36 ¢ 48 horas).
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