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RESUMO

Os fungos sdo organismos eucarioticos e heterotréficos amplamente distribuidos,
associados a diversos ambientes e hospedeiros. No planeta, estima-se a existéncia
de mais de 3 milhdes de espécies, mas apenas cerca de 150 mil foram descritas.
Algumas espécies de fungos interagem com insetos para disperséo de esporos,
enquanto outras sao cultivadas como alimento por certos grupos, como 0s cupins.
Esses fungos podem contribuir para a digestdo de celulose e lignina, além de
influenciar o comportamento e a organizagéo das colbnias. O objetivo deste estudo
foi investigar a diversidade, caracterizagdo taxondmica e filogenética das espécies
de Fusarium associadas ao cupim arboricola Nasutitermes corniger em area urbana
de Pernambuco. Nesse estudo foram selecionados isolados de Fusarium obtidos
previamente em uma coleta de cupins em trés espécies vegetais (Mangifera indica,
Syzygium malaccense e Schinus terebinthifolius) no campus da Universidade
Federal de Pernambuco (Recife), entre margo e agosto de 2019 (Melo, M.P.R. 2019).
Os isolados fungicos foram reativados de criopreservacdo e submetidos a
purificacdo por cultura monosporica. A identificacdo taxondmica foi realizada por
analise morfolégica e molecular, utilizando os genes EF-1a, RPB1 e RPB2 para
construgcdo das arvores filogenéticas. Foram estudadas 35 colbnias de Fusarium.
Sequéncias de DNA foram obtidas para 24 isolados, dos quais 23 isolados
pertenceram ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) e um ao complexo
de espécies Fusarium oxysporum (FOSC). No FFSC, 14 isolados foram identificados
como Fusarium sacchari (PP = 0.93), seis isolados como Fusarium annulatum (PP =
0.96), e dois isolados como Fusarium verticillioides (PP = 0.99). Um isolado nao
agrupou com nenhuma espécie conhecida, indicando uma possivel espécie nova
irma de F. sacchari (PP = 1). Outros quatro isolados também formaram um clado
genealogicamente exclusivo, irmao de Fusarium giganteum (PP = 1). Os resultados
indicam uma alta diversidade de Fusarium associada aos cupins, incluindo linhagens
potencialmente novas, contribuindo para o conhecimento das interagdes ecologicas
entre cupins e fungos, bem como para a biodiversidade microbiana em areas

urbanas.

Palavras-chave: cupins arboricolas, fungos filamentosos, filogenia, fungos

entomofilos.



ABSTRACT

Fungi are organisms distributed eukaryotic and heterotrophic organisms, associated
with diverse environments and hosts. It is estimated that there are more than 3
million species on the planet, but only about 150 thousand have been described.
Some species, such as Fusarium, interact with insects to disperse spores, while
others are cultivated as food by certain groups, such as termites. These fungi can
contribute to the digestion of cellulose and lignin, in addition to influencing the
behavior and organization of colonies. The objective of this study was to investigate
the diversity, taxonomic and phylogenetic characterization of Fusarium species
associated with the arboreal termite Nasutitermes corniger in urban areas of
Pernambuco. A total of 900 termites (soldiers and workers) were collected in three
plant species (Mangifera indica, Syzygium malaccense and Schinus terebinthifolius)
on the campus of the Federal University of Pernambuco (Recife), between March
and August 2019. The fungal isolates were reactivated from cryopreservation and
subjected to purification by monosporic culture. Taxonomic identification was
performed by morphological and molecular analysis, using the EF-1a, RPB1 and
RPB2 genes to construct phylogenetic trees. A total of 35 Fusarium colonies were
isolated, of which 24 presented molecular results. Twenty-three isolates belonged to
the Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) and one to the Fusarium oxysporum
species complex (FOSC). In the FFSC, 14 isolates were identified as Fusarium
sacchari (PP = 0.93), six isolates as Fusarium annulatum (PP = 0.96), and two
isolates as Fusarium verticillioides (PP = 0.99). One isolate did not group with any
known species, indicating a possible new sister species of F. sacchari (PP = 1). Four
other isolates also formed a genealogically exclusive clade, sister to Fusarium
giganteum (PP = 1). The results indicate a high diversity of Fusarium associated with
termites, including potentially novel lineages, contributing to the knowledge of
ecological interactions between termites and fungi, as well as to microbial biodiversity
in urban areas.

Keywords: Tree termites, filamentous fungi, phylogeny, entomophyll fungi
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1. INTRODUGAO

Os fungos sao seres eucariéticos, heterotréficos, que variam amplamente em
morfologia e ecologia, abrangendo desde leveduras microscopicas até cogumelos
macroscopicos. Pertencem ao Reino Fungi e séo classificados em diferentes grupos
taxondmicos, como Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromycota, Chytridiomycota e
outros filos. Esses micro-organismos influenciam a vida humana, participando de
processos tanto vantajosos quanto prejudiciais (Tortora, 2012). Se apresentam sob a
forma unicelular, como as leveduras e na forma multicelular, filamentosa, como os
bolores ou mofos. A forma filamentosa é constituida de um conjunto de estruturas
tubulares, denominadas de hifas, que quando agrupadas, formam o micélio (Tortora
Case; Funke, 2012). Os grupos variam amplamente em morfologia e ecologia,
abrangendo desde leveduras microscopicas até cogumelos macroscopicos. Os filos
Ascomycota e Basidiomycota sdo os grupos mais diversos e desempenham papéis
fundamentais em ecossistemas terrestres.

Além disso, sdo reconhecidos por suas fungdes na decomposicdo da matéria
organica, na reciclagem de nutrientes e em interagbes simbidticas com outros
organismos, incluindo plantas, animais e microrganismos. Além disso, podem
estabelecer relagdes mutualisticas, comensais e parasiticas com diversos insetos,
incluindo cupins. Além de sua importancia ecoldgica, os fungos possuem diversas
aplicagdes industriais e biotecnoldgicas. S&o utilizados na industria de alimentos, na
producdo de produtos fermentados e bebidas alcodlicas, na industria farmacéutica,
na fabricagao de antibidticos e outras substancias bioativas. Também desempenham
um papel essencial no processo de biodegradagao, no tratamento bioldégico de
efluentes e na producédo de enzimas de interesse industrial e biotransformac¢do. No
contexto agricola e ecoldgico, sua especificidade na decomposi¢cdo da matéria
organica permite a degradagao de substancias toxicas e a manutencgao do equilibrio
ambiental (Abreu et al., 2015).

Estima-se que existam mais de 3 milhdes de espécies de fungos no planeta,
das quais apenas 150 mil foram descritas cientificamente. Isso significa que apenas
cerca de 6% da diversidade total dos fungos é conhecida, representando um dos
grupos microbianos com o maior numero de espécies na natureza (Hawksworth &
Lucking, 2017).
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Essas associagbes sao frequentemente estratégicas, promovendo a
adaptacdo dos fungos ao ambiente e beneficiando os insetos hospedeiros em
aspectos nutricionais, defensivos ou estruturais. No caso dos cupins, fungos
associados podem contribuir para a digestdo de celulose e lignina, além de
influenciar o comportamento e a estruturagdo social das colénias (Bignell et al.,
2011; Chouvenc et al., 2012).

No género Fusarium Link (Sordariomycetes, Ascomycota), essas interagdes
ganham relevancia devido a diversidade funcional do grupo, que abrange desde
espécies saprofiticas a patdégenas oportunistas (Leslie & Summerell, 2006). Estudos
prévios indicam que Fusarium é frequentemente encontrado em associacdo com
cupins, desempenhando potenciais fungdes simbidticas ou antagonistas, adaptadas
as pressdes ambientais urbanas (Mikheyev et al., 2015; Vega et al., 2009). Em areas
urbanas da Mata Atlantica, como Pernambuco, o entendimento das associagdes
entre Fusarium e o cupim arboricola Nasutitermes corniger Motschulsky pode revelar
novos aspectos sobre a ecologia das interagdes fungo-inseto e fornecer subsidios
para a caracterizacao taxonémica e filogenética desses organismos.

O cupim Nasutitermes corniger possui uma micobiota composta
predominantemente por fungos com caracteristicas entomopatogénicas e
decompositoras. Esses fungos desempenham papéis fundamentais na digestao da
celulose presente no material vegetal consumido pelos cupins, promovendo a
decomposi¢cdo e contribuindo para a nutrigdo dos insetos (Bignell et al., 2011;
Chouvenc et al.,, 2012). Apesar de alguns fungos atuarem como patdégenos e
afetarem a saude dos cupins, a maioria tem fungéo principal como decompositores,
colaborando com o processamento de matéria organica sem causar danos

significativos as colbénias (Vega et al., 2009; Hyodo et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a diversidade taxonémica e filogenética das espécies de Fusarium
associadas ao cupim arboricola Nasutitermes corniger em area urbana de
Pernambuco, contribuindo para o entendimento das interagdes ecoldgicas e a

biodiversidade microbiana neste contexto.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar as espécies de Fusarium isoladas de individuos de Nasutitermes
corniger em diferentes areas urbanas de Pernambuco.

e Realizar analises morfolégicas e moleculares para caracterizar as espécies
de Fusarium encontradas.

e Construir filogenias moleculares para inferir as relacées evolutivas entre as
especies identificadas.

e Investigar possiveis interagdes simbidticas ou ecoldgicas entre Fusarium e

Nasutitermes corniger.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Nasutitermes corniger Motschulsky

Cupins sao insetos sociais, conhecidos principalmente por sua importancia
econdmica como pragas de madeira e de outros materiais celuldsicos, tendo atraido
a atencao de muitos pesquisadores por serem insetos sociais (Constantino,1999). A
espécie de cupim arboricola Nasutitermes corniger Motschulsky € bem distribuido na
regido Neotropical e é a terceira em numero de espécies de cupins conhecidas
(Constantino, 2016). E distribuido em muitas outras regides, como Colémbia,
Venezuela, Guiana, Brasil, Equador, Bolivia e Argentina (Snyder, 1926; Araujo, 1977,
Torales; Armua, 1986; Constantino, 1998). Nasutitermes corniger é classificado na
ordem Blattodea, familia Termitidae, sendo um dos membros mais conhecidos do
género Nasutitermes. O género é considerado o mais diverso e amplamente
distribuido entre os cupins. Conta com 254 espécies validas, sendo o género mais
numeroso dentro da familia Termitidae (Boulogne, Constantino; Amusant; Falkowski
et al., 2016).

Esses insetos sdo de grande importancia econdmica e ecolégica, uma vez
que suas atividades de forrageamento desempenham papéis cruciais na ciclagem
de nutrientes, na alteracao da qualidade do solo e na biodiversidade local (Bandeira
& Vasconcellos, 2002;Costa-Leonardo, 2002), sendo conhecidos como “engenheiros
do ecossistema” influentes que no solo (Kaiser et. al., 2017).

Nasutitermes corniger € uma espeécie arboricola, que vive em colbnias
organizadas em castas, incluindo operarios, soldados e reprodutores (rei e rainha).
Os operarios, que sao estéreis e cegos, tém a responsabilidade de construir e
manter os tuneis de forrageamento, além de alimentar os demais membros da
colonia por meio da trofalaxia, um importante e complexo comportamento que existe
entre os insetos sociais, tais como, abelhas, vespas, cupins e formigas,
proporcionando a troca nutricional e a comunicagao, realizada com a funcado de
proteger o ninho (Sleigh, 2002). Os soldados, por sua vez, sdo encarregados da
defesa da col6nia, possuindo uma cabega de formato peculiar, com um "nasus", uma
estrutura que expele secregdes quimicas defensivas contra predadores. A
orientacao liberada pelo nasus permite aos soldados atacar a distancia, minimizando

o contato direto com o inimigo. Os reprodutores alados, conhecidos como rei e
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rainha, sdo os unicos individuos férteis na colénia. Apds o acasalamento, o rei e a
rainha permaneceram como o casal reprodutor principal, garantindo a continuidade
da colénia ao longo do tempo. Durante o periodo de revoada, que ocorre
principalmente durante a estagdo chuvosa, os reprodutores alados deixam o ninho

em busca de formacédo de novas colénias (Figura 1) (La Cruz et al., 2014).

Figura 1. Castas de Nasutitermes corniger com soldados e operarios estéreis e
reprodutores férteis.
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Fonte: Encyclopaedia Britannica, Inc. (2008).

No Brasil, o género Nasutitermes é encontrado em uma ampla variedade de
biomas, como a Mata Atlantica, o Cerrado e a Caatinga (Zorzenon & Potenza, 1998;
Constantino, 1999). Sua distribuicdo abrange as regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste do pais (Bandeira et al., 1998; Constantino, 2002;
Costa-Leonardo, 2002).

A regido Neotropical, € a terceira em numero de espécies conhecidas de

cupins, ficando atras das regides Etiopica e Oriental. Nessa regido ha, atualmente,
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aproximadamente 600 espécies descritas (Constantino, 2016), que se dividem em
cinco familias: Stolotermitidae, Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e
Termitidae, a mais diversa — aproximadamente 2165 espécies descritas
(Constantino, 2016) — e que abriga a espécie deste estudo (Motschulsky, 1855).
Dentro da familia Termitidae, o género Nasutitermes &€ o mais amplamente
distribuido, abrangendo todas as regides tropicais (Constantino, 2016).

Os cupins exercem um importante papel nos ecossistemas naturais. Possuem
um papel crucial na ciclagem de nutrientes em ecossistemas florestais e urbanos,
principalmente por sua habilidade de decomposi¢cdo de madeira e outros materiais
celulésicos. Sua dieta a base de celulose permite a reciclagem de matéria organica
e aeracao do solo, o que facilita a infiltragcao de agua e a dispersao de nutrientes
essenciais as plantas (Sands, 1969; La Fage & Nutting, 1978; Amburgey, 1979).
Participam ativamente da decomposicdo da matéria organica e ciclagem de
nutrientes (Adamson, 1943; Lafage e Nutting, 1978; Sands e Wood, 1978) e
aumentam a porosidade e aeracao do solo (Lee e Wood, 1971). Entretanto, algumas
espécies também se tornam pragas tanto em areas rurais quanto urbanas (Grassé,
1982; Edwards e Mill, 1986; Oliveira et al., 1986).

Apesar de existirem poucas espécies de cupins consideradas pragas de
areas urbanas, estas provocam enormes prejuizos (Fontes, 1995; Amaral, 2002). A
condicdo de praga urbana € determinada com base no impacto econémico do dano,
expresso em custos de prevengao, controle e reparo (Robinson, 1996). No Brasil os
cupins causam anualmente enormes prejuizos e danificam edificagdes histéricas
onde a perda ndao € sO econbmica, mas também artistica e histérica
(Costa-Leonardo, 2002). Os danos causados a construgdes urbanas sao atribuidos
principalmente a espécies de cupins Nasutitermes (lsoptera: Termitidae)
(Costa-Leonardo, 2002). Nas ultimas décadas, a espécie de Nasutitermes corniger
teve grande importancia econdmica devido ao aumento de danos em residéncias e
prédios histéricos em diversas cidades do Brasil e da Argentina, o que confirmou seu
status de praga (Menezes et al. 2000; Constantino, 2002; Costa-Leonardo, 2002;
Fontes e Milano, 2002;)

A maior parte dos estudos sobre o forrageamento de Nasutitermes tem sido
feita com N. corniger explorando novas fontes de alimento principalmente a noite
quando a colbnia esta mais ativa (Muradian et al.,1998). Os cupins podem mostrar

preferéncia para forragear madeiras especificas (Smythe e Carter, 1969; Behr et al.,
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1972; Agbogba e Noel, 1982). Inclusive, existem evidéncias que essas preferéncias
podem ser modificadas através da experiéncia alimentar (McMahan, 1966). A
preferéncia estaria determinada por propriedades fisico-quimicas como a densidade,
umidade, dureza e concentracdo de nutrientes, resinas e metabdlitos secundarios
(Price, 1984). A densidade é determinada pela porcentagem de espagos vazios
contidos na madeira e pode variar de uma espécie a outra de 0,20 a 1,20 g/cm?.
Segundo alguns autores, a espécie N. corniger prefere as madeiras de densidade
baixa (K&arik, 1974; Bosshard, 1984; Bustamante, 1993). Os metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas que os cupins buscam por sua vez podem
atuar como repelentes e atraentes de certas espécies de cupins (Wolcott, 1957,
Wood, 1978; Carter et al., 1983).

Os cupins superiores, como N. corniger, diferenciam-se dos cupins inferiores
por sua independéncia de simbiontes protozoarios na digestdo de celulose. Ao invés
disso, eles utilizam enzimas proprias para digerir a madeira que consomem
(Brugerolle & Radek, 2006; Correia et al., 2008). No entanto, N. corniger estabelece
interacdes ecolodgicas importantes com fungos decompositores. Os fungos presentes
no ambiente podem alterar a qualidade da madeira consumida pelos cupins,
transformando alimentos de baixa qualidade em recursos palataveis ou tornando
alimentos bons em impalataveis, dependendo do tipo de fungo e da espécie de
cupim (Gilbertson, 1984). Além disso, os cupins desempenham um papel indireto no
favorecimento de outros decompositores, como fungos e bactérias, que se
beneficiam da partimentalizagdo da matéria orgénica promovida pelos cupins
(Bignell, 2018). Ao facilitar o acesso de outros organismos a residuos vegetais
parcialmente digeridos, os cupins ajudam a manter a biodiversidade e a

funcionalidade dos ecossistemas em que habitamos.
3.2. Fungos filamentosos
3.2.1. Biologia e ecologia dos fungos
Os fungos verdadeiros representam uma linhagem de opistocontes com
alimentagao quimioheterotréfica, que apresentam crescimento apical e estruturas

reprodutivas diferenciadas das somaticas e quitina como componente da parede

celular. A reproducdo dos fungos se da por meio de esporos (com algumas
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excegdes) que sao dispersos majoritariamente pelo vento e, por isso, esses
microrganismos podem ser encontrados em diversos habitats como solos, aguas e
até em outros animais e vegetais, atuando como patégenos e em relagdes de
simbiose, também podem ser encontradas em ambientes extremos, como frio, calor
e alta umidade (Silva & Coelho, 2006; Deacon, 2006).

A classificagdo dos fungos € baseada principalmente em suas relagdes
filogenéticas e estruturas reprodutivas (Tedersoo et al., 2018). Em termos gerais, os
fungos possuem dois sistemas: o sistema somatico e o reprodutivo. Fungos com um
sistema somatico unicelular sdo conhecidos como leveduras, presentes nos fungos
superiores (Subreino Dykaria). No entanto, a maioria dos fungos é multicelular,
apresentando um corpo constituido de hifas que formam um micélio. Essas hifas
penetram no substrato, ramificam-se e colonizam o ambiente, utilizando a matéria
organica como fonte de nutrientes. Apds acumular energia, o fungo investe no
desenvolvimento do sistema reprodutivo, onde esporos sao formados para dispersao
(Deacon, 2006).

A identificagdo dos fungos se baseia principalmente nas estruturas
reprodutivas, pois observar apenas as hifas ou o sistema somatico nio é suficiente
para a determinacéo de espécies. Como em outros organismos, a classificagao atual
dos fungos depende de suas relagdes filogenéticas, inferidas por dados moleculares.
A primeira tentativa de classificar fungos com base em sua filogenia foi realizada por
Hibbett et al. (2007). Nessa classificagdo, filos como Zygomycota (atual
Murcoromycota) e Deuteromycota deixaram de ser validos por n&o representarem
grupos monofiléticos. Mas recentemente, Tedersoo et al. (2018) propuseram novos
filos, como Aphelidiomycota e Calcarisporiellomycota, ampliando a classificagao
para nove sub-reinos e 18 filos.

Evolutivamente, os fungos séo divididos em dois grandes grupos: os fungos
inferiores, com 15 filos, e fungos superiores, com trés. Dentro dos fungos inferiores,
destacam-se os zoosporicos, que sdo os Unicos fungos com esporos flagelados, e
0s zigosporicos, caracterizados pela formagdo de zigosporos resultantes da
copulagdo gametangial. Entre o0s zoosporicos, os filos Chytridiomycota,
Blastocladiomycota e Neocallimastigomycota se destacam, cada um com
adaptacdes especificas ao ambiente aquatico e parasitismo. (Tedersoo et al., 2018)

Os fungos zigosporicos, antes classificados no extinto Filo Zygomycota, sao

filamentosos com hifas cenociticas. Eles crescem rapidamente e apresentam
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estratégias ruderais, sendo amplamente saprobios. Neste clado, Glomeromycota € o
grupo dos fungos micorrizicos arbusculares, que tém papel crucial na ecologia das
plantas terrestres (Spatafora et al., 2016).

Os fungos superiores evoluiram com adaptagbes que garantem maior
sucesso evolutivo. Entre os principais filos, Ascomycota € o maior grupo, com cerca
de 70 mil espécies, caracterizado pela formagao de ascosporos em ascos. Esse
grupo inclui fungos leveduriformes, filamentosos e muitos dos fungos que formam
associagbes mutualisticas, como liquens. O filo Basidiomycota inclui os fungos
macroscopicos mais conhecidos, como cogumelos e orelhas-de-pau, sendo
importantes decompositores de madeira e formadores de podriddo branca ou cubica
(Kendrick 2017; Maciel, Silva & Ribeiro, 2010).

3.2.2. Fusarium Link

As espécies de Fusarium (Link ex Grey) sao fungos filamentosos amplamente
distribuidos no ambiente, encontrados no ar, agua, solo, plantas, insetos e
substratos orgéanicos. Pertencentes a familia Nectriaceae, da ordem Hypocreales,
dentro do filo Ascomycota, essas espécies possuem hifas hialinas, septadas e
ramificadas, sendo reconhecidas por sua plasticidade ecolégica e capacidade de
adaptacao a diferentes condigdes ambientais (Hatmi, 2016; O'Donnell et al., 2013).
O género Fusarium € bem conhecido por sua importancia em diversas areas, desde
agricultura e medicina.

Muitas espécies compreendem patdogenos devastadores de plantas,
produzindo metabdlitos secundarios como micotoxinas (por exemplo, fumonisinas,
tricotecenos e zearalenona), que representam riscos a saude humana e animal,
além de causar perdas significativas na produgdo agricola (Santos et al., 2019;
Villani et al., 2019). Dessa forma, Fusarium estd entre os principais géneros
causadores de perdas econdmicas, com espécies associadas a doengas em
culturas como milho, trigo, arroz, eucalipto, cucurbitaceas e outras de interesse
econdmico. As infecgcdes ocorrem principalmente no sistema radicular e vascular das
plantas, manifestando-se como murchas, podridao radicular e cancros vasculares
(Hussein M. 2019).

Em humanos, o género é responsavel por infec¢des conhecidas como

fusarioses, que podem se manifestar de forma superficial, localmente invasiva ou
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disseminada, especialmente em pacientes imunossuprimidos, como aqueles com
neutropenia prolongada ou submetidos a transplantes de medula éssea (Nelson et
al.,, 1994; GOV, 2024). Estudos indicam que aproximadamente 40-60% das
infeccbes humanas por Fusarium séo causadas pelo complexo F. solani, seguido por
F. oxysporum (~20%) e F. fujikuroi (~10%), sendo F. solani a espécie mais virulenta e
responsavel pela maioria dos casos graves (Nussi, 2007). A forma disseminada da
doengca € comum em pacientes com imunossupressdo severa, evoluindo para
fungemia em cerca de 70% dos casos. Devido a alta resisténcia intrinseca de muitas
espécies de Fusarium aos antifungicos disponiveis, a identificagdo precisa das
espécies e o teste de sensibilidade sao cruciais para o manejo clinico (Gov, 2024).

Apesar de sua associagao majoritaria a plantas, algumas espécies também
demonstram patogenicidade a insetos, sem causar danos as culturas agricolas,
como Fusarium proliferatum, eficaz contra Thaumastocoris peregrinus, mas nao
fitopatogénico em plantas como tomate, cana-de-agucar, milho e eucalipto (Laso,
2012). Assim, no campo da entomologia, as espécies de Fusarium também se
destacam como entomopatdgenos. A eficacia desses fungos tem sido confirmada
contra varias ordens de insetos, incluindo Hemiptera (Dactylopius opuntiae e Coccus
hesperidum), Hymenoptera (Dryocosmus kuriphilus), Lepidoptera (Galleria
mellonella e Spodoptera frugiperda), Coleoptera (Brahmina coriacea) e Blattodea
(Nasutitermes corniger) (Velez et al., 2019; Fan et al., 2014; Addario et al., 2011;
Diniz et al., 2020). Esses estudos destacam o potencial do género ndo apenas no
controle biolégico de pragas agricolas, mas também como modelo para
compreender interagdes fungo-inseto. A ampla distribuigdo, adaptabilidade ecoldgica
e versatilidade funcional do género Fusarium os tornam um dos grupos mais
importantes e estudados de fungos filamentosos, com aplicagdes significativas em
areas como manejo agricola, controle de pragas, e saude publica.

O género Fusarium é conhecido por sua diversidade morfolégica e genética, o
que levou a sua divisdo em varios complexos de espécies. Esses complexos
agrupam linhagens geneticamente relacionadas que compartilham caracteristicas
fenotipicas semelhantes, mas diferem em aspectos como patogenicidade,
metabolismo e adaptagao ecoldgica (O'Donnell et al., 2013). Entre os principais
complexos de espécies estao o Fusarium solani species complex (FSSC), Fusarium
oxysporum species complex (FOSC) e Fusarium fujikuroi species complex (FFSC),

que apresentam diferentes impactos ambientais e clinicos (Nishi et al., 2021).
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A classificacdo dentro desses complexos é baseada em analises filogenéticas de
multiplos genes ortdlogos, permitindo uma identificacdo precisa das linhagens e
auxiliando no entendimento das relagcdes evolutivas dentro do género (Summerell,
2019). Estudos filogenéticos apontam que as espécies de Fusarium exibem uma
notavel variagdo em suas células basais e na formagéo de conidios, caracteristicas
que reforcam a importancia de abordagens moleculares para a sistematica do grupo
(Lombard et al., 2015; Grafenhan et al., 2011). Essa organizacao é fundamental para
estudos taxondémicos, filogenéticos e para o manejo de doengas associadas ao

Fusarium (Goswami & Kistler, 2004).

3.2.2.1 Complexo de espécies Fusarium fujikuroi

O complexo de espécies Fusarium fujikuroi € amplamente conhecido por
incluir patdégenos vegetais responsaveis por diversas doengas agricolas, como a
doencga bakanae em plantas de arroz (Oryza sativa), que representa um problema
significativo para a agricultura em diversas regides produtoras. A doenga bakanae é
caracterizada pelo crescimento anormalmente alongado das plantas, causado pela
producao excessiva de giberelinas pelo fungo, o que leva ao enfraquecimento dos
tecidos, tombamento e, eventualmente, a morte das plantas infectadas (Mitchell et
al., 1951; Wulff et al., 2010). Além do arroz, espécies dentro do complexo F. fujikuroi
impactam outras culturas economicamente importantes, como milho (Zea mays),
trigo (Triticum aestivum), cana-de-agucar (Saccharum spp.) e aspargos (Asparagus
officinalis). Nessas plantas, o fungo pode causar diversas doengas, comprometendo
a produtividade e qualidade dos produtos agricolas (Leslie & Summerell, 2006;
Santos et al., 2017). Adicionalmente, esse complexo de espécies é conhecido pela
producdo de metabdlitos secundarios, como fumonisinas, giberelinas e outros
compostos téxicos, que ndo apenas desempenham papéis no desenvolvimento das
doencas nas plantas, mas também representam riscos para a saude humana e
animal ao contaminarem alimentos e ragdes (Proctor et al., 2004). A identificagcéo e
caracterizagdo dos fungos dentro do complexo F. fujikuroi sdo essenciais para o
manejo integrado de doengas em culturas agricolas. Estudos filogenéticos tém

contribuido para entender a diversidade genética e as adaptagdes ecologicas dessa
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espécie, destacando sua importdncia como modelo de pesquisa em interagdes

fungo-hospedeiro e biossintese de metabdlitos secundarios (O'Donnell et al., 1998).

3.2.2.2 Complexo de espécies Fusarium oxysporum

O complexo de espécies Fusarium oxysporum € um dos grupos mais importantes de
fungos fitopatogénicos, amplamente distribuido e capaz de causar doengas em
diversas culturas agricolas. Além de seu impacto em plantas, esse complexo
também possui relevancia médica, sendo documentado como agente infeccioso em
modelos animais, incluindo camundongos (Dean et al., 2012; Ortodena, 2004).
Dentre as formas especiais (forma specialis) de F. oxysporum, destaca-se F.
oxysporum f. sp. vasinfectum, um patégeno devastador em algodao (Gossypium
spp.). Nos Estados Unidos e no Oriente Médio, essa forma especial tem causado
grandes perdas econbmicas, sendo considerada de alta importancia quarentenaria
na Australia, onde foi relatada pela primeira vez em 1993 (Kochman, 1995). Os
fungos do complexo F. oxysporum invadem o sistema vascular das plantas,
causando murcha e morte, especialmente em cultivares suscetiveis. Além disso, F.
oxysporum tem sido relatado por sua capacidade entomopatogénica. Estudos
detalhados demonstraram a infectividade de espécies desse complexo em larvas de
Galleria mellonella, um modelo amplamente utilizado para estudos de
patogenicidade. A mortalidade larval causada por F. oxysporum foi atribuida a um
mecanismo ativo de infeccdo, e ndo a efeitos fisicos relacionados aos conidios
fungicos, como comprovado em estudos de dose-resposta (Navarro-Velasco, 2011).
Esse achado ressalta a versatilidade ecologica do grupo, que pode atuar como
patdgeno em diferentes hospedeiros, desde plantas a insetos. A adaptabilidade
genética e metabdlica do complexo F oxysporum faz dele um modelo importante
para estudos de interagdo patégeno-hospedeiro, manejo de doengas em plantas e

exploracao de potenciais biocontroles entomopatogénicos.

3.3 Associagao de fungos com insetos

Os microrganismos patogénicos de insetos sdao amplamente encontrados na

natureza, com destaque para os fungos parasitas. Cerca de 80% das doengas que



25

afetam insetos sdo causadas por fungos, que pertencem a aproximadamente 90
géneros e mais de 700 espécies. A maior parte dos géneros de fungos
entomopatdgenos apresentam estratégias ecoldgicas distintas para infectar e regular
populacdes de insetos, sendo amplamente estudados para aplicagdes no controle
bioldgico de pragas (Alves, 1998).

Os fungos e insetos possuem uma longa histéria de associagao, coexistindo
em habitats onde ambos enfrentam condigcbes ambientais semelhantes (Vega &
Blackwell, 2005). Os fungos sdo encontrados em uma ampla gama de ambientes,
sob diversas condicbes. Esses ambientes podem variar de gerais a mais
especificos, incluindo aqueles onde fungos convivem e/ou interagem com insetos,
seja no interior ou no exterior de seus corpos (Alves, 1998).

A relagao entre fungos e insetos é bastante diversa e complexa, englobando
aspectos ecolégicos e evolutivos ainda pouco compreendidos, essa interagao
apresenta uma variedade de padrbes e estratégias de vida (Vega & Blackwell,
2005). Os insetos atuam como vetores para dispersar os propagulos dos fungos,
que podem incluir esporos sexuados como no caso de Chaetomium spp. ou
assexuados como Graphium spp., sorédios de liquens como Lepraria spp.,
propagulos espermaciais de parasitas superficiais como Meliola spp. e até mesmo
estruturas fungicas inteiras os ascomas, que podem ser removidas do substrato por
insetos como em Kernia spp.

Fungos podem utilizar insetos como meio de dispersao de seus esporos, 0
que pode levar a morte do inseto. Alguns fungos entomdfilos adotam uma estratégia
necrotréfica, alimentando-se dos corpos dos insetos e se reproduzindo sobre eles.
Fungos entomopatdgenos, por exemplo, desempenham um papel importante no
controle natural das populagcdes de insetos, sendo frequentemente utilizados no
controle bioldégico de pragas. No entanto, para que essa aplicagado seja viavel, é
necessario ndo apenas entender a interagdo ecoldgica entre fungo e inseto, mas
também considerar a produgcdo de biomassa e a capacidade de disseminagao no
ambiente (Alves, 1998).

Além dessas interagdes evidentes, ha outras mais sutis, como a presenca de
fungos de diferentes grupos taxondmicos no trato digestivo de insetos. Nesses
casos, os fungos obtém nutrientes do material que os insetos ingerem, utilizando
enzimas para degradar parte da matéria orgénica que, de outra forma, seria

inacessivel ao inseto (Suh & Blackwell, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo (local de coleta)

A area de estudo abrange diferentes pontos de coleta localizados no campus
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em Recife, Pernambuco, em que
cupins foram obtidos a partir de espécies vegetais de Mangifera indica (mangueira),
Syzygium malaccense (jambeiro) e Schinus Terebinthifolius (aroeira). Os insetos
foram coletados em regides arborizadas da UFPE. A primeira coleta foi realizada no
estacionamento do Centro de Biociéncias, a segunda no Departamento de
Antibidticos e arredores, e a terceira e ultima coleta, no estacionamento do Centro

de Ciéncias Médicas e arredores.

Figura 2 - Area vista de satélite dos trés locais de coleta no Campus Recife da
Universidade Federal de Pernambuco. (A) Estacionamento do Centro de

Biociéncias; (B) Departamento de Antibiéticos e (C) Centro de Ciéncias Médicas

Fonte: Google Earth Pro
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4.2. Coleta e processamento do material biolégico

Trés coletas foram realizadas entre os meses de margo a agosto de 2019,
com intervalo de cinco semanas entre cada coleta. As arvores de jambeiro,
mangueira e aroeira foram selecionadas aleatoriamente ao longo do campus da
UFPE conforme a presenga de cupins da espécie Nasutitermes corniger. Cerca de
50 soldados e 50 operarios foram coletados, totalizando 100 insetos por arvore e
300 insetos por coleta. Os insetos foram coletados com o auxilio de pinca
entomoldgica, utilizada para fragmentar os tuneis de forrageamento e ter acesso aos
cupins, que foram retirados com pincéis de cerdas macias e transferidos para placas
de Petri esterilizadas e levados para o Laboratorio de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores localizado no Departamento de Micologia no Centro de Biociéncias
da UFPE.

Para o isolamento dos fungos, os soldados e operarios de N. corniger foram
condicionados a temperatura de -6 °C por 15 minutos e apods, procedeu-se o
processo asséptico a partir da desinfestacdo dos insetos, que foram submersos em
alcool 70% durante 1 minuto, hipoclorito de sédio a 2,5% durante 1 minuto e quatro
enxagues em agua destilada esterilizada. Os fungos foram isolados a partir de
condigdes de crescimento distintas, como o crescimento direto em meio de cultura e
em camara umida. Dessa forma, apds a desinfestacdo dos insetos metade dos
soldados e dos operarios (cerca de 25 insetos de ambas as castas) foram
distribuidos em tubos de ensaio contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA) +
cloranfenicol a 0,01% e a outra metade foi transferida para placas de Petri contendo
papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada e acondicionados em BOD a
temperatura de 25+3°C durante oito dias. Apds o crescimento dos fungos
procedeu-se a purificacdo dos isolados por meio da técnica de esgotamento em
placa, a partir da transferéncia dos fungos para placas de Petri contendo meio BDA

+ cloranfenicol a 0,01%.

4.3 Identificagao morfoldgica
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Os fungos foram mantidos em criopreservagao, método utilizado para manter
as caracteristicas originais dos organismos, tais como capacidade de esporular e
patogenicidade. O método utilizado consiste na inoculagdo do microrganismo em
meio BDA, incubado sob refrigeragdo (5 a 8 °C), para manter esses organismos
Vivos.

As colbnias das espécies de Fusarium foram adicionadas em placas de Petri
com meio BDA e mantidos em BOD a temperatura de 28°C durante oito dias. Apos
o crescimento, as colénias desenvolvidas foram purificadas pela técnica de cultura
monospoérica (Fernandes, 1993), por¢gbes do isolamento fungico em BDA foram
transferidas para um eppendorf com 5ul de Tween a (0,1%) e agitada em vortex.
Logo apds, 3ul da suspensao de esporos foram transferidos para o meio agar-agua
e espalhados com uma alga de Drigalski. Apés 14 h, realizou-se o isolamento
monosporico em que, sob microscoépio 6ptico, se retirou um conidio com a presenca
de um tubo germinativo, transferindo-o para meio BDA, seguido da incubagcdo em
BOD a 25°C por sete dias.

Uma vez purificados, as caracteristicas micromorfolégicas foram observadas
a partir da confecgao de laminas obtidas do microcultivo dos isolados em meio de
cultura SNA (Synthetic Nutrient Agar). Caracteristicas micromorfolégicas como a
forma e cor da hifa, septagdo do micélio, clamidosporos, tamanho, tipo e arranjo dos
conidios, etc, foram observadas em meio SNA a 25°C em fotoperiodo por 5 dias. As
observagbes macromorfologicas foram realizadas em meio BDA, como a coloragao
e diametro das coldnias, textura, presenga de exsudatos, cor do reverso da colbnia,
etc. Foram observadas em 25°C no escuro, em meio BDA por 7 dias. (Summerell,
Salleh e Leslie, 2003; Leslie e Summerell, 2006).

Para a identificagao dos isolados, foram utilizadas literaturas especificas para
o género Fusarium. Os fungos foram fotografados e as fotografias foram

organizadas em pranchas utilizando o CorelDRAW GraphicsSuite 2017.
4.4 Analise filogenética e molecular dos isolados fungicos de Fusarium
O DNA genbmico total foi extraido seguindo o protocolo do kit de

purificacdo DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit, com algumas adaptagdes. Os

micro-organismos foram cultivados em tubos de ensaio contendo meio liquido
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preparado como o BD (Batata Dextrose), previamente esterilizado e incubado em
BOD a 27 °C. Apés trés dias, os micélios fungicos foram coletados e transferidos
para microtubos de extracdo contendo ‘glass beads’. Em cada tubo, adicionou-se
500 uL de solucdo de Nuclei Lysis Solution, que foram submetidos a agitacdo em
Fastprep e incubados por 15 minutos em banho seco a 65°C. Em seguida, foram
acrescentados 200 L de solugéo de precipitacao de proteinas (Protein Precipitation
Solution) e as amostras foram homogeneizadas em vortex a alta velocidade por 30
segundos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante, em volume de 500 uL, foi transferido para novos tubos de 1,5 mL,
contendo 600 uL de isopropanol gelado e previamente identificados com os cddigos
dos fungos. Posteriormente, as amostras foram incubadas no freezer por 20 minutos
e, novamente, centrifugadas a 1400 rpm por 5 minutos, resultando na formacao de
um pellet visivel. O sobrenadante foi descartado e o DNA extraido foi submetido a
uma nova lavagem com 600 uL de etanol 70% gelado, seguida de centrifugacéo por
2 minutos a 14.000 rpm O etanol foi removido e o material de DNA extraido foi seco
em estufa a 35°C por cerca de 1 a 2 horas. Apds a secagem, o material genético foi
reidratado com 50 uL de agua ultra-pura e armazenado em geladeira por 24 horas. A
quantificacdo do DNA extraido foi realizada por leitura de 1 uL de cada amostra em
aparelno Nanodrop, e os valores obtidos foram utilizados para diluicdo na
concentragao de 25 ng/uL de DNA em reacao de PCR em volume de 20 ulL, para um
novo estoque, utilizando a formula C1V1=C2V2.

Para confirmar a presenca de DNA e estimar sua concentracao, foi realizada
eletroforese em gel de agarose, com posterior visualizagdo em transiluminador.

As condi¢des de ciclagem foram de 5 min a 95 °C, seguidos de 35 ciclos de 45 s
a95 °C,45s ab2°C,90 s a 72 °C e extenséo final de 72 °C durante 8 min para
EF-1a. Os produtos de PCR foram purificados usando PureLink - Kit de Purificagcao
de PCR - Invitrogen e sequenciados com os mesmos primers pela Plataforma
Multi-Usuaria de Sequenciamento e Expressdao Génica da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE.

Tabela 1 - Primers utlizados na identificagdo molecular nas espécies de Fusarium.

Espécie Regiao Primers Arvore hospedeira
F. annulatum TEF1 EF1e EF2 Mangueira
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F. annulatum TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. annulatum TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
F. annulatum TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. oxysporum TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
F. annulatum TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
F. annulatum TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. sacchari TEF1 EF1e EF2 Mangueira
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. sacchari TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
F. verticiloides TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
F. verticiloides TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira
Fusarium sp. TEF1 EF1e EF2 Jambeiro
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Jambeiro
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Aroeira
Fusarium sp. TEF1 EF1 e EF2 Mangueira

Fonte: A autora, (2025)

Os eletroferogramas foram analisados e editados no software Staden
Package 2.0 e as sequéncias obtidas foram utilizadas para busca das mais
semelhantes depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. Analises

filogenéticas foram construidas usando o método de inferéncia bayesiana (Bl) no
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portal CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010), utilizando o MrBayes 3.2.6
(Huelsenbeck e Ronquist 2001; Ronquist e Huelsenbeck 2003), com 5.000.000
geragcdes e uma fracdo de burn-in de 25% e modelos de substituicdo de
nucleotideos determinados com o software MrModeltest 2.3 (Nylander 2004), com

base no critério de informagéo AIC.

5. RESULTADOS

Neste estudo foram caracterizados 35 isolados do género Fusarium, obtidos
em trés coletas de cupins realizadas em trabalho prévio (Melo,2019) (Tabela 1). Com
relacdo as arvores utilizadas para as coletas, aroeiras e mangueiras apresentaram o
maior numero de isolados (14 e 13, respectivamente), enquanto nove foram obtidas
a partir de jambeiros. A diferenga ndo mostrou-se significativa (p= 0,8144). Os
representantes de Fusarium da micobiota nativa do cupim estudado ndao mostraram,
no presente estudo, distingdo quando considerada a casta do cupim (p= 0,8144),
sendo 18 cepas obtidas em soldados e 17 em operarios. Considerando o método de
obtencdo dos fungos, o isolamento em meio de cultura mostrou-se mais promissor
na recuperagdo dos fungos deste grupo nestes microbiomas, com 22 isolamentos
bem-sucedidos a partir de meio de cultura e 13 a partir de placas de incubacao
(cAamaras umidas), apresentando assim diferenca significativa (p = 0,0316).

A Tabela 2 apresenta o numero de espécimes isolados nas seis assembleias
estudadas (casta do cupim + espécie de arvore): (1) operarios em aroeira, (2)
soldados em aroeira, (3) operarios em jambeiro, (4) soldados em jambeiro, (5)
operarios em mangueira e (6) soldados em mangueira, doravante denominadas AO,
AS, JO, JS, MO e MS, respectivamente. Isolados obtidos a partir de crescimento em
incubacdo em camara umida ou em isolamento utilizando meios de cultura nas
assembléias estudadas tém em sua designacao as letras ‘c’ e ‘m’, respectivamente.
Em aroeiras, a maioria dos isolados foi obtida a partir de soldados (11), e somente 3
isolados em operarios. Nas demais arvores, contudo, nao houve diferencga
observavel.

Considerando entidades taxonbmicas, dos 35 espécimes de Fusarium

estudados, foram identificadas seis espécies: Fusarium annulatum, F. sacchari, F.
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verticilioides, Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2 e Fusarium sp. 3 (Tabela 2) a partir das
analises filogenéticas. Para onze isolados nao foi possivel obter sequéncias e nao

puderam ser identificados.

Tabela 2. Espécimes de Fusarium isoladas a partir da micobiota nativa de
Nasititermes corniger no Recife. Arvores: Aroeira (A), Jambeiro (J) e Mangueira (M).
Castas: Operarios (O) e Soldados (S). Métodos: Camara Umida (c) e Isolamento em

Meio de cultura (m).

Arvore Casta Método

A J M O S c m Designag¢do Identificagcdo
Isolado 1 1 0 O 0 1 0 1 MOc1l.07 F. sacchari
Isolado 2 0O 0 1 1 0 1 0 Moc3.72 F. annulatum
Isolado 3 0 1 o0 0 1 0 1 JSm2.2 F. annulatum
Isolado 4 0O 0 1 1 0 1 0 MOc3.4 Fusarium sp. 2
Isolado 5 0 0 1 1 0 1 0 MOc1.22 Fusarium sp. 2
Isolado 6 1 0 O 0 1 1 0 ASc2.32 F. verticilioides
Isolado 7 0 0 1 1 0 1 0 MOcl5 Fusarium sp. 3
Isolado 8 0O 0 1 1 0 0 1 MOm1.0 Fusarium sp. 2
Isolado 9 1 0 O 0 1 1 0 ASc2.31.1 F sacchari
Isolado10 1 0 O 0 1 1 0 ASc231 F. sacchari
Isolado1l 0 0 1 1 0 1 0 MOc3.44 F. annulatum
Isolado12 0 0 1 1 0 0 1 MOm3.11 F annulatum
Isolado13 1 0 O 0 1 0 1 ASm1.17 F. annulatum
Isolado14 1 0 O 1 0 0 1 AOm1.28 F. annulatum
Isolado15 1 0 O 0 1 0 1 ASm1.11 F. sacchari
Isolado16 1 0 O 0 1 0 1 ASm2.6 F. sacchari
Isolado17 0 1 1 1 0 0 1 JOm221 F. sacchari
Isolado18 0 0 1 1 0 1 0 MOc2.34 Fusarium sp. 2
Isolado19 0 1 O 0 1 0 1 JSm1.19 F. sacchari
Isolado20 0 1 O 1 0 1 0 JOc29 F. verticilioides
Isolado21 1 0 O 1 0 0 1 AOm1.39 F. sacchari
Isolado22 1 0 O 0 1 0 1 ASm1.0 F. sacchari
Isolado23 1 0 0 O 1 0 1 ASm1.07 Fusarium sp. 1
Isolado24 0 1 O 0 1 0 1 JSm2.0 F. sacchari
Isolado25 1 0 0 O 1 0 1 ASm1.37 Fusarium sp.
Isolado26 0 0 1 0 1 0 1 MSm1.6 Fusarium sp.
Isolado27 0 0 1 1 0 1 0 MOc2.14 Fusarium sp.
Isolado28 0 1 O 1 0 1 0 JOc29 Fusarium sp.
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Isolado29 1 0 O 1 0 0 1 AOm1.07 F. sacchari
Isolado30 0 O 1 O 1 0 1 MSm2.13 F. sacchari
Isolado31 0 1 O 1 0 0 1 JOm1l9 Fusarium sp.
Isolado32 1 0 0 O 1 0 1 ASm1.1 Fusarium sp.
Isolado33 0 0 1 0 1 0 1 MSm1.5 Fusarium sp.
Isolado34 0 1 O 1 0 1 0 JOc25 F. sacchari
Isolado35 0 1 O 0 1 0 1 JSm21 F. sacchari
TOTAL' 14 9 13 17 18 13 22

Fonte: A autora (2025)
Figura 3. Numero de isolados de Fusarium spp. das a partir da micobiota nativa de

Nasutitermes corniger no Recife, apresentados por arvore, casta e método de obtengéo.
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Tabela 3 — Numero de fungos isolados em operarios (O) e soldados (S) de

Nasutitermes corniger em aroeiras (A), jambeiros (J) e mangueiras (M) na
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Universidade Federal de Pernambuco (campus Recife), utilizando isolamento em

meio de cultura (m) ou incubagdo em camaras umidas (c).

Assembleias Total de isolados

ASm 8
ASc

AS total
AOm

-
a W

AQOc

AO total
JSm

JSc

JS total
JOm
JOc

JO total
MSm
MSc

A O A OO WO N O O O W O W

MS total
MOm
MOc

~N =

MO total 8

Fonte: A autora, (2025)

Tabela 4 - Identificacdo de fungos isolados de soldados (S) e operarios (O) de Nasutitermes
corniger em aroeiras (A), jambeiros (J) e mangueiras (M) da Universidade Federal de
Pernambuco (campus Recife), utilizando-se técnicas de isolamento em meios de cultura (m)

e incubagdo em camara umida (c).
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Arvore Casta Isomento

Identificagao n A J M S o) c m
Fusarium annulatum 6 2 1 3 2 4 2 4
Fusarium sp. 3 1 0 0 1 0 1 1 0
Fusarium sacchatri 15 9 5 1 11 4 3 12
Fusarium verticilioides 2 1 1 0 1 1 2 0
Fusarium sp. 11 2 2 7 4 7 5 6
Total 35 14 9 12 18 17 13 22

Fonte: A autora (2025)

Figura 4. Fusarium associado a Nasutitermes corniger em areas urbanas de Pernambuco.
A. Fusarium annulatum, verso e reverso de trés isolados (25 °C no escuro, em meio BDA
por 7 dias). B. Fusarium sacchari, verso e reverso de trés isolados (25 °C no escuro, em
meio BDA por 7 dias). C. Fusarium verticillioides, verso e reverso de trés isolados (25 °C no
escuro, em meio BDA por 7 dias). Fusarium annulatum: conidioforos, fidlides e
microconidios (D-G). Fusarium oxysporum: fidlide e conidios (H). Fusarium sacchari:
conidiéforos, fidlides e microconidios e macroconidios (I-L). Fusarium verticillioides:
conidiéforos, fidlides e microconidios (M—P). Micrografias em meio SNA, 25 °C em

fotoperiodo, por 7 dias
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5.2. Analise filogenética

Dos 35 isolados do género Fusarium estudados, foram obtidas sequéncias
parciais da regido TEF1 para 24 isolados. De acordo com a analise filogenética, 23
isolados pertencem ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC) e um ao

complexo de espécies Fusarium oxysporum (FOSC). No FFSC (Figura 5), 14
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isolados foram identificados como Fusarium sacchari (PP = 0.93), seis isolados
como Fusarium annulatum (PP = 0.96), e dois isolados como Fusarium verticillioides
(PP = 0.99). Um isolado ndao agrupou com nenhuma espécie conhecida, indicando
uma possivel espécie nova irma de F sacchari (P= 1). Outros quatro isolados
também formaram um clado genealogicamente exclusivo, irmao de Fusarium
giganteum (PP = 1). Para confirmar se trata-se de duas espécies novas, estudos
futuros sao requeridos, incluindo o sequenciamento das demais regides génicas a
serem incorporadas na analise filogenética. O isolado do FOSC (Figura 6) ndo se
agrupou com nenhuma espécie previamente descrita, permitindo a possibilidade de

uma nova espécie.

Figura 5. Arvore de Inferéncia Bayesiana (Bl) do complexo FFSC baseada nas
sequéncias de TEF1.
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Fonte : A autora, (2025)

Figura 6. Arvore de Inferéncia Bayesiana (Bl) do complexo FOSC baseada nas
sequéncias de TEF1.
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6. DISCUSSAO

O género Fusarium foi inicialmente descrito por Link em 1809, tendo como
principal caracteristica a presencga de conidios com formato semelhante a banana ou
canoa como caracteristica marcante. No entanto, revisdes taxonémicas baseadas
em analises moleculares revelaram que essa caracteristica ndo se restringe apenas
ao Fusarium, mas também é encontrada em varios outros géneros (Grafenhan et al.
2011, Schroers et al. 2011, Lombard et al. 2015, Sandoval-Denis et al. 2019). Esse
estudo representa o primeiro levantamento dessas espécies de Fusarium
associadas ao cupim arboricola Nasutitermes corniger.

A caracterizagdo taxonOmica e filogenética das espécies de Fusarium
associadas ao Nasutitermes corniger revelou a presenca de seis diferentes
especies: Fusarium annulatum, Fusarium sacchari, Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2,
Fusarium sp. 3 e Fusarium verticillioides. A diversidade de espécies encontrada
reforca a plasticidade ecologica do género Fusarium, que esta amplamente
distribuido em diferentes ambientes e pode atuar em diversos nichos ecoldgicos,
incluindo associagbes simbiontes e patogénicas com insetos (Summerell et al.,
2010; Leslie & Summerell, 2006).

Os resultados obtidos corroboram estudos anteriores que apontam algumas
espécies de Fusarium como entomopatogénicas, sendo capazes de infectar e
potencialmente controlar populagdes de insetos (Santos et al., 2020; Teetor-Barsch
et al., 1983). Em particular, F. oxysporum tem sido extensivamente estudado quanto
ao seu potencial entomopatogénico e apresenta uma ampla gama de hospedeiros
(Kuruvilla et al., 1979).

A presenca de F. verticilioides e F. sacchari é particularmente relevante, pois
estas espécies sao frequentemente associadas a producdo de metabdlitos
secundarios, como a acido fusarico, que pode atuar na interacdo com insetos
hospedeiros (Bacon et al., 2006). No entanto, o papel especifico dessas toxinas na
interacdo entre Fusarium e Nasutitermes corniger ainda precisa ser mais
investigado.

A filogenia das amostras isoladas indicou que alguns dos isolados de
Fusarium podem representar novas linhagens dentro do género, o que demonstra a

necessidade de estudos adicionais com técnicas mais detalhadas, como
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sequenciamento das demais regides do genoma (Diniz et al., 2020b). Esse dado é
particularmente importante para a biogeografia do género Fusarium, visto que sua
diversidade ainda é subestimada em ecossistemas tropicais e urbanos (Summerell &
Leslie, 2011).

Os resultados deste estudo também tém implicagdes para o controle biolégico
de cupins e outros insetos pragas. Alguns isolados de Fusarium demonstraram
patogenicidade contra Ceratitis capitata (mosca do mediterraneo) (Hallouti et al.,
2021) e Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho) (Diniz et al., 2020b), sugerindo
que as linhagens identificadas neste estudo podem ter potencial para futuras

aplicagdes biotecnoldgicas.



43

7. CONCLUSOES

Este estudo investigou a diversidade de espécies de Fusarium associados a
Nasutitermes corniger, fornecendo uma caracterizacdo taxondmica e filogenética
detalhada desses microrganismos. Foram obtidos 35 isolados de Fusarium a partir
de diferentes castas de cupins e arvores hospedeiras, evidenciando a riqueza de
micobiota associada a esses insetos. A analise filogenética evidenciou a presenga
de diversas linhagens pertencentes ao género Fusarium, incluindo possiveis novas
especies ainda ndo descritas.

A presenca de diferentes espécies de Fusarium associadas a Nasutitermes
corniger evidencia a complexidade das interagbes entre fungos e insetos em
ambientes urbanos. A continuidade das investigagbes pode contribuir para o avango
no entendimento da diversidade fungica e suas possiveis aplicagdes no controle
biolégico, além de fornecer dados relevantes para a taxonomia e ecologia de fungos

associados a cupins.
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