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RESUMO

SANTOS, D. S. Eficiéncia de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e do extrato
hexanico de Annona muricata L. (Annonaceae) no controle de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) in vivo Rio Largo:
Universidade Federal de Alagoas, Rio Largo, Estado de Alagoas UFAL — CECA, 2010.
(Trabalho de Conclusao de Curso).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo in vivo do entomopatégeno Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. e do extrato hexanico de Annona muricata L. no controle
do carrapato-dos-bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)
(Acari: Ixodidae). Foram utilizados doze animais, da ragca Holandesa, pertencentes a
Fazenda Sao Luiz, Vigosa — AL, os quais estavam isentos de tratamento quimico para
carrapatos. Os animais foram divididos em trés grupos compostos cada um deles por
quatro bovinos. Realizou-se a aplicacio mediante banhos por aspersio, com
pulverizador costal manual (20 L), sendo o grupo controle representado por dgua 4 L
destilada e 1,2 L de DMSO e os grupos tratados com 4 kg do fungo Fitossan 4 M.
anisopliae (108 conidios.mL’l), diluidos em 4 L de 4gua destilada e 4,2 L de uma
solucdo a 1% (p/v) do extrato de semente de A. muricata diluido em dgua e DMSO a
1% (p/v), sendo esta quantidade preparada individualmente para cada animal. Apds 24
horas foram realizadas as coletas das fémeas ingurgitadas nos bovinos, de forma
aleatdria, sendo retiradas 30 fémeas por animal, maiores que 4 mm em comprimento,
totalizando 120 fémeas por grupo. As fémeas foram levadas ao Laboratério de
Entomologia CECA/UFAL em Rio Largo, AL e pesadas em balanga analitica. As
coletas de dados foram feitas a partir do terceiro dia da montagem do bioensaio, sendo
registrada, a cada trés dias até as primeiras eclosdes larvais, a mortalidade das fémeas,
indice de conversdo em ovos, peso da massa de ovos, percentual de eclosio e percentual
de controle. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os valores
obtidos foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Ambos os tramentos testados possibitaram controle
satisfatorio do carrapato bovino, em relacio as varidveis estudadas, destacando-se que o
M. anisopliae causou também reducdo no peso dos ovos postos pelas fémeas

ingurgitadas.

Palavras-chave: Palavras-chave: Carrapato bovino, Annona muricata, M. anisopliae.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo os mais importantes ectoparasitas em dreas de exploracao
pecudria, tanto em regides tropicais quanto subtropicais, e sao responsaveis por severas
perdas econdmicas, principalmente no que concerne a transmissao de patégenos e
toxinas, como vetores potenciais. No Brasil, o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) representa um grande problema na
producdo de bovinos em diferentes regides e, segundo Grisi et al. (2002), os prejuizos
causados de forma direta e indireta relacionados a este ectoparasita, foram estimados em
2 bilhdes de ddlares/ano.

R.(B). microplus tem a capacidade de transmitir para os bovinos, os
protozodrios, Babesia bovis e B. bigemina, assim como as ricketsias Anaplasma
marginale e A.centrale. Os protozodrios produzem a doenga denominada de babesiose e
as rickttesias a anaplasmose. Ao conjunto de ambas, comumente se denomina Tristeza
Parasitaria , mas elas nem sempre ocorrem juntas (GONZALES 1975; STORER, 1986).

O controle deste ectoparasita é, indiscutivelmente, necessdrio, e o tratamento
sanitdrio de rebanhos € realizado durante a fase parasitdria com carrapaticidas sintéticos.
No entanto, a pratica do uso destes acaricidas como forma profildtica e terapéutica tem
acarretado problemas a respeito do desenvolvimento de populagdes resistentes de
carrapatos frente as diversas geracdes de acaricidas (SOARES et al., 2001), bem com o
aparecimento de residuos quimicos nos produtos de origem animal, principalmente leite
e carne, € a poluicdo ambiental proveniente do uso indiscriminado de acaricidas no
controle (BULLMAN et al., 1996).

A necessidade de métodos mais seguros, menos agressivo ao homem e meio
ambiente tem estimulado a busca de novos inseticidas a partir de extratos vegetais. As
plantas tém sido uma importante fonte de substancias com diferentes estruturas
quimicas e com diversas atividades contra artrépodes (VIVAN, 2005).

Pesquisas com fungos entomopatogénicos como controladores bioldgicos t€m
sido realizadas visando auxiliar o estabelecimento de estratégias racionais e eficazes de
controle de artropodes (ALVES, 1998, CHANDLER et al., 2000). Os entomopatégenos,
que sdo considerados como importantes fatores na redugcdo da populagdo de pragas,
ocorrem naturalmente no ambiente, e podem ser introduzidos ou aplicados (BAHIENSE

et al., 2007).
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Entre os fungos entomopatogénicos, os mais empregados no controle de pragas
sa0 o Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok e o Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.;
este fato talvez se deva a sua ampla distribuicdo geogréfica, a variedade de hospedeiros
e as ocorréncias em condicdes naturais, enzodticas ou epizodticas (ALVES, 1998).

Uma das alternativas promissoras e de grande interesse para a pecudria € o
controle bioldgico feito com agentes microbianos (PAIAO et al., 2001). A atividade
patogénica de fungos para R. (B). microplus ja foi amplamente investigada em estudos
in vitro, onde a acdo dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana para as
diversas fases do ciclo de vida do carrapato ficou plenamente caracterizada (CASTRO
et al., 1997; MONTEIRO et al., 1998; PAIAO et al., 2001; MELLO et al., 2006).

A utilizacdo de extratos vegetais no controle do carrapato também tem sido foco
de pesquisas em varios paises. No Brasil, trabalhos utilizando 6leos emulsiondveis de
eucalipto (Eucalyptus spp.) (Myrtaceae), rotendides extraidos do timbo (Derris urucu)
(Fabaceae) (VERISSIMO, 2004), azadiractina, presente em plantas da familia
Meliaceae (BORGES et al., 2003; BROGLIO-MICHELETTTI et al., 2010) piperinas em
Piperaceae (SILVA et al.,, 2009) e acetogeninas em Annonaceac (BROGLIO-
MICHELETTI et al., 2009a,b), mostraram-se promissores no controle desse parasito.

Os acaricidas originados de plantas tendem a ter baixa toxicidade,
desenvolvimento lento de problemas de resisténcia e instabilidade no meio ambiente ja
que sao substancias mais biodegraddveis que suas contrapartes sintéticas, cujos
principios ativos se metabolizam rapidamente ante a radiacdo solar e a umidade
microclimdtica (MORALES e GARCIA, 2000; IANNACONE e LAMAS, 2002).

O presente trabalho teve como objetivo estudar in vivo a mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus bem como o peso dos ovos, eclodibilidade larval e

eficiéncia do controle frente ao uso de extrato vegetal e de fungo entomopatogénico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os carrapatos da espécie R.(B.) microplus pertencem a ordem Acarina, familia
Ixodidae, sub-familia Rhipicephalina apresentam como caracteristicas morfoldgicas:
gnatossoma com base hexagonal, rostro e palpos curtos, achatados e rugosos, escudo
sem ornamentacao, presenca de olhos, peritremas arredondados ou ovais e 0os machos
apresentam duas caracteristicas marcantes que sdo: duplo par de placas adanais e
extremidade posterior com apéndice caudal. Sdo parasitos obrigatorios, tendo como
hospedeiros preferenciais os bovinos, mas na auséncia destes, podem parasitar outros
animais tais como eqiiinos e caes. Os carrapatos desse género fazem todas as ecdises
sobre o hospedeiro, sendo classificados como ixodideos monéxenos (FORTES, 2004).

A familia Ixodidae se caracteriza por possuir o corpo dividido em capitulo ou
gnatossoma e idiosoma ou corpo propriamente dito, do qual sobressaem os 3 ou 4 pares
de patas, e estd coberto, total ou parcialmente, por uma placa quitinosa denominada
escudo. O capitulo ou gnatossoma é constituido pelo rostro, que € a reuniao dos 6rgaos
da por¢do anterior e por uma base de forma cilindrica até pentagonal, variando com os
géneros e as espécies (CORDOVES, 1997).

O carrapato bovino R.(B.) microplus recentemente foi reclassificado através do
uso da biologia molecular dentro do género Rhipicephalus e subgénero Boophilus
passou a ser chamado de R. (B.) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae), porém
pode-se ainda utilizar o nome B. microplus (MURRELL e BARKEL, 2003).

O R. (B.) microplus (Acari: Ixodidae) é um das 860 espécies de carrapatos
conhecidas mundialmente (WALKER et al., 2000), que obrigatoriamente parasitam e
espoliam seus hospedeiros, podendo parasitar animais domésticos, selvagens e até
mesmo seres humanos.

Este carrapato é origindrio da Asia, notadamente da India e da Ilha de Java,
entretanto, em funcdo das expedi¢des exploradoras registradas na Histéria, com a
movimentacdo de animais e mercadorias, ocorreu sua introducio nas regides tropicais e
subtropicais: Austrdlia, México, América Central, América do Sul e Africa, tendo se
estabelecido dentro dos climas demarcados pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul, com

alguns focos no 35° Sul (NUNES et al., 1982).

13



CICLO EVOLUTIVO DO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato R. (B.) microplus Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) € um aracnideo
pertencente a ordem Acarina da classe Arachnida. Esta classe juntamente com a dos
Merostomata, compde o sub-filo Chelicerata do filo Arthropoda. E a tinica espécie desse
género identificada no Brasil e o mais importante ectoparasita de rebanhos bovinos
(GASPARIN, 2007).

Este ectoparasito apresenta duas fases distintas no seu ciclo de vida. A primeira
chamada de fase parasitdria que ocorre em um unico hospedeiro, e a outra, quando esta

na pastagem, chamada de fase ndo-parasitdria ou vida livre (Figura 1).

FIGURA 1 - Esquema da fase parasitdria e nao-parasitaria do carrapato bovino
Fonte: http://www.unitins.br [acesso em 16/12/201]

A fase ndo-parasitaria compreende os estagios de fémea adulta (teledgina), ovo e
larva infestante. A fémea adulta ingurgitada ao desprende-se do bovino procura um
lugar protegido do sol, apds dois ou trés dias (periodo de pré-postura), comega a
postura, que pode chegar a 1000 ovos. No periodo de quatro semanas aproximadamente,
dependendo da temperatura e da umidade, eclodem uma larva de cada ovo. Estas,
permanecem dois ou trés dias onde eclodiram, e depois sobem na vegetacdo,
permanecendo juntas, a espera da passagem dos bovinos, para neles subir e iniciar a fase
parasitaria (ROCHA, 1998).
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A fase parasitdria inicia-se quando a larva infestante fixa-se no hospedeiro,
geralmente nas regides do perineo, base da cauda, entrepernas, virilha, dbere, escroto e
interior da orelha passando a ser larva parasitiria. Aos poucos, vao crescendo
(aumentam em peso cerca de 200 vezes), até chegarem a ninfa e a machos e fémeas
adultos, quando se acasalam (GONZALES, 1975; CORDOVES, 1997; FURLONG,
1998). O ciclo evolutivo inicia com a cOpula. A procura do parceiro se realiza pelo odor
dos feromonios secretados pela fémea. Esta fase dura, em média, 18 a 22 dias e ndo
sofre influéncia da umidade e da temperatura (FARIAS 1995; CORDOVES, 1997).

O macho é pequeno, e se coloca sob a fémea partendgina que estd fixada no
couro do bovino. Este utiliza o hipdstomo (rostro) e introduz um espermatéforo no
orificio genital. A fémea adulta, uma vez fecundada, se desprende do bovino e cai no
pasto, onde inicia a postura. Em condi¢des adversas, como baixa temperatura, a
teledgina, embora ndo faga a postura, ndo morre, aguardando condicdes favordveis para
reiniciar o processo. Dessa forma, o periodo de postura pode se prolongar de vérios
dias, até meses, dependendo das condicdes climaticas (GONZALES, 1975).

As larvas distinguem-se dos demais estddios do ciclo por possuirem apenas trés
pares de patas, o que caracteriza a mudanca de fase. Na fase de ninfa, permanecem entre
o sexto e o décimo dia. Estas, por sua vez, evoluem, formando as metaninfas (fase na
qual também ndo se alimenta), permanecendo nesta fase entre o 10° e 13° dia. Por volta
do 15° dia, apds a fixa¢do no bovino, sofrem mais uma metamorfose, originando um

individuo sexuado, ou seja, a nedgina (fémea) ou o neandro (macho) (FARIAS 1995).

DANOS CAUSADOS PELO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os prejuizos causados pelos carrapatos ao hospedeiro podem ser expressos por
duas diferentes vias: direta ou indireta. A acdo irritante da picada, espoliativa da
alimentacdo e toxica, € atribuida diretamente ao parasito. Ja os prejuizos indiretos sdao
aqueles causados pela transmissao de enfermidades, custos com o controle, envolvendo
acaricidas, instalagdes e mao-de-obra, além daqueles detectados durante o processo de
industrializacdo das peles, cuja qualidade é prejudicada pela a agcdo do carrapato
(CORDOVES, 1997). Quanto aos prejuizos causados no couro do animal, cerca de 70%
no Brasil apresentam-se defeituosos em decorréncia da acgdo, principalmente de

carrapatos e bernes (KESSLER, 1998).
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Cordovés (1997) relatou que os carrapatos sdo os ectoparasitas mais importantes
para a pecudria bovina atual. Os prejuizos vém desde a perda de peso, baixa conversao
alimentar, perdas na qualidade dos couros, toxicoses, lesdes da pele as quais favorecem
a presenca de mifases, anemia, transmissdo de agentes patogénicos, que provocam
graves enfermidades. Dificilmente pode-se constatar um ectoparasita mais prejudicial a
economia pecudria do que o carrapato bovino, em especial, a espécie monoxena (tem
somente um hospedeiro), R. (B.) microplus.

Quanto aos prejuizos ocasionados aos animais, cita que uma fémea de carrapato
suga em média 2 a 3 mL de sangue do animal e que se encontram a nivel de campo
infestagdes em torno de 300 a 400 carrapatos, nas diversas fases do ciclo, com muita
facilidade. Isto significa uma espoliacdo sanguinea em torno de 1 litro por ciclo. Um
bovino que mantivesse 2 carrapatos durante o ano, teria seu ganho de peso, diminuido

em 1 kg/ano (GONZALES 1975).

2.2. CONTROLE DO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

CONTROLE QUIMICO

O controle com o uso de acaricidas quimicos durante a fase parasitdria do
carrapato tem sido a medida profildtica e terapéutica mais comumente utilizada contra
esses ectoparasitos. Esta tentativa de controle apenas na fase parasitaria € a principal
causa dos insucessos no controle do carrapato bovino uma vez que, a maior parte da
populacdo dos carrapatos (95%) estd na pastagem, apenas 5% dos mesmos estio nos
animais (FURLONG e MARTINS, 2000).

Estratégias de controle podem ser o uso de banhos a base de carrapaticidas
convencionais a cada 21 dias ou a aplicagdo de produtos quimicos “pour on” a cada 35
dias. Além disso, a rotacdo das pastagens por um periodo minimo de 30 dias é descrita
por FURLONG e MASSARD (1994) como sendo um método eficiente de controle.

Quanto a utilizacdo de produtos quimicos comerciais, encontram-se apenas
variacdes em relacdo a eficdcia quando se compara a regido na qual o produto foi
experimentado. Os produtos quimicos utilizados sd@o a base de amidinas, piretréides,

organofosforados e lactonas macrociclicas, sendo esta tltima muito difundida, nos seus

diferentes tipos de moléculas, pelo grande periodo em que permanece ativa no
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organismo (LIMA, 1995; QUEIROLO e PONTES, 1995; ALVES-BRANCO et al.,
1999).

A eficdcia dos carrapaticidas € limitada, j4 que os carrapatos sdo parasitas
capazes de desenvolver resisténcia a produtos quimicos e passd-la para geracodes
seguintes (CALDAS, 2004). Ha muito tempo tem-se verificado problema de resisténcia
dos parasitas aos medicamentos quimicos. A cada ano que passa, novos medicamentos
sdao lancados no mercado com o intuito de eliminar o mais rdpido possivel, os

ectoparasitos, nao buscando, entretanto, o equilibrio do ambiente (ARENALES, 1998).

PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL

O Brasil foi um grande produtor e exportador de inseticidas botanicos, como
piretro, rotenona e nicotina. Entre as décadas de 30 e 40 estes inseticidas foram muito
populares e importantes no controle de pragas, contudo comecaram a ser substituidos
apos a descoberta de produtos organossintéticos, como o DDT e o BHC. As variacdes
na eficiéncia do controle, devido as diferencas na concentracdo do ingrediente ativo
entre plantas e, principalmente, o baixo efeito residual, que apontava a necessidade de
vdarias aplicagdes em periodos curtos, fez com que os inseticidas vegetais fossem
gradativamente substituidos pelos sintéticos (COSTA et al., 2004).

As substancias quimicas extraidas das plantas, normalmente, sdo classificadas
em metabdlitos primdrios e metabdlitos secunddrios. Os metabdlitos primérios sao
substancias amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo em praticamente todos os
organismos. Esses compostos se concentram frequentemente nas sementes e 6rgados de
armazenamento e sao necessarios para o desenvolvimento fisioldgico, ja que tém papel
importante no metabolismo celular basico. Sdo usados principalmente como matéria-
prima industrial, alimento ou aditivo alimentar e incluem produtos como, O6leos
vegetais, dcidos graxos e carboidratos (BALANDRIN, 1985).

Os metabodlitos secundarios sdo compostos derivados bio-sinteticamente dos
metabodlitos primdrios, mas tém distribuicdo limitada a determinados grupos
taxondmicos do reino vegetal. Aparentemente, ndo tém funcdo no metabolismo
primdrio da planta, mas, freqiientemente, ttm um papel ecoldgico: atrativo para
polinizadores, adaptacdo quimica a pressdo ambiental ou servindo como defensores
contra microrganismos, insetos e predadores superiores e, até mesmo, contra outras

plantas. Os metabdlitos secunddrios sdo geralmente armazenados pelas plantas em
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quantidades menores que os metabolitos primdrios e tendem a ser sintetizados em
células especializadas e em estdgios de desenvolvimento distintos, 0 que muitas vezes
dificulta sua extragdo e purificacao.

Dessa forma, muitos metabdlitos secundarios sdo considerados como materiais
especiais ou substancias quimicas refinadas e sdo mais valorizados no mercado. Sao
utilizados comercialmente como produtos farmacéuticos (terapéuticos, aromatizantes,
flavorizantes) e pesticidas. Alguns exemplos de metabdlitos secunddrios sdo a nicotina,
as piretrinas, a rotenona, cocaina, morfina, 6leo de rosas, 6leo de eucalipto, etc. Eles
geralmente t€m estruturas altamente complexas, que determinam sua atividade
bioldgica, sendo sua sintese invidvel economicamente. Um bom exemplo é a
azadiractina extraida da Azadirachta indica cuja estrutura € bastante complexa
(BALANDRIN, 1985).

Uma das principais caracteristicas da aplicag¢do de inseticidas botanicos refere-se
a sua rapida degradacdo pela luz solar, ar, umidade, chuva e enzimas desintoxicantes o
que resulta em uma menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia e reduzido
risco para organismos benéficos e ndo-alvo. Muitos inseticidas botanicos tém baixa a
moderada toxicidade aos mamiferos, podem ser fabricados na propriedade rural a baixo
custo quando se dispde de material vegetal e que as substancias sejam soldveis em dgua.
Contudo, o preco dos produtos botanicos disponiveis no mercado pode ser mais elevado
do que os dos inseticidas sintéticos, em geral por serem poucos disponiveis no mercado
por causa da caréncia de fornecedores comerciais ou por problemas associados ao
fornecimento estavel de matéria-prima (AGUIAR-MENEZES, 2005).

As limitagdes apresentadas no uso de inseticidas vegetais estdo na necessidade
de sinergistas para aumentar, assim, a acdo inseticida do produto. Os inseticidas
botanicos apresentam baixa persisténcia exigindo, assim, aplicagdes mais frequentes
acarretando em custos mais elevados. A caréncia de pesquisas bem como a dificuldade
de registro representam grande entrave para os inseticidas de origem vegetal (AGUIAR-
MENEZES, 2005).

Os derivados botanicos podem causar diversos efeitos sobre os organismos, tais
como repeléncia, inibi¢do de oviposi¢do e da alimentacdo, alteragdes no sistema
hormonal, causando distirbios no desenvolvimento, deformagdes, infertilidade e
mortalidade nas diversas fases. A extensdo dos efeitos e o tempo de agdo sdo
dependentes da dosagem utilizada, de maneira que a morte ocorre nas dosagens maiores

e os efeitos menos intensos e mais duradouros nas dosagens menores. A utilizacdo de
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doses sub-letais causa redugdo das populagdes em longo prazo e necessita de menores
quantidades de produtos. As doses letais muitas vezes tornam sua utilizacdo invidvel

pela grande quantidade necessaria (ROEL, 2001).

GRAVIOLA (Annona muricata L.)

A graviola Annona muricata L.(Annonaceae) (Figura 2) € origindria da América
Tropical, mais especificamente da América Central e Vales Peruanos, e dai distribuida
para todas as regiodes tropicais do mundo (MANICA, 1997). Segundo o mesmo autor, a
gravioleira é uma 4rvore de pequeno porte, com altura de 3,5 a 8 m, copa pequena, de
ramificacdo assimétrica e de folhagem compacta. As folhas sdo inteiras, ovadas,
oblongas ou elipticas, coridceas, duras, de peciolos curtos, de cor verde-escura-brilhante
na pagina superior e verde-amarelada na pagina inferior, medindo de 5 a 18 cm de
comprimento por 2 a 7 cm de largura, quando adultas.

Nos ultimos anos, as anondceas tem sido muito pesquisadas devido ao
isolamento e caracterizacdo de diversas classes de substancias com atividades quimicas
e farmacoldgicas (LEBOEUF et al.,, 1982), principalmente no que diz respeito as
acetogeninas. Elas sdo derivadas de 4cidos graxos e apresentam um ndmero varidvel de
anéis tetraidrofuranicos (THF) ou tetraidropirdnicos (THP) ao longo da cadeia

hidrocarbonica (ALALI et al., 1999).

FIGURA 2 - Fruto da gravioleira (Annona muricata L. Annonaceae)
FONTE: http://www.lojavidanatural.com.br [acesso em 16/12/2010]
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Essas substancias naturais bioativas apresentam importantes atividades
bioldgicas tais como: citotoxica, antitumoral, pesticida, vermicida, antimicrobiana,
imunossupressora, antiemética, inibidora do apetite e antimaldrica (CAVE et al.,
1993;1997).

Todas as partes da gravioleira sao usadas em medicamento natural nos trépicos,
inclusive a casca, folhas, raizes, fruto e sementes. Sao atribuidos propriedades diferentes
e usos as partes diferentes da drvore. Geralmente a fruta e o seu suco sao utilizados para
problemas de verminoses e parasitas, baixar febre, aumentar a producdo de leite
materno ap6s o parto (periodo de lactacdo), e como um adstringente para disenteria. As
sementes esmagadas sdao usadas como um vermifugo e contra parasitas internos e
externos. Alguns estudos in vitro t€m demonstrado que folha, caule, raiz, talo e extratos
de semente da graviola tém fun¢do antibacteriana sob numerosos patégenos e que o
caule tem propriedades antifingicas. Foi comprovada também atividade antiparasitdria.

Muitos componentes bioativos e fitoquimicos da graviola tém sido estudados por

cientistas desde 1940 (ALMEIDA, 1993).

ENTOMOPATOGENO Metarhizium anisopliae

O fungo M. anisopliae pertencente a classe Deuteromycetes, ordem Moniliales,
familia Moniliaceae, foi descrito por Metschinikoff em 1879 pela primeira vez como
Entomophtora anisopliae. E um fungo amplamente distribuido na natureza e pode ser
encontrado facilmente nos solos, onde sobrevive por longos periodos (Alves, 1998),
realizou o primeiro trabalho de controle microbiano utilizando este fungo para o
controle de larvas do besouro Anisopliae austriaca,(coledptera:Scarabaeidae).
Posteriormente em 1883 Sorok classifica este fungo como Metarhizium anisopliae. A
partir de entdo, a utilizacdo deste patégeno vém sendo estudada sobre muitas espécies
de insetos, com grandes potencialidades para o controle biolégico, tendo como
hospedeiros mais de 300 espécies de insetos.

Dentre os fungos usados no controle bioldgico de pragas ou com potencialidade
para tanto, indubitavelmente o fungo M. anisopliae apresenta-se como um agente
microbiano de extrema importancia dentro do programa de controle biolégico. Sua acao
¢ amplamente conhecida, ocorrendo em diversas regides, desde ambientes de clima

temperado até clima tropical. (GARCIA, 2008)
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O M. anisopliae tem sido um dos modelos mais estudados em relacdo ao
isolamento e a selecdo de linhagens do ambiente, ao isolamento de mutantes com
caracteristicas importantes para o controle bioldgico, ao estudo dos mecanismos de
infeccdo, ao desenvolvimento de metodologias de biologia molecular e a estudos
alternativos para producdo, manutencdo da viabilidade e formulacdo de biopesticidas
(MELISSA et al., 2001).

O processo de infec¢do de M. anisopliae em seus hospedeiros (Figura 3) ocorre
em fases sucessivas de germinagao, diferenciacdo, penetracao, colonizagao, reproducao
e disseminacdo (SCHRANK et al., 1993; ALVES, 1998). O processo de infecgcao &
iniciado pela germinacdo dos esporos sobre a cuticula do hospedeiro. Na superficie do
esporo, ainda nao germinado, foi detectada a presenca de enzimas (proteases, esterases e
N-acetilglicosidases) que tém efeito na adesdo, na aquisicdo preliminar de nutrientes e
que também causam modifica¢des superficiais nas camadas mais externas da cuticula
do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990). O esporo germina e o tubo germinativo se
diferencia por dilatacdo da extremidade das hifas para a formacdo do apressério, uma
estrutura especializada de penetracao, estimulada pelo contato fisico com a cuticula do
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991). Esse estimulo também € sensivel a alteracdes da
superficie, indicando um possivel mecanismo pelo qual o patdégeno reconhece seu
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990).

Apés a formagdo do apressério, ocorre o desenvolvimento de estruturas
denominadas grampos de penetracdo o qual penetra na epicuticula e procuticula do

inseto, nem todos os fungos apresentam (ALVES et al.,1986).
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Figura 3 - Esquema do ciclo das relagdes patdgino-hospedeiro (M. anisopliae x cigarrinha)
Fonte: (ALVES et al.,1986).

Na penetracdo estdo envolvidos dois processos: fisico, devido a pressdo da hifa
que rompe as dreas membranosas ou esclerosadas e o quimico, resultante da elaboragcao
de enzimas (proteases, lipases, quitinases), que facilitam a penetracio mecanica. Na
drea da procuticula ao redor da penetracdo, aparecem sintomas de histélise
(decomposi¢do do tecido por acdo de enzimdticas). O aparelho bucal, anus, regides
intersegmentais e tarsos sdo, provavelmente, as dreas mais comuns de penetracdo. A
penetracdo via oral pode ocorrer para alguns fungos como M. anisopliae em
Schistocerca gregaria (Forskal, 1775) (Orthoptera: Acrididae: Cyrtacanthacridinae),
Nomurae. rileyi em Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) e
Beauveri. bassiana (Bals.) Vuill. em Solenopsis sp. (Hymenoptera: Formicidae) etc. A
partir da penetragdo inicia-se o processo de colonizacdo do hospedeiro pelo fungo. As
hifas que penetram sofrem um engrossamento e se ramifica; inicialmente no tegumento
do inseto e posteriormente, na cavidade geral do corpo. A partir deste momento, sdo
formadas pequenas colonias do fungo e outros corpos hifais. Apds a morte do inseto, o
fungo cresce dentro do caddver e todos os tecidos internos sdo penetrados por hifas
filamentosas. A morte do inseto ocorre depois de 4 a 5 dias da inoculacdo ; as hifas

comecam a emergir pelos espirdculos através das dreas mais fracas(ALVES et al.,1986).
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O fungo M. anisopliae tem mostrado ser um promissor agente no controle de
artrépodes, merecendo destaque o carrapato, que foi amplamente estudado em ensaios
de laboratério e comprovada sua eficiéncia no controle de varias espécies como
Rhipicephalus; sanguineus, Anocentor nitens, Amblyomma variegatum, Amblyomma.
cajennense (KAAYA et al., 1996; MONTEIRO et al., 1998; BITTENCOURT et al.,
1999; BITTENCOURT, 2000; PAIAO et al., 2001; GARCIA et al., 2004; LOPES et al.,
2007).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na Fazenda Sao Luiz pertencente ao municipio de
Vigosa — Alagoas (9°22°S, 36°14’W e altitude 210 metros) e no Laboratério de
Entomologia do Centro de Ciéncias (CECA-UFAL), Rodovia BR 104 N, km 85 no
municipio de Rio Largo/AL (9°27°S e 35°27°W, altitude 127 metros) no periodo de

janeiro a julho de 2009, ambos pertencentes a Universidade Federal de Alagoas.

3.1. OBTENCAO DO EXTRATO: COLETA DAS SEMENTES E PREPARO

As sementes de graviola foram coletadas em frutos procedentes de cultivos
organicos, sendo as estruturas vegetais de onde se obteve os frutos encaminhados a
confirmacao taxondmica no Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA). A
qual foi identificada, registrada e uma exsicata foi depositada na cole¢do do herbério do
referido instituto, com o nimero de registro (MAC34903). As sementes apds a secagem
em estufa com circulagdo e renovacao de ar (A), foram trituradas em moinhos de facas
rotativas(B) e, em seguida, submetidas a extracdo por percolacdo a frio, utilizando-se
como solvente o hexano(C). O solvente foi evaporado em aparelho de rotavapor sob

pressdo reduzida(D) (FIGURA 4).

FIGURA 4 - Etapa do preparo do extrato vegetal no CECA/UFAL (A e B)
e Laboratério de Quimica/UFAL (C e D). Secagem das estruturas vegetais
em estufa a 40-45°C (A); Trituracdo em moinho de facas (B); Filtragem (C);
Rota evaporador (D). Etapas realizadas no periodo de Janeiro de 2009.
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32. OBTENCAO E PRODUCAO DE ISOLADO DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO.

Foi utilizado o isolado Fitossan 4 de M. anisopliae obtido do carrapato-dos-
bovinos, R. (B.) microplus e pertencente a micoteca do Laboratério da Fitossan —
Assisténcia Fitossanitdria e Controle Bioldgico Ltda , onde era conservado em
temperatura de 6 £ 2 °C em tubos de vidro com meio de cultura composto por Batata-
Dextrose-Agar mais o antibidtico sulfato de estreptomicina (BDA + A) e 6leo Nujol®.
Por ocasido dos experimentos, o isolado foi repicado e multiplicado em BDA + A,
previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos. Este foi repicado para placas de Petri
contendo BDA + A e colocado em estufa incubadora BOD a 26 + 1 °C, fotofase de 12h,
permanecendo durante sete dias. Apds este periodo, este foi multiplicado em tubos de
ensaio contendo meio de cultura de arroz, previamente autoclavados a 120 °C por 30
minutos, os quais permaneceram em estufa incubadora BOD, nas condigdes
anteriormente referidas pelo periodo de 14 dias, obtendo-se apds esse periodo o material
necessario para os testes. As suspensodes foram preparadas a partir dos tubos contendo
meio de cultura com os entomopatdgenos, adicionando-se 100 mL de dgua destilada
esterilizada mais espalhante adesivo Tween 80 a 0,01% (ADE +E). As suspensoes
foram aferidas mediante quantificacdo em camara de Neubauer com o auxilio de um
microscépio 6ptico, sendo posteriormente ajustadas para 10 conidios. mL™. A
viabilidade do isolado foi avaliada utilizando-se duas placas de Petrii contendo
BDA+A. Nas placas foram colocados 0,1 mL da suspensdo correspondente a 108
conidios mL™", espalhando-se com alca de Drigaslky. As placas foram incubadas em
camara climatizada tipo BOD a 26 + 1°C e 12 h de fotofase por 24 h. As leituras foram
efetuadas em microscopio Optico mediante a determinacdo do percentual de conidios
germinados e ndo germinados, contando-se 100 conidios por placa 24 h apds o
plaqueamento, totalizando 200 conidios em cada avaliacdo. A viabilidade dos conidios

devera ser superior a 95%.
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3.3. MONTAGEM DO BIOENSAIO: AVALIACAO DA EFICACIA DO
EXTRATO DE SEMENTES DE GRAVIOLA E DO FUNGO

Foram utilizadas doze vacas leiteiras de raca Holandesa, da fazenda Sao Luiz,
pertencentes a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) isentas de tratamento quimico
por aproximadamente dois meses, apresentando cada animal carga parasitaria similar.
Cada grupo foi composto por quatro animais, constituindo-se cada um deles em uma
repeticdo. Apds este periodo realizou-se a pulverizacdo nos animais, sendo o grupo
controle tratado com 4 L de dgua destilada adicionada a 1,2 L de DMSO e os grupos
tratados com 4 kg do fungo Fitossan 4 M. anisopliae (10® conidios.mL™"), diluidos em 4
L de 4gua destilada e 4,2 L de uma solucao a 1% (peso/volume) do extrato de semente
de A. muricata diluido em dgua e DMSO a 1% (peso/volume), sendo esta quantidade
preparada individualmente para cada animal(Figura 5). Apés 24 horas foram feitas as
coletas das fémeas ingurgitadas nos bovinos, de forma aleatdria, sendo retiradas 30

fémeas por animal totalizando 120 fémeas por grupo.

FIGURA 5 - Pulverizagio do animal.

As fémeas foram levadas ao Laboratério de Entomologia do CECA/UFAL,
sendo colocadas em placas de Petri, cinco fémeas por placa e em seguida pesadas para

avaliacdo (Figura 6).
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FIGURA 6 - Fémeas de R. (B). microplus condicionada em placas de Petri. No

periodo de mar¢o a junho de 2009 no Laboratério de Entomologia CECA, UFAL.
34. AVALIAC()ES DAS DUAS FORMAS DE CONTROLE (MICROBIANO E
EXTRATO).

O peso médio de fémeas, o indice de conversdo em ovos (peso da massa de
ovos/peso do grupo de fémeas x 100) e o percentual de eclodibilidade que foi obtido
pelo método de escala de notas (Tabala 1).

O percentual de controle foi calculado segundo as férmulas descritas por Davey
et al. (2001) e a percentagem de eclodibilidade segundo escala de notas (tabala 1) de

Broglio-Micheletti et al. (2009):

Eficiencia do Produto= ER (testemunha) — ER (tratado)
ER (testemunha)

Eficiencia Reprodutiva (ER)= n° de fémeas colhidas x peso da postura x % eclosdo
n° de fémeas amostra

TABELA 1 — Escala de notas e porcentagem de eclodibilidade de
larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887).

Escala de notas Intervalo de porcentagem
0 0
1 1-25
2 25-50
3 50-75
4 75 -100
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3.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes. Todos os dados foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A estatistica foi

realizada utilizando-se as ferramentas do programa Sisvar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MORTALIDADE

Constatou-se nos testes realizados in vivo que o extrato hexanico de A.
muricata a 1% matou 25,60% + 0,08 das fémeas ingurgitadas, diferindo do M.
anisopliae Fitossan 4 (108 conidios. mL'l) com 36,66%= 0,07, sendo que na testemunha

a mortalidade foi de 22,41% + 0,07, que diferiu apenas do fungo (Tabela 2).

TABELA 2 — Médias' + (EP) da mortalidade das teledginas, indice de conversdao em ovos,
peso dos ovos, porcentagem de eclodibilidade, e eficiéncia do produto em Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) apds a utilizacdo do extrato hexanico de Annona
muricata L.e do fungo Metarhizium anisopliae. Bioensaio realizado no Laboratério de

Entomologia do CECA/UFAL.

Tratamento Mortalidade (%) 10C (%) Peso dos ovos Eclodibilidade Eficiéncia do
(mg) (%) Produto (%)
Testemunha 22,41+ 0,07a 50,91+1,60a 47,87+1,93a 83,41+3,58a -

M. anisopliae 36,66+ 0,07b 32,25+1,99b 33,83+2,63b 58,33+4,47b 53,62+6,23 a

10® conidios.
mL"’

Extrato A. 25,60 £ 0,08a 33,66+2,27b 41,75 £ 2,56ab 68,29 +£4,33b 42,20+6,14 a

muricata 1%
C. V(%) 27,30 24,36 27,94 28,42 61,14

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <
0,05).
CV - Coeficiente de Variagdo

IOC| indice de conversdao em ovos

Em relacdo ao controle microbiano, Bahiense et al. (2007) trabalhando com M.
anisopliae em testes com animais estabulados verificaram que houve um percentual
médio de mortalidade de 33% no grupo tratado com suspensiao do fungo ESALQ-959,
isolado de cigarrinha-das-pastagens, na concentracao de 8,0 x 10® conidios. mL™" ¢ 0,1%
de espalhante adesivo Tween 80 em relacdo ao grupo controle (dgua e 0,1% de
espalhante adesivo Tween 80). Esses mesmos autores verificaram que no geral, o indice

de producao de ovos se apresentou menor no grupo tratado do que no nao tratado.

Em contrapartida, quando os testes foram realizados in vitro, a mortalidade foi

maior como relataram Chungsamarnyart et al., 1990, que verificaram que extratos
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alcodlicos de sementes de Annona squamosa L. (Annonaceae) nas concentragdes de
2%, 5% e 10% mataram 92,5%, 100% e 100% das teledginas, respectivamente, 48
horas apds a imersdo. Dessa mesma forma, BROGLIO-MICHELETTI et al. 2009a,b
observaram in vitro que o extrato de semente de graviola a 1% e 2%, respectivamente,

matou 100% de fémeas ingurgitadas.

A diferenca nos resultados (in vivolin vitro) pode estar relacionada a
sensibilidade do entomopatdégeno e dos extratos aos fatores climdticos, tais como
temperatura, umidade relativa e luminosidade, que podem ter interferido no

desempenho dos tratamentos.

4.2. INDICE DE CONVERSAO EM OVOS

Os resultados do indice de conversdo em ovos indicaram que houve interferéncia
do fungo M. anisopliae (10° conidios. mL™") e do extrato hexanico de A. muricata 1% no
desenvolvimento das fémeas ingurgitadas, causando uma diminui¢do na oviposicao,
diferindo da testemunha com grau de significancia de P<0,05 (Tabela 2). Com relagdo a
eficdcia de conversdo, o fungo apresentou valor médio de 32,25% + 1,99, o extrato
33,66% + 2,27 e a testemunha 50,91% =+ 1,60.

De acordo com Athayde et al. (2006), a acdo de diferentes concentracdes (10" a
10® conidios. mL™") do fungo M. anisopliae variedade acridum sobre a eficiéncia
reprodutiva média de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus revelou que a medida
que se aumentou a concentracdo de conidios houve diminui¢do do indice médio de
producdo dos ovos. Borges et al. (2003), verificaram os efeitos in vitro de Melia
azedarach (Meliaceae) sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus e
constataram que os extratos, nas concentragdes de 0,015% a 0,25%, nao mataram as
fémeas adultas, mas inibiram parcial ou totalmente a producdo de ovos e a

embriogénese.

4.3. PESO DOS OVOS

O peso médio da massa de ovos obtido no grupo tratado com o fungo foi de
33,83 £ 2,63 mg, diferindo em relagdo a testemunha, que teve o valor igual a 47,87
+1,93 mg. J4 o extrato com o peso médio de 41,75 + 2,56 mg, ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo a testemunha (Tabela 2). Athayde et al (2006), verificaram que
a menor massa de ovos colocada pelas fémeas do R. (B.) microplus foi obtida quando se
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N

utilizou o M. anisopliae 10° conidios. mL", afirmando que 2 propor¢do que se
aumentava a concentracdo de conidios houve diminuicdo no peso dos ovos. BROGLIO-
MICHELETTT et al. 2009a,b relataram em observacdes in vitro que o extrato de
semente de graviola a 2% e 1%, respectivamente, afetaram a oviposi¢do com produgao
de 0,03g e 0,04g de ovos, com esses valores sendo semelhantes aos obtidos no ensaio
em estibulo. CATTO et al. (2009) trabalhando in vitro com diferentes extratos de
plantas no controle do carrapato bovino obtiveram que o extrato do lenho da raiz de
Annona dioica L. (Annonaceae) na concentragao de 2,5% diminuiu significativamente a

produgdo de ovos, chegando a proxima de zero, em concentracao de 20% .

4.4. ECLOSAO LARVAL

Pode-se observar que tanto o fungo quanto o extrato hexanico da A. muricata a
1% tiveram efeito bastante significativo em relacdo a eclosao, ocasionando 58,33 + 4,47
% e 68,29 + 4,33, respectivamente, na eclosdo das larvas do carrapato R. (B.) microplus,

diferindo estatisticamente da testemunha que teve 83,41% £3,58 de eclosao.

Segundo Melo et al. (2006), houve uma diferenga significativa no periodo médio
de eclosao das larvas do carrapato quando utilizaram como tratamento os isolados E9 e
319 de M. anisopliae com as concentragdes 10°, 107 e 10® conidios/mL™"; constatando-
se também que quando aplicaram o M .anisopliae 10® conidios/mL", foi maior o
periodo médio de eclosdo. Para BROGLIO-MICHELETTTI et al. 2009a,b, ndo houve
eclosdo larval quando se utilizou o extrato da semente da graviola a 1% e 2% em testes

in vitro.

4.5. EFICIENCIA DO PRODUTO

Em relacdo a eficiéncia do produto, pode-se afirmar que o isolado M. anisopliae
Fitossan 4 (10%) conidios/mL' e o extrato de A. muricata apresentaram,
respectivamente, 53,63 + 6,23 % e 42,20 £+ 6,14% de eficiéncia no controle do carrapato

bovino (Tabela 1).

Basso et al. (2005) controlaram a infestacio de carrapatos em pastagens
artificialmente infestadas. A aplicacdo do fungo M. anisopliae (1,8 x 10°conidios. mL-")
antes ou apos a infestacdo da pastagem com fémeas ingurgitadas, ou apds a eclosdo das

larvas, teve efeito na acdo do patdgeno.
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Catto et al. (2009) estudaram as eficiéncias acaricidas de extratos de Annona
dioica St. Hil (Annonaceae) (lenho da raiz) nas concentracdes de 2,5%, 5% e 20%, em
bioensaios para controle do carrapato bovino in vitro obtendo respectivamente, 91,81%,
95,15% e 98,67% em contrapartida em concentracdo abaixo de 1% foi pouco eficiente.
Os mesmos autores trabalhando com as mesmas concentragdes citadas anteriormente,
porém, para casca da raiz obtiveram 32,12%, 55,93% e 71,40% de eficiéncia. Para
BROGLIO-MICHELETTI et al. 2009a,b com o extrato das sementes de A. muricata L.
a 1% e 2%, respectivamente, obteve-se 100% de eficiéncia de controle em testes de

imersio em laboratorio.

Este estudo foi uma continuidade de pesquisas anteriores realizadas em in vitro, no
qual o extrato das sementes de A. muricata L e do isolado Fitossan 4 de M. anisopliae
(108 conidios.mL’l) obtido do carrapato-dos-bovinos se mostraram mais eficientes no
controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Através de informacdes fornecidas
pelo vaqueiro da propriedade, foi observado que apds a aplicacao dos produtos houver
uma diminuicdo na populacido de carrapatos apds o periodo de aplicacido, dando-nos a
oportunidade de novos trabalhos como a avaliacdo do efeito residual destes produtos

sobre o ambiente.
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4, CONCLUSAO

O extrato hexanico de A. muricata 1% e o isolado M. anisopliae Fitossan 4
(10*) conidios/mL™", sdo potencialmente uteis para o controle de R. (B.) microplus em
aplicagdo em animais estabulados, interferindo no ciclo biolégico de fémeas

ingurgitadas de R. (B.) microplus.
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