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Rhipicephalus microplus is an ectoparasite that owns both veterinary and eco-
nomical importance. The control of this ectoparasite is made mainly with chemi-
cal products, that when used indiscriminately result in the development of resistant
strains as well as environmental and animal products contamination. Fungal formu-
lations have became an alternative method increasingly viable to control ticks. Ac-
cordingly, the present study aimed test the effectiveness of Boveril® WP (Wettable
Powder) on R. microplus eggs, larvae and engorged females, using both different
formulations (water and oil-based) and different conidial concentrations. The effect
of Boveril®on engorged females was evaluated based on the following biological pa-
rameters: weight of eggs, egg production index and nutritional index. Nine groups,
with ten repetitions each, were formed: aqueous control (CTR), oil (OL) CTR 0.5%,
OL CTR 10%, aqueous Boveril®(Bb) 107, OL Bb 1070.5%, OL Bb 107 10%, aque-
ous Bb 108, OL Bb 10*0.5% and OL Bb 10® 10%. Females, eggs or larvae were im-
mersed in one ml of conidial suspention for 3 minutes. Obtained results showed that
the commercial product was effective on all R. microplus ticks stages, although the
higher conidial concentration and the higher oil percentage have yielded the best
results. Therefore, R. microplus eggs, larvae and engorged females are susceptible
to Boveril®. This is the first report on the efficacy of a comercial product (Boveril®)
to control R. microplus ticks.
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RESUMO. Rhipicephalus microplus ¢ um ectopa-
rasita que apresenta grande importancia veterinaria
e econdmica. O controle deste carrapato € realizado
com produtos quimicos, cujo uso indiscriminado
vem ocasionando o desenvolvimento de cepas re-
sistentes e contaminacdo do meio ambiente e dos
produtos de origem animal. A utiliza¢do de formula-
¢oOes fingicas torna-se um método alternativo cada
vez mais viavel. Sendo assim, o presente estudo
teve como objetivo testar a eficacia de Boveril® WP
(p6 molhavel) sobre ovos, larvas e fémeas ingurgi-
tadas de R. microplus, utilizando diferentes formu-
lagdes (aquosa e oleosa) e concentracdes conidiais.
Para avaliar o efeito de Boveril® sobre as fémeas
ingurgitadas de R. microplus foram observados os
parametros reprodutivos peso da postura, indice de
producao de ovos e indice nutricional. Para reali-
zagdo deste estudo, foram formados nove grupos
(CTR Aquoso, CTR OL 0,5% e CTR OL 10% Bb
107 aquoso, Bb 107 OL 0,5%, Bb 10" OL 10%, Bb
10* aquoso, Bb 10® OL 0,5% e Bb 10® 10%) com
10 repeticdes cada. O tratamento consistiu na imer-
sdo dos espécimes em um ml da suspensdo testada
durante trés minutos. A partir da analise dos dados
observou-se que o produto comercial foi eficaz
sobre todos os estagios de R. microplus, porém as
maiores concentragdes conidiais contendo maior
percentual de 6leo demonstraram os melhores re-
sultados. Logo, ovos, larvas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus sao susceptiveis ao produto comer-
cial Boveril®. Este ¢ o primeiro relato da eficacia
do produto comercial Boveril® para o controle de R.
microplus.

PALAVRAS-CHAVE. Carrapato dos bovinos, controle biolo-
gico, o0leo mineral, fungos entomopatogénicos.

INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae), po-
pularmente conhecido como carrapato dos bovinos,
¢ um ectoparasito responsavel por grandes perdas
econOmicas na pecudria brasileira estimadas em
dois bilhdes de dolares anuais (Grisi et al. 2002).
O controle quimico ¢ a principal forma de controle
destes ectoparasitos, no entanto, 0 Uso excessivo e
indiscriminado tem como conseqiiéncias a contami-
na¢ao de alimentos e do ambiente. Além disso, a
selecao de individuos resistentes tem tornado ainda
mais dificil o controle deste ixodideo (Bullman et
al. 1996, Kunz & Kemp 1994). Por isso, métodos
alternativos de controle vém ganhando cada vez
mais destaque no meio agropecuario.

Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuille-
min ¢ um fungo cosmopolita comumente isolado do
solo, insetos e plantas e sdo utilizados no controle
de insetos-praga na agricultura (Alves 1998). Mun-
dialmente, mais de 100 produtos baseados em fun-
gos entomopatogénicos sao comercializados para
o controle de insetos (Faria & Wraight 2007). No
Brasil, a formulagao Boveril® WP, que contém a as-
sociacao dos isolados ESALQ-PL63, ESALQ-447,
¢ comercializada para o controle da mosca branca
(Bemisia tabaci), do gorgulho do eucalipto (Gonip-
terus platensis) e do acaro da ferrugem dos citros
(Plyllocoptruta oleivora).

Estudos in vitro demonstraram a eficicia de B.
bassiana sobre os diferentes estagios de desenvol-
vimento de R. microplus (Bittencourt et al. 1997,
Fernandes et al. 2006, Fernandes & Bittencourt
2008). No entanto, a eficacia dos fungos entomo-
patogénicos depende diretamente de fatores am-
bientais como umidade, radiagdo solar e tempera-
tura (Peng & Xia 2011). A formulacdo dos conidios
torna-se cada vez mais necessaria, buscando mini-
mizar estes intempéries, facilitar a comercializagdo
dos entomopatdgenos e propiciar sua utilizagdo a
campo para o controle de carrapatos. Diversos au-
tores relatam que a suspensao oleosa ¢ mais eficaz
no controle de artropodes, pois permite uma melhor
adesao dos conidios a cuticula do artropode (Polar
et al. 2005, Lopes et al. 2007, Angelo et al. 2010,
Rondelli et al. 2011). Além disso, alguns 6leos po-
dem apresentar sinergismo com os fungos, por se-
rem naturalmente toxicos para carrapatos (Abdel-
-Shafy & Soliman 2004, Polar et al. 2005).

O presente estudo teve como objetivo testar a
eficacia do produto comercial Boveril® WP (p6 mo-
lhavel) sobre ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de
R. microplus, utilizando diferentes formulagdes e
concentragoes conidiais.

MATERIAL E METODOS

Elaboracao das suspensoes e quantificacido dos
inoculos

Para o preparo da formulagdo Boveril® WP (po
molhavel) (MAPA n°6605), que contém a associa-
¢ao dos isolados ESALQ-PL63, ESALQ-447, fo-
ram seguidas as recomendacdes do fabricante, cuja
indicagdo foi de uma parte de fungo para oito de
agua (w:v), proporcionando uma suspensao aquo-
sa com aproximadamente 107 conidios/mL (Bb 107
Aquoso); uma segunda suspensao foi preparada na
concentragdo de 10® conidios/mL (Bb 10* Aquoso).
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Para testar a eficacia da formulacdo oleosa, foram
utilizadas duas concentragoes de 6leo mineral (Ve-
tec®): 0,5% (concentracdo indicada pelo fabrican-
te) ou 10% (concentracdo estabelecida pelos auto-
res), bem como duas concentragdes conidiais 107 ou
10® conidios/mL determinando os seguintes grupos:
Bb 107 OL 0,5%, Bb 107 OL 10%, Bb 10% OL 0,5%
e Bb 10® 10%. Os grupos controle foram: agua des-
tilada estéril e Tween 80 a 0,01% (CTR Aquoso) e
agua destilada estéril com Tween 80 a 0,01% acres-
cida de 6leo mineral a 0,5 ou 10% (CTR OL 0,5% e
CTR OL 10% respectivamente).

A quantificagdo das suspensdes foi realizada
com o auxilio de camera de Neubauer e microsco-
pio optico segundo Alves (1998). Para avaliagdo
da viabilidade dos conidios uma aliquota contendo
10puL de cada concentracdo conidial foi incubada
em placas de Petri contendo meio BDA acrescido
com 0,5% de Cloranfenicol (25 £ 1°C e umidade
relativa (U.R.) > 80%). O célculo da germinagdo
foi realizado segundo Alves (1998).

Obtencao de Rhipicephalus microplus

Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram obti-
das de infestacdo artificial de bezerros estabulados
(submetido a Comissdo de Etica da UFRRIJ, proto-
colo 2083.011620/2011-68), sem contatos recen-
tes com carrapaticidas quimicos, no municipio de
Seropédica - RJ, Brasil. Foi realizada a assepsia da
cuticula utilizando hipoclorito de sédio a 1%. Pos-
teriormente, parte das fémeas foi pesada e separada
homogeneamente por peso para realizagdo do bio-
ensaio, enquanto outra parte foi acondicionada em
placas de Petri e incubada a 27 + 1°C e U.R. > 80%
para realiza¢dao de postura para os ensaios biologi-
cos com ovos e larvas.

Bioensaio com fémeas ingurgitadas

As fémeas ingurgitadas foram homogeneizadas
quanto ao peso (utilizando a formula de Yule (Sam-
paio 2002) para determinacdo do niimero de clas-
ses) para a formacdo dos grupos. Foram utilizadas
dez fémeas ingurgitadas por grupo de tratamento.
A metodologia utilizada para o tratamento descrita
por Camargo et al. (2012). A postura foi coletada e
armazenada em pequenos frascos de vidro vedados
com algodao hidrofilo, mantidos em camara clima-
tizada (27 + 1°C e U.R. > 80%). Posteriormente, o
percentual de eclosdo das larvas foi acompanhado
diariamente.

Os parametros bioldgicos avaliados foram peso

de postura (PP), percentual de eclosdo das larvas
(PEL), indices de producao de ovos (IPO) e nutri-
cional (IN) (Bennett 1974). O percentual de contro-
le de R. microplus exercido pelo fungo B. bassiana
s.l. foi calculado de acordo com a formula de Drum-
mond et al. (1971).

Ensaio biologico com ovos

Os ovos foram separados no 10° dia de postura,
pesados em aliquotas de 50 mg e acondicionados
em tubos de ensaio vedados com algodao hidrofilo.
A metodologia de tratamento de ovos foi a mesma
descrita para fémeas ingurgitadas. O percentual de
eclosdo das larvas foi avaliado diariamente.

Ensaio biologico com larvas

Aliquotas de 50 mg de ovos foram acondiciona-
da em tubos de ensaio e incubadas a27 + 1°C e U.R.
> 80% até a completa eclosdo das larvas. Os tubos
que ndo apresentaram eclosdo superior a 95% fo-
ram descartados. A metodologia para o tratamento
de larvas foi descrita por Camargo et al. (2012). O
percentual de mortalidade das larvas foi observado
a cada trés dias ap0s a realizag@o do tratamento.

Reisolamento fliingico apos o ensaio biolégico

Trés dias apos o término da postura, amostras de
fémeas de todos os grupos foram colocadas em ca-
mara umida e incubadas a 27 £1°C e U.R. > 80%
para facilitar o crescimento dos fungos e posterior
confirmagdo de suas caracteristicas (Samson &
Evans 1982).

Analise estatistica

Para analise dos dados paramétricos (PP, IPO
e IN) foi realizada a analise de variancia (ANO-
VA), seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) para comparagao entre as médias, com nivel
de significancia de 5%. Os dados ndo paramétricos
(percentuais de eclosdo e de mortalidade das lar-
vas) foram submetidos a analise de Kruskal Wallis,
seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
para comparagdo entre as ordenacdes médias, com
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

As suspensdes utilizadas nos bioensaios apre-
sentaram percentual de germinagdo em torno de
99%. Boveril® apresentou eficacia sobre fémeas in-
gurgitadas, determinando o percentual de controle
que variou de 9,7% até 63,9%, com a concentracao
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Tabela 1. Média + desvio padréo do peso da postura (PP); percentual de eclosdo das larvas
(PEL), indice de produgao de ovos (IPO) e indice nutricional (IN), além do percentual de con-
trole (% Controle) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apés tratamento com
diferentes formulagdes aquosas e oleosas (107 e 108 conidios/mL acrescidas ou ndo de 0,5 e
10% de 6leo mineral). Os experimentos foram conduzidos a 27 £ 1° C e U.R. 2 80%. Média e
desvio padréo de 10 repeticbes por ensaio bioldgico (*).

Tratamento PP (mg) PEL (%) IPO (%) IN (%) % Controle
CTR Aquoso 1677 +0,02a 97 +2,91a 60,2 £ 3,14a 77,1+ 4,61a -
CTR OL 0,5% 1624 + 0,02a 94,5+ 11,92a 59,1+ 4,44a 78,7 +7,08a -
CTR OL 10% 1369 £ 0,03a 87,2 £ 15,09a 49,5 +9,02a 72,5+ 5,46a -

Bb 107 Aquoso 1563 £ 0,02a 93,4 £ 8,14a 56,3 £ 5,33a 64,6 +4,53a 9,7
Bb 107 OL 0,5% 1421 £ 0,03a 84,1 £ 26,29a 51,2+9,91a 57,3+ 9,72a 21,0
Bb 10" OL 10% 443 +0,05b 75,0 +£4,08a 16,6 £20,32b 20,5+ 25,12b 58,2
Bb 108 Aquoso 1319 £ 0,05b 82,1+23,44a 47,8+19,13a 53,9+ 21,74a 32,9
Bb 108 OL 0,5% 852 +0,07b 80,3 +£33,72a 30,4 +24,56b 355+27,18b 48,1
Bb 102 OL 10% 340 £ 0,07b 75+ 7,07a 11,9+23,98b 12,9 £ 26,05b 63,9

(*) Média seguida da mesma letra na mesma coluna, nédo diferem significativamente entre si (P = 0,05).

10® conidios/mL formulada em 10% de 6leo mineral
(Tabela 1). Os demais tratamentos utilizando for-
mulagdes oleosas também apresentaram maior per-
centual de controle quando comparados com suas
respectivas concentragdes em suspensdo aquosa
(Tabela 1), confirmando que o 6leo potencializa a
eficacia do fungo.

O peso da postura foi reduzido significativamen-
te nos grupos tratados com a suspensao aquosa na
concentrag¢do 10® conidios/ mL e em todos os gru-
pos tratados com as formulagdes oleosas, exceto o
grupo com a menor concentragdo conidial e menor
percentual de d6leo (Bb 10" OL 0,5%) (Tabela 1).
O melhor resultado foi observado no grupo tratado
com a formulacao oleosa 10% com a maior concen-
tragdo conidial (Bb 10® OL 10%), que reduziu em
75,2% o peso da postura quando comparado com
seu respectivo grupo controle.

O IPO e o IN das fémeas ingurgitadas nao foram
reduzidos significativamente com as suspensoes
aquosas de Boveril®, no entanto todas as formula-
¢oes oleosas reduziram significativamente ambos
os parametros, exceto a formulagdo contendo a me-
nor concentragdo conidial ¢ menor percentual de
6leo (Bb 107 OL 0,5%) (Tabela 1). O grupo tratado
com maior concentracdo de 6leo mineral ¢ maior
concentragdo conidial (Bb 10® OL 10%) apresentou
0 IPO e o IN reduzidos em aproximadamente 76%
e 82,2%, respectivamente, quando comparados com
0 respectivo grupo controle.

O percentual de eclosao das larvas nao foi altera-
do significativamente nos grupos de fémeas ingur-
gitadas tratadas com Boveril® (Tabela 1). No entan-
to, no bioensaio com ovos o percentual de eclosdao
das larvas foi reduzido significativamente em todos
os grupos tratados com Boveril® (Tabela 2). Essa

Tabela 2. Percentual de eclosado de larvas de Rhipicephalus
microplus apds o tratamento de ovos com diferentes formu-
lacdes aquosas e oleosas (107 e 108 conidios/mL acrescidas
ou nao de 0,5 e 10% de dleo mineral). Os experimentos foram
conduzidos a 27 + 1°C e U.R. 2 80%. Média e desvio padrao
de 10 repetigbes por ensaio bioldgico (*).

Tratamento % Eclosao
CTR Aquoso 96,5 + 1,58a
CTR OL 0,5% 93,7 £ 3,09a
CTR OL 10% 91,3 £ 3,84a
Bb 107 Aquoso 250+4,33b
Bb 10"OL 0,5% 1,6 £2,12¢c
Bb 10" OL 10% Oc
Bb 10% Aquoso 17,2+6,18b
Bb 108 OL 0,5% 1,4+151c

Bb 108 OL 10% Oc

(*) Média seguida da mesma letra na mesma coluna, néo diferem sig-
nificativamente entre si (P = 0,05).

reducdo foi de 75% e 82,8% nas suspensdes aquo-
sas nas concentragdes de 107 conidios/mL e 10® co-
nidios/mL, respectivamente. A formulacdo oleosa
contendo 0,5% de 6leo mineral reduziu o percentu-
al de eclosdo em 98,4% com a menor concentragao
conidial, enquanto a concentragdo 10® conidios/mL
reduziu o percentual em 98,6% quando comparado
com o grupo controle. Nos grupos tratados com as
formulagdes oleosas contendo o maior percentual
de oleo (Bb 107 OL 10% e Bb 10* OL 10%) nao
houve eclosao das larvas (Tabela 2).

No bioensaio com larvas, a formulacao oleosa
contendo o maior percentual de 6leo e maior con-
centrag@o conidial (Bb 10® OL 10%) causou morta-
lidade significativa no terceiro dia (5,1 £ 3,6 %) e
no sexto dia (19,0 + 2,0) apos o tratamento quando
comparado com o grupo controle (Tabela 3). No
nono dia apds o tratamento, todos os grupos trata-
dos com as formulagdes oleosas (Bb 107 OL 0,5%,
Bb 107 OL 10%, Bb 10 OL 0,5% e Bb 10% OL 10%)
apresentaram percentual de mortalidade significati-
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va variando de 30,0% a 97,1% quando comparado
com o grupo controle (Tabela 3). As formulagdes
contendo 10% de o6leo mineral apresentaram os
melhores resultados, causando um percentual de
mortalidade de 93,6% e 97,1% (Bb 107 OL 10% e
Bb 10* OL 10%, respectivamente). As suspensdes
aquosas de Boveril®ndo causaram mortalidade sig-
nificativa das larvas (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de mortalidade de larvas de Rhipicepha-
lus microplus 3, 6 e 9 dias apds o tratamento de larvas com
diferentes formulagdes aquosas e oleosas (107 e 108 conidios/
mL acrescidas ou ndo de 0,5 e 10% de 6leo mineral). Os expe-
rimentos foram conduzidos a 27 + 1° C e U.R. 2 80%. Média e
desvio padréo de 10 repetigbes por ensaio bioldgico (*).

Tratamento Dia 3 Dia 6 Dia 9

CTR Aquoso Oa Oa Oa

CTR OL 0,5% Oa Oa Oa

CTR OL 10% Oa Oa Oa

Bb 107 Aquoso Oa 0,5+ 1,6a 2,6 +4,2a
Bb 107 OL 0,5% Oa 0,5+ 1,6a 30,0 £21,2b
Bb 107 OL 10% Oa 6,8 + 3,2a 93,6 + 10,2cd
Bb 108 Aquoso Oa 0,4+0,8a 4,5+9,6a
Bb 108 OL 0,5% Oa 4,1+3,8a 76,5+ 21,7c
Bb 108 OL 10% 5,1+ 3,6b 19,0 £ 2,0b 97,1 + 3,6¢cd

(*) Média seguida da mesma letra na mesma coluna, nao diferem sig-
nificativamente entre si (P = 0,05).

DISCUSSAO

Muitos trabalhos demonstram o uso de Beau-
veria bassiana s.l. para o controle de carrapatos
in vitro (Bittencourt et al. 1995, Barci et al. 2009,
Campos et al. 2010). Entretanto, a eficacia do fungo
¢ influenciada por fatores como umidade relativa,
temperatura ambiente, velocidade do ar, precipita-
¢do pluviométrica, tipo de suspensdo, entre outros
(Inglis et al. 2001, Peng & Xia 2011).

No presente estudo, foi possivel determinar que
a formulagdo oleosa do produto comercial Boveril®
possui potencial para o controle in vitro dos dife-
rentes estagios de desenvolvimento de R. micro-
plus. O uso de formulagdes oleosas potencializa a
acdo dos fungos entomopatogénicos no controle de
carrapatos, pois a presenc¢a de 6leo melhora o pro-
cesso de adesdo conidial devido a sua caracteristica
quitinofilica. Esta caracteristica melhora a afinidade
do conidio hidrofébico pela cuticula do carrapato,
aumentando assim a infectividade e conseqiiente-
mente a patogenicidade do fungo (Prior et al. 1998),
causando danos em fémeas, ovos e larvas em um
menor periodo de tempo (Camargo et al. 2012).

As formulagdes oleosas de Boveril® reduziram
a postura de R. microplus e conseqlientemente in-
terferiram no IPO e no IN. A redu¢do da oviposi-
¢do pode ser considerada um dos pontos-chave para

o controle de carrapatos, ja que a reducdo do nu-
mero total de ovos, bem como da viabilidade dos
mesmos, comprometera as geracdes subseqiientes
e reduzird a populagdo de carrapatos no ambiente.
Além da redugdo da postura, as formulagdes oleo-
sas de Boveril® mostraram-se eficientes na reducéo
do percentual de eclosdo de larvas apds o tratamen-
to de ovos, favorecendo sua possivel utilizagdo para
o controle a campo desta fase ndo parasitaria de R.
microplus. Angelo et al. (2010) também demonstra-
ram a maior eficacia do fungo entomopatogénico
Lecanicillium lecanii sobre os diferentes estagios
de desenvolvimento de R. microplus formulados em
6leo mineral quando comparado com a suspensao
conidial aquosa.

As formulag¢des oleosas de Boveril® interfe-
riram na eclosdo das larvas apos o tratamento de
ovos, sendo que o maior percentual de 6leo mine-
ral, em ambas as concentragdes conidiais, impediu
a eclosdo das larvas. Camargo et al. (2012) testa-
ram a eficacia de formulacdes oleosas de B. bas-
siana ¢ também observaram reduc¢do significativa
de até 73% no percentual de eclosdo de larvas de
R. microplus.

Somente as formulag¢des oleosas de Boveril®
causaram mortalidade significativa das larvas de R.
microplus atingindo 97,1% no nono dia apds o trata-
mento. Camargo et al. (2012) testaram formulag¢des
de B. bassiana sobre larvas desta mesma espécie
de carrapato e observaram mortalidade significati-
va a partir do 10° dia pds tratamento, no entanto,
a mortalidade se aproximou de 100% somente no
20° dia apds o tratamento. Esses resultados podem
ser explicados pela variagdo da viruléncia entre os
diferentes isolados utilizados em ambos os experi-
mentos. A viruléncia dos isolados fungicos para os
artropodes pode ser influenciada pela variabilida-
de genética destes entomopatogenos (Alves 1998,
Fernandes et al. 2009), pela produgdo de toxinas
(Scrhank & Vainstein 2010), bem como pela pro-
ducdo de proteases, quitinases e lipases, conhecidas
por serem determinantes importantes no processo
de infecg¢do nos fungos entomopatogénicos (Boldo
et al. 2009).

As formulagdes oleosas de fungos entomopato-
génicos podem viabilizar o emprego destes agentes
a campo para o controle de R. microplus, ja que po-
tencializam a viruléncia do fungo, prolongam a per-
sisténcia do patdgeno a campo, melhoram a eficién-
cia da aplicacdo e estendem sua vida util,facilitando
0 armazenamento.
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CONCLUSAO

A formulagdo comercial Boveril®, recomendada
para o controle biologico de insetos praga da agri-
cultura, apresenta eficacia in vitro para os diferentes
estagios de desenvolvimento do carrapato R. micro-
plus quando testado na concentracao indicada pelo
fabricante (107 conidios/mL e 0,5% de 6leo mine-
ral). O maior percentual de 6leo mineral (10%) adi-
cionado aos conidios de B. bassiana presentes no
Boveril® potencializa a eficacia do produto, sendo
indicada para o controle in vitro de R. microplus.
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