EFICIENCIA IN VITRO DE UMA FORMULACAO COMERCIAL DE
Beauveria bassiana NO CONTROLE DE Dermacentor nitens*

Wendell Marcelo de Souza Perinotto', Isabele da Costa Angelo?, Patricia Silva
Golo', Mariana Guedes Camargo', Fillipe Araujo de Sa°, Caio Marcio de Oliveira
Monteiro', Caio Junior Balduino Coutinho Rodrigues*, Simone Quinelato?,
Jessica Fiorotti de Paulo* € Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt™
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Universidade Federal Rural do Estado do Rio de Janeiro, BR 465, Km 7, Seropédica,
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The tropical horse tick, Dermacentor nitens, is an ectoparasite that causes greats
economical losses due to the hematophagism, transmission of pathogens and embar-
goes during the transportation and commercialization of horses. Beauveria bassiana
is a worldwide distributed entomopathogenic fungus that has been demonstrating pro-
pitious results on in vitro tests against ticks. Mineral oil-based formulations protect
conidia from adverse conditions increasing the fungus virulence on arthropods. The
current study aimed evaluates the effect of a commercial product (Boveril®) on D.
nitens eggs, larvae and engorged females. Two oil concentrations were tested (0.5% or
10%) with different conidia concentrations (107 conidia ml™! or 10% conidia ml'). The
biological parameters of ticks’ engorged females were significantly reduced by the 10%
oil formulation containing 107 or 10® conidia ml!. The weight of eggs, egg production
index and nutritional index were reduced in up to 49.9%, 74.5% and 69% respectively.
The control percentage of ticks’ females reached 66.8% when Boveril® was formulated
with 10% mineral oil. Oil-based formulations also were efficient for D. nitens eggs and
larvae. Accordingly Boveril® mineral oil-based formulations were efficient for different
D. nitens stages. This is the first report of the commercial product Boveril® as a promi-
sing alternative to control D. nifens ticks.

KEY WORDS. Ticks, biological control, Boveril.

RESUMO. Dermacentor nitens, conhecido como  transmissdo de patdégenos e embargos durante a co-
carrapato da orelha dos cavalos, € um ectoparasi- mercializacdo e transporte de equinos. Beauveria
to que causa grandes perdas econdomicas devido  bassiana ¢ um fungo entomopatogénico cosmopo-
aos danos diretos causados pelo seu parasitismo, lita, que vem sendo utilizado no controle in vitro
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de carrapatos. O uso de formulacdes contendo dleo
mineral protege os conidios dos fungos entomopa-
togénicos das condi¢des adversas e potencializa sua
viruléncia para artrépodes em geral. O presente tra-
balho teve como objetivo avaliar a acao do produto
comercial Boveril® WP sobre ovos, larvas e fémeas
ingurgitadas de D. nitens. Foram testadas duas con-
centracoes de 6leo (0,5 e 10%), contendo diferentes
concentragdes conidiais (107 ou 10® conidios/ ml).
Os parametros biologicos de fémeas ingurgitadas
foram significativamente reduzidos pelas formula-
¢Oes oleosas a 10% com 107 ¢ 10® conidios/mL. O
peso da postura, o indice de producao de ovos € o
indice nutricional foram reduzidos em até 49,9%,
74,5% e 69%, respectivamente. O produto Bove-
ril® formulado em 10% de 6leo mineral promoveu
o percentual de controle de fémeas ingurgitadas
de 66,8%. As formulagdes contendo 6leo mineral
também demonstraram eficdcia para ovos e larvas
de D. nitens. Boveril® formulado em 6leo mineral
apresentou eficacia no controle in vitro dos diferen-
tes estagios de desenvolvimento de D. nitens. Este
¢ o primeiro relato da eficacia do produto comercial
Boveril® para o controle de D. nitens.

PALAVRAS-CHAVE. Carrapatos, controle biologico, Bove-
ril.

INTRODUCAO

Demacentor nitens (Neumann, 1897) popular-
mente conhecido como “carrapato da orelha dos
cavalos” pode servir como vetor do agente etiolo-
gico promotor da Babesiose equina, patologia que
determina queda do desempenho e pode levar o ani-
mal a morte (Borges et al. 2000). Além de promover
espoliagdo sanguinea, lesdes no pavilhdo auricular
e depreciagao zootécnica, € responsavel por grandes
perdas econdmicas e embargos durante a comercia-
lizacdo e transporte destes animais (Malheiro 1952,
Borges & Leite 1998).

Os eqliinos sao animais utilizados tanto para tra-
balho como para lazer, por isso a presenga de ecto-
parasitas incomoda nao s os animais como também
0s proprietarios, que na maioria das vezes fazem
uso indiscriminado de carrapaticidas quimicos. Es-
ses produtos possuem a vantagem do controle rapi-
do dos carrapatos, porém o uso errdneo tem trazido
diversos problemas como intoxica¢do de animais e
seres humanos, polui¢gdo ambiental e, além disso,
tem possibilitado a selegdo de cepas resistentes a
esses produtos. Visando um controle alternativo que
possa ser integrado ao método quimico, pesquisas

utilizando fungos entomopatogénicos tém demons-
trado resultados promissores no controle de diver-
sas espécies de carrapato, inclusive D. nitens (Fer-
nandes & Bittencourt 2008).

Dentre os fungos que vem sendo estudados, Be-
auveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912, me-
rece destaque, pois apresenta acao patogé€nica para
diversas pragas, principalmente as agricola. Por
isso, as pesquisas vém buscando cada vez mais po-
tencializar a agdo destes entomopatogenos, tornan-
do-os capazes de se manter viaveis em condigdes a
campo, cuja influéncia dos fatores ambientais, prin-
cipalmente a temperatura, umidade relativa do ar e
radiacdo solar (Peng & Xia 2011), podem influen-
ciar no sucesso do controle. Uma forma de manter
os conidios vidveis consiste em acrescentar a eles
substincias que irdo melhorar seu desempenho a
campo, facilitando seu manuseio, aplicagdo e prin-
cipalmente, permitindo o armazenamento sob con-
di¢des nas quais se minimize os custos, com perda
minima da qualidade do produto (Alves 1998).

Atualmente estdo disponiveis no mercado mun-
dial mais de 100 produtos comerciais a base de
conidios de fungos entomopatogénicos (Faria &
Wraight 2007). No Brasil, alguns agricultores vém
utilizando um produto formulado a base de coni-
dios de B. bassiana denominado Boveril® WP, que
contém as associa¢des de isolados de B. bassiana
ESALQ-PL 63 ¢ ESALQ-447, comercializado para
o controle de pragas como a mosca branca (Bemisia
tabaci), gorgulho do eucalipto (Gonipterus platen-
sis) e acaro da ferrugem dos citros (Plyllocoptru-
ta oleivora), dentre outras. A empresa fabricante
desse produto sugere que se associe 0,5% de oleo
a suspensdo conidial. Estudos tém demonstrado a
importancia do 6leo na formulagdo de fungos en-
tomopatogénicos, pois permite melhor adesdo dos
conidios na cuticula dos artropodes, favorecendo o
processo de infecg¢ao fingica (Polar 2005, Angelo
et al. 2010), além de que, alguns 6leos podem apre-
sentar toxicidade aos carrapatos, podendo dessa
forma serem utilizados sinergicamente com fungos
e favorecer o controle bioldgico (Abdel-Shafy &
Soliman 2004). Nesta perspectiva, o presente estu-
do teve como objetivo testar a eficacia do produto
comercial Boveril® WP (p6 molhavel) sobre ovos,
larvas e fémeas ingurgitadas de D. nifens, na forma
aquosa e oleosa e em diferentes concentragdes coni-
diais. Este ¢ o primeiro relato da eficacia do produ-
to comercial Boveril® formulados em 6leo mineral
para o controle do carrapato D. nitens.
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MATERIAL E METODOS

Obtenciao de Dermacentor nitens

Para realizacdo dos bioensaios, foram coletadas
fémeas ingurgitadas diretamente do conduto au-
ditivo de eqiiideos naturalmente infestados e sem
contato recente com carrapaticidas quimicos, em
uma propriedade rural situada no municipio de Se-
ropédica - RJ, Brasil. Essas fémeas foram levadas
ao Laboratorio de Controle Microbiano da Univer-
sidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde foi
realizada a assepsia da cuticula utilizando hipoclo-
rito de sodio a 1%. Posteriormente, parte das fé-
meas foi pesada e separada homogeneamente por
peso para realizacao dos bioensaios. Outra parte foi
acondicionada em placas de Petri (100 x 15 mm,
Fisherbrand) e mantida em camaras climatizadas,
sob temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa
> 80%, para realizarem postura para obtencdo de
ovos e larvas.

Obtencio e preparo da formulacio fingica

Para o preparo das suspensdes de Boveril® WP
(p6 molhavel) (MAPA n° 6605), foram seguidas as
recomendacdes do fabricante, cuja indicacao ¢ de
uma parte de fungo para oito de dgua (p:v), propor-
cionando uma suspensdo aquosa com aproxima-
damente 107 conidios/mL (Bb 107 Aquoso); uma
segunda suspensao foi preparada na concentragao
de 10® conidios/mL (Bb 10% Aquoso). Para testar
a eficacia da formulagdo oleosa, foram utilizadas
duas concentragdes de 6leo mineral (Vetec Quimi-
ca Fina Ltda., Brasil): 0,5% (concentra¢do indica-
da pelo fabricante) ou 10% (concentragdo estabele-
cida pelos autores), 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: dgua destilada estéril e Tween 80 a
0,01% (CTR Aquoso) e agua destilada estéril com
Tween 80 a 0,01% acrescida de 6leo mineral a 0,5
ou 10% (CTR OL 0,5% e CTR OL 10% respecti-
vamente).

A quantificacdo das suspensdes foi realizada com
o0 auxilio de camera de Neubauer e microscopio op-
tico segundo Alves (1998). Para avaliag¢do da viabi-
lidade dos conidios uma aliquota contendo 10uL de
cada concentracao conidial foi incubada em placas
de Petri contendo meio BDA (Difco, Detroit, MI,
USA) a temperatura de 25 = 1°C e umidade relativa
> 80%. O calculo da germinacdo foi realizado se-
gundo Alves (1998).

Ensaio biologico com fémeas ingurgitadas

Cada grupo foi formado por dez fémeas ingurgi-
tadas de peso homogéneo. A metodologia utilizada
para o tratamento foi descrita por Camargo et al.
(2012). A massa de ovos foi coletada e armazenada
em pequenos frascos de vidro vedados com algo-
dao hidrofilo, mantidos em camara climatizada (27
+ 1°C e U.R. > 80%). Posteriormente, o percentual
de eclosao das larvas foi acompanhado diariamente.

Os parametros biologicos avaliados foram peso
da massa de ovos (PP), percentual de eclosdo das
larvas (PEL), indices de produgdo de ovos (IPO)
e nutricional (IN) (Bennett 1974). O percentual de
controle de D. nitens exercido pelo fungo B. bas-
siana s.1. foi calculado de acordo com a formula de
Drummond et al. (1971).

Ensaio biologico com ovos

Aliquotas de 50 mg de ovos separados ao 10° dia
de postura foram acondicionadas em tubos de en-
saio vedados com algodao hidrofilo. A metodologia
de tratamento de ovos foi & mesma utilizada para
fémeas ingurgitadas. O percentual de eclosdao das
larvas foi avaliado diariamente.

Ensaio biologico com larvas

Aliquotas de 50 mg de ovos foram acondiciona-
das em tubos de ensaio e incubadas a 27 + 1°C e
U.R. > 80% até a completa eclosdo das larvas. Os
tubos que nao apresentaram eclosao superior a 95%
foram descartados. A metodologia para o tratamen-
to de larvas foi descrita por Camargo et al. (2012).
O percentual de mortalidade das larvas foi observa-
do a cada cinco dias apds o tratamento.

Reisolamento de Beauveria bassiana

Trés dias apds o término da oviposi¢do, amos-
tras de fémeas de todos os grupos foram colocadas
em camara umida e incubadas a 27 +1°C e U.R. >
80% para facilitar o crescimento dos fungos e pos-
terior confirmagao de suas caracteristicas (Samson
& Evans 1982).

Analise Estatistica

Para analise dos dados paramétricos (PP, IPO e
IN) foi realizada a analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey para comparagao entre
as médias, com nivel de significancia de 5%. Os da-
dos ndo paramétricos (percentuais de eclosdo e de
mortalidade das larvas) foram submetidos a analise
de Kruskal Wallis, seguida pelo teste Student-New-
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Tabela 1. Média * desvio padrédo do peso da postura (PP); percentual de ecloséo das larvas (PEL), indi-
ce de producgédo de ovos (IPO) e indice nutricional (IN), além do percentual de controle (% Controle) de
fémeas ingurgitadas de Dermacentor nitens no apds tratamento com diferentes formulagcbées aquosas
e oleosas (107 e 108 conidios/mL acrescidas ou n&do de 0,5 e 10% de 6leo mineral). Os experimentos

foram conduzidos a 27 £ 1° C e U.R. = 80%. Média e desvio padrao de 10 repeti¢cdes por bioensaio (*).

Tratamento

PP (mg)

PEL (%)

IPO (%)

IN (%)

% Controle

CTR Aquoso
CTR OL 0,5%
CTR OL 10%
Bb 107 Aquoso
Bb 107 OL 0,5%
Bb 107 OL 10%
Bb 108 Aquoso
Bb 10® OL 0,5%
Bb 102 OL 10%

0,1376 + 0,02a
0,1272 + 0,04a
0,1104 £ 0,03ab
0,1210 £ 0,03ab
0,1097 + 0,03ab
0,0595 + 0,04b
0,1097 + 0,04ab
0,1060 + 0,03ab
0,0551 + 0,06b

93,60 4,50 a
86,72+ 10,99 a
86,90 £ 17,04 a

92,40+9,14 a

89,80 + 8,54 a
71,70 £26,20 a

96,70 2,43 a
77,30 +£25,13 a
67,50 £ 42,13 a

64,14 + 3,74a
58,56 + 15,09a
54,05 £ 16,26ab

78,08 £4,97a
68,24 £ 18,13a
67,31 £ 14,02ab

12,6

56,90 + 12,80ab 65,30 + 15,03ab

52,30 £ 19,31ab 61,30 £ 24,73ab 221
28,58 + 25,20b 33,58 £28,91b 64,2
52,34 £ 21,49ab 60,29 £ 24,75ab 15,2
51,33 £ 16,74ab 59,70 £ 18,04ab 31,7
25,50 + 29,53b 31,0 £ 35,35b 66,8

(*) Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si (P > 0,05)

Tabela 2. Percentual de eclosé&o de larvas de Dermacentor ni-
tens apods o tratamento de ovos 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 condu-
zidos a 27 £ 1° C e U.R. 2 80%. Média e desvio padrédo de 10
repeticdes por ensaio bioldgico (*).

Percentual de Ecloséo

CTR Aquoso 99,4 + 0,52a
CTR 0l 0,5% 98,7 + 1,06ab
CTR ol 10% 93,1 +4,91b
Bb 107 Aquoso 92,3 + 12,30ab
Bb 107 ol 0,5% 21,5+17,02c
Bb 107 ol 10% 20,0 +7,64c
Bb 108 aquoso 90,3 £ 23,11ab
Bb 108 ol 0,5% 21,0 £ 19,40c
Bb 108 ol 10% 4,6 £ 4,66¢

(*) Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem
estatisticamente entre si (P = 0,05).

man-Keuls (SNK) para comparagdo entre as orde-
nacdes médias, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os conidios das suspensdes aquosas e das for-
mulagoes oleosas utilizadas nos bioensaios apresen-
taram germinacdo acima de 99% em até 24 horas
de incubacao a 25 £+ 1°C e umidade relativa > 80%.

O peso da postura, o IPO e o IN de fémeas ingur-
gitadas foram significativamente reduzidos pelas for-
mulagoes de Boveril® contendo 10% de 6leo mineral
nas concentragdes 107 e 10® conidios/mL. Essa redu-
¢ao foi de até¢ 49,9% no peso da postura, 74,5% no
IPO e 69% no IN (Tabela 1). As suspensdes aquosas
¢ oleosas de Boveril® contendo 0,5% de 6leo mineral
ndo causaram alteragdo significativa nestes parame-
tros (Tabela 1). A formulagao comercial Boveril® nao
causou reduc¢do significativa no percentual de eclo-
sdo das larvas oriundas dos tratamentos das fémeas
ingurgitadas, independente do tipo de formulagao
(aquosa ou oleosa), do percentual de 6leo da formu-
lacdo ou concentragdo conidial utilizada (Tabela 1).

O percentual de controle de fémeas ingurgitadas
promovido pelas suspensdes aquosas de Boveril®
foi de 12,6% e 15,2%, sendo proporcional ‘a con-
centracdo de conidios presentes na suspensao (Ta-
bela 1). J& as formulagdes oleosas promoveram um
maior percentual de controle, variando entre 22,1%
a 66,8% (Tabela 1).

As formulagdes contendo 6leo mineral reduzi-
ram significativamente o percentual de eclosdo das
larvas, quando ovos de D. nitens foram submeti-
dos ao tratamento. Essa reducao variou de 78,5% a
95,4% e foi proporcional a concentracao de 6leo e
conidios presentes em cada tratamento (Tabela 2).
As suspensdes aquosas de Boveril® ndo reduziram
significativamente este pardmetro quando compara-
do com os grupos controles (Tabela 2).

No tratamento com larvas, a formulagao comer-
cial de Boveril® causou mortalidade significativa
em todos os grupos testados (Tabela 3). No entanto,
os maiores percentuais de mortalidade (aproxima-
damente 100%) foram obtidos com a formulacio

Tabela 3. Percentual de mortalidade de larvas de Dermacentor
nitens apés o tratamento de larvas com diferentes formula-
¢Oes aquosas e oleosas (107 e 108 conidios/mL acrescidas ou
nédo 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 repetigcbes por ensaio bioldgico (*)

Percentual de Mortalidade

Tratamentos Dia 5 Dia 10 Dia 15
CTR Aquoso 1,0 £0,00a 1,1+£0,32a 1,2+ 0,42a
CTR ol 0,5% 1,88 £ 1,76a 5,6 +2,63a 13,33 £7,07a
CTR ol 10% 4,8 +2,15ab 9,9 + 3,98ab 23,0 £7,53ab
Bb 107 Aquoso 69,16 + 14,97¢c 71,66 + 12,11c 80,0 + 15,17c
Bb 10701 0,5%  73,33+9,68c 785+11,07c 855+12,12c
Bb 107 ol 10% 99,0 +2,11d 99,0 £ 2,11d 99,0 £ 2,11d
Bb 108 aquoso 68,5+ 14,20c 76,0+ 11,74c 84,62 +9,01c
Bb 108 01 0,5% 73,75+ 4,43c 80,0 £ 5,00c 87,5+ 3,78¢c
Bb 108 ol 10% 99,88 +0,33d 99,88 +0,33d 99,88 +0,33d

(*) Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem
estatisticamente entre si (P = 0,05).
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contendo o maior percentual de dleo, independente
da concentracdao conidial utilizada, no 5° dia apds
tratamento (Tabela 3).

DISCUSSAO

O uso de formulacdes de fungos entomopatogé-
nicos para o controle de carrapatos tem sido estuda-
do mundialmente (Leemon & Jonsson 2008, Angel-
-Sahagun et al. 2010, Angelo et al. 2010, Jackson et
al. 2010, Peng & Xia 2011, Camargo et al. 2012).
No presente estudo, o produto comercial Boveril®
apresentou maior viruléncia para D. nitens quando
formulado em 6leo mineral. O 6leo apresenta pro-
priedade quitinofilica, conferindo maior aderéncia
dos conidios (que apresentam caracteristica hidro-
fobica) na cuticula dos artropodes e conseqiiente-
mente aumentando a infectividade e a viruléncia do
entomopatogeno (Prior 1988). Angelo et al. (2010)
também demonstraram que conidios de Lecani-
cillium lecanii formulados em 15% de 6leo mineral
apresentaram maior viruléncia para R. microplus
quando comparado com a suspensao aquosa.

Camargo et al. (2012) ao avaliar o efeito de B.
bassiana sobre os estagios de desenvolvimento de
R. microplus e observaram 27% de eclosdo de lar-
vas quando os ovos foram submetidos ao tratamen-
to com formulagdo oleosa a 10%, em quanto nossos
resultados demonstram que Boveril® foi capaz de
reduzir 2,2 vezes esta porcentagem.

Todas as formula¢bes de Boveril® testadas cau-
saram elevado percentual de mortalidade de larvas
no quinto dia apos o tratamento, chegando a quase
100% com a formulacdo contendo maior percentu-
al de 6leo mineral e maior concentragao conidial.
Camargo et al. (2012) observaram percentuais de
mortalidade inferiores aos observados no presente
estudo quando o mesmo periodo apos o tratamen-
to foi comparado. Provavelmente se deve ao fato
dos isolados testados serem diferentes, ja que exis-
te variagdo genética e de viruléncia entre isolados
da mesma espécie fungica (Fernandes et al. 2006,
Scrank & Vanstein 2010), além das espécies de car-
rapatos utilizadas em ambos os estudos serem dife-
rentes.

As formulagdes de Boveril® interferiram signi-
ficativamente em todos os estagios de desenvolvi-
mento de D. nitens, no entanto os melhores resul-
tados foram obtidos com as maiores concentragdes
conidiais. Resultados semelhantes foram observa-
dos por Castro et al. (1997), que relataram aumento
da mortalidade de ninfas e adultos de R. microplus

com o aumento da concentra¢do de conidios. Pos-
teriormente, Reis et al. (2001) também observaram
tal efeito para A. cajennense inoculados com M.
anisopliae ou B. bassiana.

Poucos estudos demonstram a utilizacao de for-
mulagdes para o controle de D. nitens. Souza et.al.
(2009) demonstraram que B. bassiana foi mais vi-
rulenta para larvas e ninfas de D. nitens quando as-
sociada a gel polimerizado de celulose, garantindo
a atuagdo do bioacaricida em testes de campo. Os
resultados obtidos no presente trabalho demonstram
a eficacia in vitro do produto comercial Boveril®
formulado em 6leo mineral para ovos, larvas e fé-
meas ingurgitadas de D. nitens, sugerindo a utiliza-
cdo destas formulacdes no programa de controle a
campo deste carrapato.

CONCLUSAO

A formula¢do comercial de Boveril® WP apre-
senta eficdcia para o controle in vitro de D. nitens.
No entanto, os melhores resultados foram obtidos
quando o produto foi formulado em 6leo mineral.
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