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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de Beauveria bassiana (Bb), terra diatomécea (TD) e
microrganismos eficazes (EM-4), associados ou ndo, no controle de Alphitobius diaperinus, e o efeito de EM-4
no desenvolvimento de B. bassiana. Os agentes de controle (Bb, TD e EM-4), em diferentes concentragdes e
combinagdes, foram aplicados em uma mistura de cama-de-frango e racao, em que os insetos foram acondicionados
por dez dias. Avaliaram-se, in vitro: a germinacdo, as unidades formadoras de colonia (UFC), o crescimento
vegetativo e a produtividade de conidios de Bb em contato com suspensdo aquosa de EM-4 (1%) ndo filtrada e
filtrada. Os maiores indices de mortalidade foram observados nos tratamentos TD + Bb + EM-4 ¢ TD + Bb, nas
maiores concentragdes. Verificou-se efeito ndo-aditivo sinérgico para TD + Bb nas trés concentragdes. Nos testes
com EM-4 filtrado, ndo houve diferenca em relagdo a testemunha quanto a germinacdo e as UFC, entretanto, o
crescimento vegetativo e a produtividade de conidios foram negativamente afetados. O uso conjunto de
B. bassiana e terra diatomdcea, para o manejo de populacdes de A. diaperinus, pode reduzir o uso de produtos
quimicos.

Termos para indexacao: avicultura, cascudinho, controle bioldgico, entomopatdgeno, Tenebrionidae.

Associated control of Alphitobius diaperinus and effect of effective microorganisms

in the development of Beauveria bassiana

Abstract — The objective of this work was to evaluate Beauveria bassiana (Bb), diatomaceous earth (TD) and
effective microorganisms (EM-4), associated or not, to Alphitobius diaperinus control, and the EM-4 effect on
B. bassiana development. The control agents (Bb, TD and EM-4), in different concentrations and combinations,
were applied in a mixture of litter and chicken food, where insects had been left per ten days. Conidia germination,
colony-forming units (CFU), vegetative growth and the productivity of Bb conidia were evaluated when in
contact with a filtered and non filtered watery EM-4 suspension (1%). The highest indices of mortality were
observed in the treatments TD + Bb + EM and TD + Bb in the highest concentrations. A synergic non additive
effect was observed for TD + Bb in the three concentrations. In filtered EM-4 tests, no difference was observed
related to the control of germination and CFU, however, vegetative growth and conidia productivity were
negatively affected. The joint use of B. bassiana and diatomaceous earth for A. diaperinus populations
management can minimize the use of chemical products.

Index terms: poultry keeping, darkling beetle, biological control, entomopathogen, Tenebrionidae.

Introducao

Os avancgos na avicultura, obtidos pelo melhoramento
genético dos animais, nutricao e manejo, resultaram em
curtos periodos de criacdo, porém em condigdes que
comprometem o bem-estar das aves e a eficiéncia dos
sistemas de producao. Entre os problemas, pode-se citar

a ocorréncia, em grandes populacdes, de Alphitobius
diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae),
também conhecido como cascudinho. Esse inseto,
anteriormente citado como praga de graos armazenados,
foi introduzido nos avidrios junto a ragcdo destinada a
alimentacdo das aves e adaptou-se as condi¢des dos
sistemas de criacdo, onde se tornou a principal praga
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(O’Connor, 1987). Além de ser vetor de diversas
doencas que atacam as aves e os homens, esse inseto
serve de alimento alternativo, com isso, diminui o
consumo de racdo e conseqiientemente o ganho de peso
dos animais (Axtell & Arends, 1990).

A presenca constante das aves nos avidrios dificulta
o controle desses insetos com agrotéxicos, que podem
causar a intoxicacdo dos animais (Alves et al., 2005).
A ocorréncia natural de fungos entomopatogénicos,
como Beauveria bassiana (Bals.), na praga, sugere o
potencial de controle desses patégenos, principalmente
em razdo das condi¢des de temperatura e umidade da
cama-de-frango, que podem favorecer a ocorréncia de
epizootias dos fungos (Alves et al., 2005). Além disso,
os fungos entomopatogénicos sao indcuos aos animais
endotérmicos (Alves, 1998), e podem ser utilizados nos
avidrios durante todo o desenvolvimento dos animais.

Outro produto de origem orgénica, que niao produz
residuos téxicos, € a terra diatomdcea, utilizada
principalmente no controle de pragas em graos
armazenados (Korunic, 1998; Lorini, 2001). Terra
diatomécea € um sedimento amorfo que se origina de
organismos unicelulares vegetais, como algas
microscopicas aqudticas, marinhas e lacustres (Andrade
et al., 2001), que provoca danos a cuticula dos insetos
pela adsor¢do da cera da epicuticula e pela abrasao da
cuticula, o que a torna permedvel a 4gua e promove a
morte por dessecagdo (Korunic, 1998). A atividade
prolongada dos pds inertes, aliada a incapacidade dos
insetos de desenvolver resisténcia a eles, os tornam
potencialmente competitivos para o controle de pragas,
além disso, o uso de terra diatomdcea no controle de
insetos tende a se tornar muito comum em regides de
clima seco em razdo da melhoria de sua eficiéncia
(Atui et al., 2003).

O composto microbiano, originalmente denominado
microrganismos eficazes (EM-4), vem sendo utilizado
em avidrios, com o objetivo de alterar a composicao
microbiana da cama-de-frango e diminuir a quantidade
de amonia para tornd-la inadequada ao desenvolvimento
do cascudinho. Sua incorporag@o nos sistemas de criagao
de aves ¢ feita pela pulverizacdo sobre a cama-de-
frango, ou ainda, misturado a d4gua dos bebedouros, para
fornecer aos animais vitaminas e antibidticos. Esse
produto é composto por bactérias 4dcido-ldticas
(Lactobacillus e Pediococcus), leveduras
(Sacharomyces), bactérias fotossintéticas e
actinomicetos, todos compativeis entre si (Higa & Parr,
1994). No Brasil, é produzido pela Fundagdo Mokiti
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Okada e utilizado também nos cultivos de hortalicas,
cereais, frutas e flores. Esses microrganismos produzem
dcidos organicos, hormdnios vegetais (giberelinas,
auxinas e citocininas), além de vitaminas, antibidticos e
polissacarideos (Higa, 1992), no entanto, ndo siao
conhecidos relatos sobre sua eficiéncia para o controle
de pragas.

Em sistemas onde se pretende utilizar métodos
alternativos de controle de pragas, como a utilizacdo de
B. bassiana, terra diatomécea e EM-4, é importante
conhecer o efeito conjunto destes agentes,
principalmente a relacdo entre B. bassiana e EM-4, por
se tratar de microrganismos que podem competir
entre si.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
B. bassiana (Bb), terra diatomacea (TD) e
microrganismos eficazes (EM-4), associados ou ndo, no
controle de A. diaperinus, e o efeito de EM-4 no
desenvolvimento in vitro de B. bassiana.

Material e Métodos

O experimento foi realizado com 20 mil insetos adultos
daespécie A. diaperinus coletados em avidrio comercial
no Municipio de Londrina, PR. Em laboratdrio, os insetos
foram separados da cama-de-frango e acondicionados
em bandejas com racio, até a instalagdo do experimento,
por cerca de 24 horas. A cama-de-frango utilizada no
experimento, como substrato para os insetos, foi coletada
no mesmo avidrio, era constituida de maravalha e foi
reutilizada pelo segundo lote consecutivo de aves. Para
a retirada dos insetos, fezes e outros materiais, e para a
homogeneizacdo do tamanho das particulas, a cama-
de-frango foi peneirada (malha de 1 mm). Em caixas
acrilicas com tampa (gerbox: 11x11x3,5 cm),
adicionaram-se 58 g de cama-de-frango peneiradae?2 g
de ragdo para aves para alimentar os insetos durante o
experimento.

Os agentes de controle de A. diaperinus, testados
de maneira isolada ou associados dois a dois e trés a
trés, foram: conidios do isolado Unioeste 4 de
B. bassiana, previamente selecionado para o controle
de A. diaperinus (Rohde et al., 20006); terra diatomdcea
comercial, composta por 86% de didxido de silica amorfa,
com particulas de aproximadamente 15 um; e EM-4.

As aplicagdes de terra diatomdacea e B. bassiana
foram realizadas apenas no primeiro dia, misturadas ao
substrato na forma sélida (conidios do fungo e/ou
particulas de terra diatomdcea). As concentragdes de
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terra diatomdcea utilizadas foram: 0,5, 1,0 e 1,5%, em
relacdo ao peso total do substrato de cada gerbox (60 g).
Essas concentragdes foram definidas com base em pré-
testes, em que a maior concentracdo (1,5%) foi
responsavel por um controle de aproximadamente 6%
da populacdo de insetos.Utilizaram-se conidios de
B. bassiana produzidos em meio BDA, com viabilidade
superior a 97% em teste de germinacdo; as
concentragcdes no experimento foram: 0,02, 0,04 e 0,08%
do peso total do substrato. Essas concentracdes também
foram estabelecidas em pré-testes, em que a maior
concentracdo (0,08%) correspondeu a mortalidade de
aproximadamente 20% dos individuos. Como um dos
objetivos do trabalho foi avaliar a acdo conjunta dos
agentes de controle, optou-se por utilizar concentragdes
capazes de causar baixa mortalidade e, assim, evidenciar
a interacdo, positiva ou negativa, entre os agentes de
controle. Por meio de cdlculos matemdticos, verificou-
se que, para o método de Koppenhofer et al. (2000),
quando se utilizam concentracdes em que a soma da
percentagem de mortalidade dos agentes (M; + M;) é
igual ou superior a 116%, ndo é possivel visualizar os
efeitos ndo-aditivos, pois os valores de %2 calculado
serdo sempre inferiores ao tabelado, visto que a
mortalidade médxima a ser obtida na associacdo dos
agentes (M) ndo ultrapassa o valor de 100%.

Para ser utilizado no experimento, o EM-4 foi ativado
segundo a recomendacdo do fabricante, em que EM-4,
melaco de cana-de-aguicar e dgua destilada esterilizada
foram misturados nas proporc¢des, em volume, de 1:1:8.
A mistura foi mantida a 35°C, e o produto da fermentacio,
decorrente do processo de ativacdo, foi diluido em dgua
destilada esterilizada a 1% (V V1), tendo sido utilizada
do terceiro ao nono dia apds o inicio da ativacgdo.
A aplicacdo do EM-4 foi feita por pulverizacdes didrias
sobre a cama-de-frango. A dose recomendada para a
aplicacdo do EM-4 em avidrios é feita com base na drea
do avidrio; assim, para a conversdo da dose em relacao
a peso de substrato, em cada gerbox (60 g), considerou-
se que 1 m? a 0,20 m de profundidade de cama-de-
frango contém aproximadamente 15 kg. As doses e as
aplicacdes foram feitas em trés etapas: no primeiro dia,
realizou-se a pulverizacdo de choque de 4 mL por gerbox
sobre a cama-de-frango; no segundo dia, pulverizou-se
0,4 mL; e do terceiro ao sétimo dia foram feitas
pulverizagdes didrias de 0,16 mL. Durante as
pulverizacdes, a cama-de-frango foi revolvida para
melhor incorporacdo do produto ao substrato.
As aplicagdes foram feitas com pulverizador Airbrush,

acoplado a um compressor-aspirador Fanen-Diapump
na presséo de 0,8 kgf cm!.

No tratamento testemunha nao foi realizada a
aplicacdo dos agentes de controle e os insetos foram
mantidos no gerbox apenas com cama-de-frango e racao.
Foram realizados 20 tratamentos, cada um com cinco
repeticdes (gerbox) de 200 insetos. Os tratamentos
foram mantidos em camara climatizada (25+£1°C e
fotéfase de 12 horas), e a avaliag@o foi realizada no
décimo dia apds o inicio da instalacdo do experimento,
em que se quantificaram os insetos mortos.

Os dados de mortalidade total foram submetidos a andlise
de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Antes de serem analisados
estatisticamente pelo método proposto por Koppenhofer
et al. (2000), os dados foram corrigidos pela férmula de
Shneider e Orelli (Nakano et al., 1981). O método de
Koppenhofer et al. (2000) avalia a interagdo dos agentes
de controle em associagdes, pelo teste de qui-quadrado, e
considera Y2 = (Mj; - Mg)?/Mg, em que M, é a
mortalidade no tratamento onde foram aplicados os agentes
de controle em associacdo; e Mg é a mortalidade esperada,
sendo Mg =M; + M; x (1 -M/100), em que
M, e M, representam a mortalidade nos tratamentos
com apenas um dos agentes. Para o tratamento T18,
em que foram associados trés agentes de controle,
considerou-se 2= (M2 -Mg)*Mg € Mg =M+ M, +M; -
[(M{xM;xM3)/100]. Para 2 significativo (3,84
para 1 grau de liberdade, p<0,05), o efeito foi considerado
nao-aditivo e sinérgico, se M, - Mg<0, ou antagdnico
se M, - Mg>0. Se %2 foi ndo-significativo, o efeito foi
considerado aditivo.

As varidveis analisadas para estudar o efeito in vitro
do EM-4, sobre conidios de B. bassiana, foram a
germinacdo dos conidios, as unidades formadoras de
colonias (UFC), o crescimento vegetativo e a
produtividade de conidios. Para ser utilizado no
experimento, o EM-4 foi ativado segundo o método
descrito no experimento anterior, em que no terceiro dia
apos o inicio da ativagao, foi diluido em dgua destilada
esterilizada a 1% (V V-!). Para avaliar a a¢do entre os
microrganismos existentes no EM-4 e, também, os
efeitos de seus metabdlitos, os testes foram realizados
com EM-4 sem filtrar e filtrado em membrana de 10 kd,
pelo sistema de ultra-filtracdo Amicon, com pressdo de
nitrogénio de 100 kPa.

Para o teste de germinacdo utilizaram-se 1aminas para
microscopio (2,5x7,5 cm) com 3 mL de meio BDA, em
que foi pulverizado 0,1 mL da suspensdo do fungo a
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1x107 conidios mL-!, em solugdo aquosa de Tween 20 a
0,02% (V V-1), e 0,1 mL da calda de EM-4. A avaliag¢do
foi realizada 24 horas ap6s a contaminac¢do. Com auxilio
de microscopio 6ptico, observaram-se aproximadamente
200 conidios, divididos em dois campos, e foram
quantificados os germinados e os ndo germinados.

Para avalia¢do das unidades formadoras de colonias
(UFC), pulverizou-se 0,1 mL de uma suspensdo de
conidios a 1x103 conidios mL-!, em soluc¢@o aquosa de
Tween 20 a 0,02% (V V-1), e 0,1 mL de EM-4, sobre
placas de Petri de 9 cm de didmetro com 20 mL de meio
BDA. A avaliacdo foi realizada oito dias apds a
contaminacdo, tendo-se quantificado as coldnias
formadas.

Nos testes de crescimento vegetativo e
produtividade de conidios, pulverizou-se 0,1 mL de
EM-4 sobre placas de Petri de 9 cm de didmetro com
aproximadamente 20 mL de meio BDA. Em seguida,
o fungo foi colocado em trés pontos eqiiidistantes,
com o auxilio de uma al¢a de platina. No 14¢ dia apds
a contaminacao, calculou-se a drea de cada colonia
pela média obtida com as medidas dos didmetros
maior e menor, tendo-se escolhido uma coldnia por
placa, ao acaso. Dessas mesmas colonias, avaliou-
se a produtividade de conidios, recortando-se o centro
delas com um vazador circular (2,27 cm?). Os discos
de meio com o fungo foram suspensos em solugio
aquosa de Tween 20 a 0,02% (V V1) e submetidos
a agitacdo por 30 s em vortex. Apds as dilui¢des
necessdrias, o nimero de conidios foi quantificado
por meio de cdmara de Neubauer.

As aplicacdes da suspensdo de fungo e da calda de
EM-4 ativado foram feitas com pulverizador Airbrush,
acoplado a um compressor-aspirador Fanen-Diapump
a pressdo de 1 kgf cm-!. Todos os tratamentos foram
mantidos em camara climatizada (25+1°C e fotofase de
12 horas). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢cdes (placas) por
tratamento. Para cada teste, foi feita uma testemunha
em que se aplicou apenas solucdo aquosa de Tween 20
a 0,02% (V V-1). Os dados foram submetidos a andlise
de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Verificou-se que no décimo dia da instalacdo do
experimento, para a menor concentracdo dos agentes
de controle, tanto em associacdo como isoladamente,
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os maiores indices de mortalidade de A. diaperinus
foram observados nos tratamentos T7 (TD + Bb) com
25,20%, seguido de T4 (Bb) com 13% (Tabela 1). Para
a concentracao média, verificou-se maior controle em
T8 (TD + Bb) com 35,40%, seguido de T17 (TD + Bb +
EM-4) com 30,40%. Na maior concentracdo, os
melhores tratamentos foram T18 (TD + Bb + EM) e T9
(TD + Bb), com 49,80 e 41,40%, respectivamente.
Quanto a menor concentracdo e a concentracao média,
os tratamentos T10 e T11, que continham apenas TD +
EM, nao diferiram da testemunha, com mortalidade de
1,4 e 4,6%, respectivamente. Os tratamentos em que
foi utilizada a terra diatomdcea associada a B. bassiana
foram sempre superiores, com niveis de mortalidade mais
elevados.

Ao comparar a mortalidade nas diferentes
concentragcdes, em relacdo aos agentes de controle,
associados ou nio, verificou-se que, nos tratamentos com
Bb (T4, T5 e T6), TD + Bb (T7, T8 e T9), Bb + EM-4
(T13, T14eT15)e TD + Bb+ EM-4 (T16, T17 e T18),
os indices de mortalidade foram diretamente
proporcionais a concentracio utilizada (Tabela 1). Para
TD + EM-4 (T10, T11 e T12), os maiores indices de
mortalidade foram observados nas duas maiores
concentracgdes, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

Nos tratamentos apenas com TD (T1, T2 e T3), ndo
houve diferenca no controle de A. diaperinus em
relacdo as concentracdes utilizadas, com mortalidade
de 3,80 a 6,80%; a menor concentracdo e a
concentracdo média ndo diferiram da testemunha
(Tabela 1). Esses resultados sao inferiores aos de Alves
et al. (2006), que ao utilizar quantidades inferiores de
TD (0,1, 0,2 e 0,3%), misturadas a ragdo, observaram
mortalidade de A. diaperinus entre 70 ¢ 90% ao
décimo dia de avaliac@o e a mesma temperatura. Esta
diferenca dos valores de mortalidade pode estar
relacionada aos substratos utilizados nos diferentes
estudos, ou entdo ao menor niimero de insetos utilizados
por Alves et al. (2000).

A comparacdo entre os 20 tratamentos mostra que
os maiores indices de mortalidade de A. diaperinus
ocorreram nos tratamentos T18 (TD + Bb + EM-4: maior
concentracdo), T9 (TD + Bb: maior concentracdo) e
T8 (TD + Bb: concentracdo média), com 49,8, 41,4 e
35,4%, respectivamente (Tabela 1). As menores taxas
de mortalidade foram observadas nos tratamentos T1
(TD: menor concentracido), T19 (EM-4), T10
(TD + EM-4: menor concentracdo), T11 (TD + EM-4:
concentracdo média) e T12 (TD + EM: maior
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concentracdo), os quais ndo diferiram estatisticamente
da testemunha, com mortalidade inferior a 5%.

Quando se analisaram os valores médios de
mortalidade corrigida, nas trés concentragdes, para cada
agente de controle ou associacdo, verificou-se que o
nivel de controle em que se utilizou apenas Bb (16,73%)
foi cinco vezes superior ao observado com TD (3,27%)
(Tabela 1). Na associagcdo TD + Bb (32,65%), a
mortalidade foi dez vezes superior, em comparagdo a
média com TD (3,27%), e aproximadamente duas vezes
maior em relacdo a média com Bb (16,73%). Ao se
comparar a associacdo TD + Bb (32,65%) com TD +
Bb + EM-4 (27,96%), verificou-se reducdo na
mortalidade de A. diaperinus, que mostrou efeito
negativo de EM-4. O mesmo fato pode ser observado,
quando o EM-4 foi associado a B. bassiana, e também
a terra diatomdcea.

O aumento da eficiéncia de controle de A. diaperinus
promovido pela associacdo de B. bassiana com terra
diatomdcea reduz a quantidade necessdria de cada
agente, 0 que torna o controle economicamente mais
vidvel. Incrementos da mortalidade, em associa¢des de
B. bassiana com terra diatomécea, também foram
observados para pragas de graos armazenados como
Rhyzopertha dominica e Tribolium confusum (Vayas
& Athanassiou, 2004; Lord, 2005). Akbar et al. (2004)
ndo verificaram diferenca na mortalidade de Tribolium
castaneum entre os tratamentos que contiveram apenas
o fungo e em associacao.

Ao se analisar a interacdo dos agentes de controle
(Koppenhofer et al., 2000), verificou-se efeito ndo-
aditivo sinérgico nos tratamentos para as trés
concentragcdes de TD + Bb (T7, T8 e T10)
(Tabela 1). Esses dados mostram que existe ganho

Tabela 1. Mortalidade total e corrigida de adultos de Alphitobius diaperinus submetidos a acdo de diferentes agentes de
controle bioldgico, associados ou ndo, e interagdo dos agentes em associa¢do no décimo dia de avaliacao(D.

Tramento Agentes de controle® Mortalidade (%) Interagdo dos agentes
D Bb EM-4 Total Corrigida de controle
T1 0,5 - - 3,80+0,371JLaDE 1,84 -
T2 1,0 - - 5,00+0,941JLaE 3,06 -
T3 1,5 - - 6,80+0,921JaF 4,90 -
Média - - - 5,20 3,27 -
T4 - 0,02 - 13,00+0,95GcB 11,22 -
T5 - 0,04 - 18,80+1,46FbC 17,14 -
T6 - 0,08 - 23,40+1,12EFaC 21,34 -
Média - - - 18,40 16,73 -
T7 0,5 0,02 - 25,20+1,16EcA4 23,67 Nao-aditivo sinérgico
T8 1,0 0,04 - 35,40+1,21Cb4 34,08 Nao-aditivo sinérgico
T9 1,5 0,08 - 41,40+0,98BaB 40,20 Nao-aditivo sinérgico
Média - - - 34,00 32,65 -
T10 0,5 - EM-4 1,40+0,67LbE -0,61 Aditivo
T11 1,0 - EM-4 4,60+0,511JLaE 2,65 Aditivo
T12 1,5 - EM-4 5,00+0,551JLaEF 3,06 Aditivo
Média - - - 3,67 1,70 -
T13 - 0,02 EM-4 7,40+0,68HIcCD 5,51 Aditivo
T14 - 0,04 EM-4 12,00+1,05GHbD 10,20 Aditivo
T15 - 0,08 EM-4 18,60+1,08FaD 16,94 Aditivo
Média - - - 12,67 10,38 -
T16 0,5 0,02 EM-4 8,00+1,00HIcC 6,12 Aditivo
T17 1,0 0,04 EM-4 30,40+1,03DbAB 28,98 Aditivo
T18 1,5 0,08 EM-4 49,80+1,39Aa4 48,78 Aditivo
Média - - - 29,40 27,96 -
T19 - - EM-4 1,60+0,51LEEF® -0,41 -
T20 - - - 2,00+0,63JLEEF 0,00 -

(DMédias (erro-padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade (CV = 13,66%) (letras maidsculas comparam todos os
tratamentos; letras mindsculas comparam cada agente de controle entre as trés concentracdes; e letras maitsculas em itdlico comparam os
tratamentos na concentragcdo menor, média e maior). @TD, terra diatomdcea; Bb, Beauveria bassiana; EM-4 ativado; quantidade (%) dos agentes
de controle, em relagdo a massa total do substrato (60 g), utilizada nos tratamentos. PAs letras EEF em T19 e T20 sdo as comparagdes para as

concentragdes menor, média e maior, respectivamente, entre todos os agentes de controle.
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significativo de eficiéncia de controle, quando os dois
agentes sdo associados. Este aspecto pode ser
explorado em programas de manejo de populacdes
de cascudinho, incorporando-se os dois agentes de
controle associados. Nas associacdes de TD + EM-4
(T10, T11 e T12), Bb + EM-4 (T13, T14 e T15) e
TD + Bb + EM-4 (T16, T17 e T18), nas trés
concentracdes, o efeito observado foi aditivo, o que
confirma que a acdo do EM-4 diminui a eficiéncia
dos demais agentes de controle. Efeitos sinérgicos,
decorrentes da associacdo de terra diatomécea e
B. bassiana, também foram observados no controle
de R. dominica (Lord, 2001), T. castaneum (Akbar
et al., 2004) e A. diaperinus (Oliveira & Alves,
2007).

Para os testes in vitro realizados com EM-4, nao
submetidos ao processo de filtragdo, ndo foi
observada diferenca significativa quanto ao nimero
de conidios germinados no tratamento com EM-4 e
na testemunha, com 97,94 e 98,22% de germinacio,
respectivamente. Nos testes de UFC, crescimento
vegetativo e produtividade de conidios, ndo ocorreu
desenvolvimento do fungo, tendo-se observado no
meio de cultura apenas coldnias de bactérias e
leveduras, o que pode ser explicado pela competicao
entre os microrganismos em estudo, ja que o EM-4 é
composto por bactérias dcido-laticas (Lactobacillus
e Pediococcus), leveduras (Sacharomyces) e, em
menor nimero, por bactérias fotossintéticas e
actinomicetos, todos compativeis entre si (Higa &
Parr, 1994). Antes de ser ativado e diluido, o produto
comercial EM-4 apresenta uma concentracdo de
leveduras com 2x10° UFC mL-!, na suspensdo, e
1x10° UFC mL-! de bactérias produtoras de dcido-
latico (Guim et al., 2002). O acelerado crescimento
desses microrganismos pode ter influenciado, de

Tabela 2. Efeito do composto EM-4 ativado, submetido a
filtrac@o, sobre o fungo Beauveria bassiana, em quatro
varidveis do desenvolvimento in vitrotV.

Variavel® Tratamentos CV (%)
Testemunha EM-4

Germinagao (%) 97,39+1,00a 96,97+1,09a 2,24

UFC 114,40+2,03a 116,20+2,51a 4,44

CV (ecm?) 13,17+0,62a 7,64+0,62b 9,60

PD (conidios cm™) 39,01x107+4,49a 18,77x107+2,99b 28,95

(DMédias (+erro-padrio) seguidas de letra igual, na linha, nio diferem
entre si, a 5% de probabilidade. @UFC, unidades formadoras de colonias;
CV, crescimento vegetativo; PD, produtividade de conidios.
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maneira negativa, o desenvolvimento do fungo, em
conseqiiéncia da competicdo pelo substrato (Pelczar
et al., 1980).

No teste de germinacdo em que se utilizou EM-4,
submetido ao processo de filtracdo, ndo houve diferenca
estatistica entre o tratamento com este produto e a
testemunha, com viabilidade dos conidios superior a 96%
(Tabela 2). Também ndo se observou diferenca
significativa quanto ao teste de UFC. As demais
varidveis analisadas foram afetadas pela aplicacdo de
EM-4, com redugdo de aproximadamente 42%, em
relacdo ao crescimento vegetativo, e de 52% na
produtividade de conidios. Neste caso, desconsidera-se
a existéncia de competicdo entre 0s microrganismos,
em razdo do processo de filtracdo, que eliminou as células
reprodutoras. A acdo inibidora de EM-4 sobre o
desenvolvimento de B. bassiana pode ser atribuida aos
metabdlitos produzidos pelos microrganismos existentes
no produto, ou ao valor de seu pH, de aproximadamente
3,2 (Higa & Parr, 1994), pois, segundo Hallsworth &
Magan (1996), a melhor faixa de pH para o
desenvolvimento de B. bassiana situa-se entre 5 e 8.

Os resultados observados nesse teste auxiliam no
entendimento dos resultados de mortalidade de
A. diaperinus, em que se observou reducio no controle
da praga, nos tratamentos em que o EM-4 foi associado
a B. bassiana, o que ressalta o efeito negativo de EM-4
sobre o fungo. Para os tratamentos em que o EM-4 foi
associado a terra diatomdcea, também houve reducio
na mortalidade, porém nesse caso, a dgua utilizada
durante as pulverizacdes didrias de EM-4 pode ter
contribuido com o aumento da umidade no recipiente e
interferido no efeito da terra diatomécea, em razdo da
diminuicdo da abrasdo e, em conseqiiéncia, pode ter
provocado menor efeito dessecante (Fields & Korunic,
2000; Mewis & Ulrichs, 2001). As particulas de terra
diatomdcea, ao absorver dgua, tornam-se menos eficazes
(Arthur, 2001), assim, a terra diatoméacea € mais eficiente
em condi¢des de clima seco (Atui et al., 2003).

Oliveira & Alves (2007) verificaram que, para o
controle de A. diaperinus, a eficiéncia da terra
diatomécea, do fungo B. bassiana e da associacdo de
ambos, foi maior em condigdes de baixa umidade relativa.
Resultados semelhantes foram observados por Lord
(2005), no controle de R. dominica com esses mesmos
agentes. A variagdo de 10% na umidade relativa é
suficiente para influenciar os resultados de mortalidade
provocados por esses agentes, para o controle de
T. confusum (Vayas & Athanassiou, 2004).
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Conclusoes

1. A utilizacdo associada de terra diatomdcea e
Beauveria bassiana tem efeito nado-aditivo sinérgico
para o controle de Alphitobius diaperinus.

2. O composto EM-4 reduz a mortalidade de
A. diaperinus se associado a terra diatomaécea e
B. bassiana.

3. Em testes in vitro, o composto EM-4 reduz o
crescimento vegetativo e a produtividade de conidios de
B. bassiana.
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