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RESUMO

GOMES, Karolline de Paula Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro
de 2025. Avaliacao da compatibilidade entre produto comercial biolégico a
base de Bacillus velezensis e defensivos quimicos in vitro. Orientador: Franklin
Jackson Machado. Coorientador: Odair José Kuhn.

O uso de agentes bioldgicos, como Bacillus velezensis, tem se destacado no manejo
integrado de doencas, sendo uma alternativa sustentavel aos defensivos quimicos.
No entanto, a compatibilidade fisico-quimica e biolégica entre biofungicidas e
agroquimicos é essencial para garantir a eficacia da aplicagdo em tanque. Este
estudo avaliou, in vitro, (i) a compatibilidade de um produto comercial biolégico a
base de B. velezensis com diferentes grupos de defensivos quimicos, determinando
0 impacto dessas misturas no crescimento e na viabilidade do microrganismo apos
duas horas de exposicao, (i) as propriedades fisico-quimicas das caldas, visando
identificar possiveis alteracbes que pudessem comprometer sua estabilidade e
eficadcia em condigdes de laboratorio. Trés experimentos foram conduzidos: (i)
determinacdo da diluicdo ideal do biofungicida para contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC), (ii) avaliacdo da viabilidade microbiana apés duas
horas de exposicao as misturas e (iii) analise quantitativa (pH, condutividade elétrica
e temperatura) e qualitativa (flotagdo, sedimentacdo, formacdo de grumos e
separacao de fases) das caldas. Os resultados indicaram que a maioria das misturas
manteve condi¢cdes adequadas para a sobrevivéncia do agente de controle biolégico,
porém, algumas combinacdes, especialmente aquelas contendo glifosato,
mancozebe, clorotalonil e acefato, apresentaram alteragdes significativas no
crescimento de Bacillus velezensis, pH, condutividade elétrica e caracteristicas
visuais, como formacao de grumos, sedimentacao e separacao de fases, sugerindo
incompatibilidade. Estes achados evidenciam que a interacao entre principios ativos
pode influenciar a compatibilidade bioldégica e fisico-quimica, reforcando a
importancia de avaliagbes prévias de misturas para otimizar a eficacia do
biofungicida e promover a sustentabilidade do manejo fitossanitario.

Palavras-chave: misturas de agroquimicos; compatibilidade fisico-quimica; eficiéncia
bioldgica; manejo integrado de doencas



ABSTRACT

GOMES, Karolline de Paula Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
September, 2025. Evaluation of compatibility between a commercial biological
product based on Bacillus velezensis and chemical pesticides in vitro. Adviser:
Franklin Jackson Machado. Co-adviser: Odair José Kuhn.

The use of biological agents, such as Bacillus velezensis, has gained prominence in
integrated disease management, representing a sustainable alternative to chemical
pesticides. However, the physicochemical and biological compatibility between
biofungicides and agrochemicals is essential to ensure the effectiveness of tank-mix
applications. This study evaluated, in vitro, (i) the compatibility of a commercial
biological product based on B. velezensis with different groups of chemical
pesticides, determining the impact of these mixtures on the growth and viability of the
microorganism after two hours of exposure, and (ii) the physicochemical properties of
the spray mixtures, aiming to identify potential changes that could compromise their
stability and efficacy under laboratory conditions. Three experiments were conducted:
(i) determination of the optimal dilution of the biofungicide for colony-forming unit
(CFU) counts, (ii) assessment of microbial viability after two hours of exposure to the
mixtures, and (iii) quantitative (pH, electrical conductivity, and temperature) and
qualitative (flotation, sedimentation, clumping, and phase separation) analyses of the
spray mixtures. The results indicated that most mixtures maintained conditions
suitable for the survival of the biological control agent. However, some combinations,
particularly those containing glyphosate, mancozeb, chlorothalonil, and acephate,
caused significant changes in Bacillus velezensis growth, pH, electrical conductivity,
and visual characteristics, such as clumping, sedimentation, and phase separation,
suggesting incompatibility. These findings highlight that interactions between active
ingredients can influence both biological compatibility and physicochemical stability,
emphasizing the importance of prior evaluation of mixtures to optimize biofungicide
efficacy and promote sustainable plant protection management.

Keywords: agrochemical mixtures; physicochemical compatibility; biological
efficiency; integrated disease management
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1. INTRODUGAO

A agricultura contemporanea enfrenta desafios cada vez mais complexos, especialmente
no que se refere a sustentabilidade e a seguranca alimentar, impulsionados pela necessidade de
conciliar o aumento da produtividade com a mitigacao dos impactos ambientais (Reis Duarte
et al., 2025). Entre os fatores que ameacam esse equilibrio, as doencas de plantas se destacam
por seu potencial de causar perdas expressivas em culturas de importancia econémica global.
Na soja, por exemplo, as perdas podem superar 30% da produgdo (Chang et al., 2017; Guo et
al., 2021), enquanto no milho, a reducdo de produtividade pode variar de 10% a 80%, a
depender das condigdes ambientais e da suscetibilidade das cultivares (Sousa; Bonfin; Lima,
2023).

Para mitigar esses impactos, o Manejo Integrado de Pragas e Doencas (MID) emerge
como uma estratégia abrangente e sustentavel. O MID preconiza a combinacdo de diversas
taticas de controle, incluindo métodos bioldgicos, culturais, mecanicos, quimicos e
biotecnoldgicos, visando otimizar a eficacia do controle de doengas e minimizar a dependéncia
de defensivos quimicos sintéticos (Silva et al., 2024).

Historicamente, os fungicidas quimicos tém sido a principal ferramenta no controle de
doengas de plantas. No entanto, a crescente preocupagdo com os impactos ambientais e a saide
humana, bem como o surgimento de resisténcia a fungicidas em populagdes de fitopatdogenos,
tém impulsionado a busca por alternativas mais sustentaveis (Carmona-Hernandez et al., 2019;
Santos, 2023). Nesse cenario, o controle bioldgico tem se consolidado como uma opcao
promissora, utilizando organismos vivos ou seus metabolitos para suprimir fitopatogenos.

Dentre os agentes de biocontrole, as bactérias do género Bacillus destacam-se pela sua
versatilidade e eficacia. Caracterizadas por serem Gram-positivas, aerobias ou facultativas
anaerobias, e pela capacidade de formar enddsporos, as espécies de Bacillus exibem alta
resisténcia a condi¢cdes ambientais adversas (Zhou et al., 2021). Espécies como B. subtilis, B.
thuringiensis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. velezensis e B. licheniformis sdo
reconhecidas por seu potencial no controle de diversos fitopatdgenos e na promogao do
crescimento vegetal (Barbieri, 2023).

Contudo, a pratica comum de misturar produtos bioldgicos com defensivos quimicos no
mesmo tanque de pulverizacdo, embora economicamente vantajosa, levanta questdes cruciais
sobre a compatibilidade e a manutencao da eficacia desses agentes bioldgicos (Conrad, 2022).
Estudos in vitro tém demonstrado que a interagdo entre microrganismos benéficos e
agroquimicos pode ser complexa. Por exemplo, certos herbicidas, como o glifosato, podem

afetar a viabilidade celular de espécies de Bacillus, embora a capacidade de biocontrole possa



ser mantida sob certas condi¢des (Gongalves, 2016). A complexidade dessas interagdes no
ambiente agricola, que envolvem variaveis como tempo de exposicdo, formulagdo dos
defensivos e condigdes ambientais, reforca a necessidade de investigacdes aprofundadas.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a compatibilidade
de um produto comercial bioldgico a base de B. velezensis com diferentes grupos de defensivos
quimicos, determinando o impacto dessas misturas no crescimento e na viabilidade do
microrganismo ap6s duas horas de exposi¢do. Adicionalmente, foram analisadas as
propriedades fisico-quimicas das caldas, visando identificar possiveis alteracdes que pudessem

comprometer sua estabilidade e eficacia em condigdes de laboratorio.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Controle biolédgico e sua relevancia na agricultura

O controle bioldgico tem se consolidado como uma estratégia para o manejo
sustentavel de doengas de plantas, baseando-se no uso de microrganismos vivos ou de seus
metabolitos para suprimir a atividade de fitopatogenos (Lahlali et al., 2022; Collinge et al.,
2022). Essa abordagem tem recebido crescente atencdo devido a necessidade de sistemas
produtivos mais sustentaveis e a busca por alternativas ao uso intensivo de defensivos quimicos.

As doencgas de plantas representam uma das principais causas de perdas agricolas,
podendo reduzir entre 20% e 40% da producao mundial (Savary et al., 2019). Nesse contexto,
o controle bioldgico constitui um componente importante do manejo integrado de doengas,
podendo ser aplicado em diferentes fases do ciclo produtivo, incluindo o tratamento de
sementes, aplicagdes via solo e aplicagdes foliares (Collinge et al., 2022; Etesami; Jeong; Glick,
2023).

Além da supressdo direta de patdgenos, os agentes de biocontrole podem contribuir
para a estabilidade microbioldgica do sistema produtivo, favorecendo a sanidade das plantas e

o equilibrio do agroecossistema (Etesami; Jeong; Glick, 2023).

2.1.1 Definic¢ao e principios do controle bioldgico

O controle biologico de doengas de plantas foi definido como o uso de microrganismos
vivos ou de seus metabodlitos para suprimir a atividade de fitopatogenos, baseando-se nas
interacdes naturais entre microrganismos e patogenos vegetais, por meio de mecanismos como
competicdo, antibiose e parasitismo (Cook & Baker, 1983). Posteriormente, verificou-se que

agentes de biocontrole, especialmente espécies de Trichoderma, podem atuar ndo apenas na
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supressdao de patdgenos, mas também na promog¢ao do crescimento vegetal e na ativacio de
respostas de defesa das plantas (Harman, 2000).

O conceito foi entdo ampliado para incluir o uso de organismos vivos na reducao dos efeitos
dos patogenos sobre as plantas, enfatizando o carater ecologico dessas interagdes (Eilenberg;
Hajek; Lomer, 2001), sendo posteriormente descrito como uma estratégia complementar aos
métodos convencionais de controle (Fravel, 2005).

Estudos recentes detalharam os principais mecanismos envolvidos, incluindo a
producdo de metabdlitos antimicrobianos, competicdo por nutrientes € espaco €
micoparasitismo (Etesami; Jeong; Glick, 2023; Barbieri, 2023). Além disso, muitos agentes de
biocontrole podem induzir resisténcia sistémica nas plantas, ativando vias de defesa associadas
a compostos sinalizadores como 4cido salicilico, 4cido jasmonico e etileno, mecanismo descrito
para microrganismos como espécies de Bacillus e Trichoderma (Collinge et al., 2022; Barbieri,
2023).

Atualmente, o controle biologico é considerado uma alternativa sustentavel para o
manejo de doencas, reduzindo a dependéncia de defensivos quimicos e podendo ser integrado
a outras praticas de manejo (Lahlali et al., 2022; Etesami; Jeong; Glick, 2023; Santos, 2023;
Silva et al., 2024). Seu sucesso depende da capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo dos
microrganismos ao ambiente, sendo a selecao de isolados e o desenvolvimento de formulagdes

fatores importantes para sua eficacia em campo (Russi, 2024).

2.1.2 Microrganismos

O sucesso do controle bioldgico de doencas de plantas estd diretamente associado a
escolha e aplicagdo de microrganismos eficazes, capazes de atuar por diferentes mecanismos
sobre os patdégenos vegetais. Ao longo das ultimas décadas, diversos géneros microbianos
foram estudados, selecionados e incorporados em produtos comerciais, tanto no Brasil quanto
em outros paises, consolidando-se como ferramentas fundamentais para o manejo fitossanitario
sustentdvel. Esses microrganismos podem pertencer a grupos bacterianos (incluindo
actinobactérias), flingicos e, em menor escala, virais, sendo aplicados principalmente no solo,
nas sementes ou na parte aérea das plantas.

Entre os microrganismos mais utilizados globalmente destacam-se os fungos dos
géneros Trichoderma e Clonostachys, e as bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces e Burkholderia (Collinge et al., 2022; Etesami; Jeong; Glick, 2023). No Brasil, o

destaque € para Bacillus spp. € Trichoderma spp., que dominam o mercado de biofungicidas,
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sendo amplamente utilizados em culturas como soja, milho, tomate, algodao e hortaligas
(Barbieri, 2023; Santos, 2023).

O género Bacillus, especialmente as espécies B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
pumilus e B. velezensis, tem se mostrado altamente eficaz no controle de uma ampla gama de
fitopatogenos, como Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis
cinerea. Esses bacilos gram-positivos produtores de endosporos produzem uma variedade de
compostos antimicrobianos, incluindo lipopeptideos como surfactinas, fengicinas e iturinas,
que atuam na inibicao do crescimento micelial, destruicdo da membrana celular dos patdégenos
e bioestimulagdo das defesas da planta (Félix, 2023; Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024).
Além disso, sua capacidade de formar endosporos confere maior estabilidade as formulagdes
comerciais, favorecendo sua viabilidade sob diferentes condi¢des ambientais (Russi, 2024).

J& o género Trichoderma é amplamente reconhecido por sua atuacdo como fungo
micoparasitico, além de estimular o crescimento vegetal e induzir resisténcia sistémica.
Espécies como 7. harzianum, T. asperellum e T. virens sdo eficazes no controle de doengas
radiculares e foliares causadas por Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Sclerotinia, entre outros.
Esses fungos agem por enovelamento e penetra¢do das hifas dos patdgenos, pela producao de
enzimas como quitinases e glucanases, e pela liberagao de metabolitos volateis e nao volateis
(difusiveis) com agdo antifingica (Barbieri, 2023; Santos, 2023).

Outro género relevante ¢ Pseudomonas, especialmente P. fluorescens, conhecida por
seu papel em solos supressivos e por sua habilidade em competir por ferro por meio da producdo
de sideroforos, além da emissdo de antibidticos como a 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG)
(DAPG). Embora sua aplicacdo comercial ainda seja limitada no Brasil, Pseudomonas
apresenta utilizacdo comercial em diferentes paises, com varios produtos registrados,
especialmente na Europa e nos Estados Unidos no controle de doengas bacterianas e fingicas
em hortaligas, cereais e frutiferas (Collinge et al., 2022; Etesami; Jeong; Glick, 2023).

O género Streptomyces, pertencente ao grupo das actinobactérias, tem ganhado
notoriedade pelo seu potencial de producdo de antibidticos de amplo espectro e enzimas
degradativas. Algumas espécies, como S. griseus e S. lydicus, sdo eficazes contra patogenos de
solo e pods-colheita, e ja sdo utilizadas em formulagdes comerciais para o tratamento de
sementes e substratos, sobretudo em sistemas de produ¢do orgénica (Lahlali et al., 2022).

Além desses, microrganismos como Clonostachys rosea, Burkholderia cepacia e
leveduras do género Saccharomyces também s3o empregados em nichos especificos, como o
controle de doengas em pds-colheita e o manejo de patdgenos em ambientes protegidos

(Collinge et al., 2022; Santos, 2023).
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No Brasil, o mercado de agentes de controle biologico tem se expandido de forma
expressiva, impulsionado por politicas publicas, avangos na pesquisa € maior aceitagdo por
parte dos produtores. Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), mais de 50% dos produtos registrados com acao fitossanitdria bioldgica no pais sdo
destinados ao controle de doengas, com predominancia das formulagdes a base de Bacillus e
Trichoderma (Barbieri, 2023).

Com o avango das tecnologias gendmicas e das ferramentas de biologia molecular,
observa-se uma tendéncia crescente na selegdo de cepas microbianas mais eficientes € com
multiplos mecanismos de acdo. Além disso, o desenvolvimento de formulagdes contendo
consorcios microbianos tem sido explorado como estratégia para aumentar a robustez, a
estabilidade e a amplitude dos efeitos protetores sobre as plantas, contribuindo para a maior
eficiéncia dos agentes de controle biologico (Collinge et al., 2022; Etesami; Jeong; Glick,

2023).

2.1.3 Vantagens e desafios do controle biolégico em comparacio aos defensivos
quimicos

O controle bioldgico de doencas de plantas, por meio da aplicagdo de biofungicidas a
base de microrganismos vivos ou de seus metabdlitos, tem emergido como uma alternativa
promissora aos defensivos quimicos convencionais. Essa estratégia integra os principios da
agricultura sustentavel, promovendo o manejo fitossanitario com menor impacto ambiental,
sem comprometer a produtividade das culturas. No entanto, embora apresente intimeras
vantagens, também enfrenta desafios que ainda limitam sua adogdo em larga escala no Brasil e
no mundo.

Entre as principais vantagens do controle bioldgico destaca-se, em primeiro lugar, sua
baixa toxicidade ambiental. Biofungicidas, ao contrario dos fungicidas sintéticos, geralmente
nao deixam residuos toxicos no ambiente, nos alimentos ou na agua, sendo compativeis com a
agricultura orgénica e com os principios da satide unica (One Health) (Collinge et al., 2022;
Barbieri, 2023). Essa caracteristica tem impulsionado a aceitacdo dos produtos biolodgicos por
parte dos consumidores e dos mercados internacionais, especialmente na Unido Europeia, onde
ha severas restrigdes a presencga de residuos quimicos em produtos agricolas.

Outra vantagem dos agentes de biocontrole ¢ o seu modo de acdo relativamente seletivo
em comparacao aos defensivos quimicos convencionais, podendo reduzir populacdes de
fitopatégenos com menor impacto sobre a microbiota benéfica do solo e da planta. Esse fator

pode contribuir para a manutencao do equilibrio microbiano associado as culturas e favorecer
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a saude do solo e o desempenho fisioldgico das plantas (Etesami; Jeong; Glick, 2023; Santos,
2023). Além disso, diversos microrganismos utilizados como agentes de controle biologico
apresentam efeitos multifuncionais, atuando ndo apenas na supressdo de patdgenos, mas
também na promogao do crescimento vegetal e na inducao de resisténcia sistémica (Félix, 2023;
Russi, 2024).

Do ponto de vista da resisténcia, os biofungicidas apresentam risco significativamente
reduzido de selecdo de patdogenos resistentes. Isso se deve, em grande parte, ao fato de que
muitos microrganismos atuam por multiplos mecanismos de agdo, como antibiose, competi¢ao
e micoparasitismo, dificultando a adaptagdo dos patogenos (Collinge et al., 2022). Em
contraste, os fungicidas quimicos geralmente possuem modos de agdo especificos e repetitivos,
o que acelera a sele¢do de mutacdes nos patdgenos-alvo, como observado em populagdes de
Fusarium, Alternaria e Botrytis resistentes a triazdis e estrobilurinas (Lahlali et al., 2022).

Contudo, o controle bioldgico ainda enfrenta desafios importantes que limitam sua
adocao generalizada. Um dos principais entraves ¢ a variabilidade de desempenho em campo,
que pode ser afetada por fatores ambientais como temperatura, umidade, radiacao solar, pH do
solo e presenca de antagonistas nativos. Muitos agentes biologicos apresentam elevada eficacia
in vitro, mas perdem atividade sob condi¢des adversas em campo (Santos, 2023; Silva et al.,
2024). Essa instabilidade representa uma limitagdo pratica frente a previsibilidade oferecida
pelos fungicidas sintéticos.

Outro obstaculo relevante ¢ a vida util reduzida e a exigéncia de armazenamento
adequado dos produtos biologicos. Microrganismos vivos requerem cuidados quanto a
temperatura ¢ umidade para manter sua viabilidade, o que pode dificultar a logistica de
distribuicao e armazenamento, especialmente em regides tropicais como o Brasil (Félix, 2023).
Adicionalmente, muitos biofungicidas apresentam agdo preventiva, com baixa efetividade
curativa, exigindo aplicagdo antecipada a infec¢do do patogeno. Essa caracteristica contrasta
com diversos fungicidas quimicos que possuem ac¢do sistémica e curativa, sendo capazes de
conter o avango da doenga mesmo apo6s o inicio da infecg¢ao (Etesami; Jeong; Glick, 2023). Por
1sso, o controle biolégico costuma demandar monitoramento continuo e aplicagao criteriosa, o
que exige capacitacdo técnica por parte dos produtores e consultores agricolas.

Outro desafio esta relacionado ao registro e regulamentacdo dos produtos bioldgicos. Embora
o Brasil tenha avangado significativamente com o marco regulatério e a criagdo do Programa
Nacional de Bioinsumos em 2020 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

(MAPA) (Vidal et al. 2021), ainda ha gargalos burocraticos e técnicos que retardam a entrada
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de novos produtos no mercado e a aprovacio de cepas com potencial comprovado (Barbieri,
2023).

Em sintese, o controle bioldégico de doengas de plantas apresenta um potencial
expressivo como estratégia sustentavel, mas sua eficicia plena depende da superacdo de
desafios técnicos, comerciais e logisticos. A combina¢do racional de biofungicidas com
fungicidas quimicos compativeis, dentro de programas de manejo integrado de doengas (MID),
representa atualmente uma das abordagens mais eficazes para aliar produtividade e

sustentabilidade em sistemas agricolas modernos.

2.2 Género Bacillus e sua aplicacdo na proteciao de plantas

O género Bacillus compreende bactérias Gram-positivas, aerdbias ou facultativas

anaerobias, formadoras de endosporos, amplamente distribuidas no solo e na rizosfera. A
formacdo de endosporos confere elevada resisténcia a condigdes ambientais adversas,
permitindo a sobrevivéncia prolongada e favorecendo o desenvolvimento de formulagdes
comerciais estaveis (Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024; Barbieri, 2023).
Espécies de Bacillus, como B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. licheni formis e B.
velezensis, sao amplamente utilizadas em biofungicidas comerciais devido a colonizagdo
eficiente da rizosfera, supressao de patogenos e efeitos promotores de crescimento vegetal, além
da capacidade de atuar por multiplos mecanismos contra os patdogenos, proporcionando uma
barreira complexa e eficaz de protecao (Etesami; Jeong; Glick, 2023; Santos, 2023; Barbieri,
2023).

Dentre essas, B. velezensis ¢ uma espécie do complexo B. subtilis, inicialmente
classificada como uma variante de B. amyloliquefaciens, foi posteriormente reconhecida como
uma espécie distinta com base em analises gendmicas e filogendmicas. Trata-se de uma bactéria
rizosférica com amplo potencial para aplicagdo no controle bioldgico de doengas de plantas,
destacando-se por sua capacidade de producdo de lipopeptideos, atuagdo como bioestimulante
e adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais (Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024;
Etesami; Jeong; Glick, 2023).

Essa espécie € particularmente eficaz contra patogenos como Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. e Phytophthora spp., gracas a sua
capacidade de sintetizar compostos como surfactina, fengicina e bacilomicinas, que possuem
acdo direta sobre membranas celulares fingicas, causando sua desorganizagdo e lise (Félix,
2023; Barbieri, 2023). A iturina, que causa poros nas membranas fungicas; fengicina, que

promove ruptura e apoptose celular; e surfactina, que além de acdo antiflingica atua como
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agente tensoativo, favorecendo a colonizacdo da rizosfera e a dispersdo bacteriana. Esses
metabolitos atuam de forma sinérgica, garantindo ampla eficdcia contra patégenos esses
parogenos, enquanto antibidticos peptidicos produzidos pela espécie, como bacilomicinas e
difficidina, conferem adicional agdo bactericida e fungicida (Félix, 2023; Barbieri, 2023;
Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024).

Além do controle direto, B. velezensis é capaz de ativar a resisténcia sist€émica induzida
(RSI) nas plantas. Ao colonizar a rizosfera ou tecidos superficiais, a bactéria desencadeia sinais
bioquimicos que ativam vias hormonais de defesa, como acido jasmonico (JA), etileno (ET) e,
em menor grau, acido salicilico (SA). Isso resulta na producdo de proteinas de defesa (PR-
proteinas), lignificacdo de paredes celulares e acimulo de compostos fendlicos e peroxidases,
fortalecendo a planta contra infec¢des subsequentes. A RSI promovida por B. velezensis tem
sido observada em culturas como soja, pimentdo, morangueiro e tomate (Russi, 2024; Santos,
2023).

Outro diferencial de B. velezensis ¢ a sua alta eficiéncia na formagao de biofilmes e
na colonizagdo da rizosfera, caracteristicas que aumentam sua persisténcia no ambiente agricola
e sua capacidade de competir com patdégenos do solo. A formagdo de biofilmes, aliada a
produgdo de sider6foros, também favorece a mobiliza¢do de nutrientes essenciais, como ferro
e fosforo, tornando esse microrganismo um agente promotor de crescimento além de protetor
fitossanitario (Russi, 2024; Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024).

No contexto comercial, o B. subtilis e B. amyloliquefaciens sao responsaveis por grande
parte dos biofungicidas registrados no Brasil, seguidos por B. pumilus e, mais recentemente,
por B. velezensis, que desponta como uma das espécies com maior potencial de inovagao
tecnologica (Barbieri, 2023; MAPA, 2023). Esta ultima tem sido estudada para formulagdes
liquidas e em p6 molhéavel destinadas ao tratamento de sementes e aplicacdo no sulco de plantio.
Essas formulagdes tém demonstrado resultados promissores em ensaios com soja, milho,
hortalicas e frutiferas, tanto na supressao de doencas quanto na promocao de crescimento (Félix,
2023; Barbieri, 2023).

Embora a promoc¢ao de crescimento ndo seja um mecanismo de controle direto, reforga
a tolerancia das plantas a estresses bidticos, uma vez que a espécie solubiliza fosfatos, fixa
nitrogénio e sintetiza fitormonios como acido indolacético (AIA), melhorando a estrutura da
raiz e a absor¢ao de nutrientes (Félix, 2023; Keshmirshekan; Mesquita; Ventura, 2024).

A espécie também se destaca por seu perfil de seguranca ambiental, sem efeitos negativos sobre
a fauna edafica e a microbiota nativa, tornando-a compativel com sistemas de producdo

organica e integrando-se a programas de manejo sustentavel e as diretrizes globais de redugdo
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do uso de defensivos quimicos (Collinge et al., 2022). Diante de suas caracteristicas genéticas,
fisiologicas e funcionais, B. velezensis ¢ considerada um dos microrganismos mais promissores
para protecao bioldgica de plantas, refletindo a tendéncia global de substituir produtos sintéticos
por tecnologias baseadas em microrganismos eficientes, seguros e multifuncionais.

No cendrio internacional, produtos comerciais a base de Bacillus spp., como Serenade®
(B. subtilis QST 713), Taegro® (B. amyloliquefaciens) e Double Nickel® (B. amyloliquefaciens
D747), estao consolidados no manejo de doencas foliares, de solo e pos-colheita em diversas
culturas. Entretanto, desafios persistem, incluindo padronizacao de protocolos de produgao,
formulagdo e avaliagdo de eficacia em campo, além da variabilidade de desempenho das cepas
em diferentes solos e culturas, exigindo sele¢do criteriosa de isolados (Félix, 2023; Silva et al.,
2024). No Brasil, a regulamentacdo e programas como o Programa Nacional de Bioinsumos
(2020) tém favorecido a expansao do setor, promovendo pesquisa, capacitagcdo e aceitacdo por

produtores, consolidando Bacillus spp. como componente central da agricultura sustentavel.

2.3 Compatibilidade de produtos biologicos e misturas de defensivos quimicos
A pratica da mistura de tanque entre produtos biologicos e defensivos quimicos tem se
intensificado na agricultura moderna como estratégia para otimizar recursos, reduzir custos
operacionais e ampliar o espectro de controle fitossanitario. Entretanto, essa integragdo exige
cautela, pois os agroquimicos podem afetar negativamente a viabilidade, estabilidade e
funcionalidade de microrganismos benéficos, como os utilizados no controle biologico de
doengas de plantas (Félix, 2023; Santos, 2023).

No caso dos produtos a base de Bacillus spp., especialmente B. velezensis, os estudos
apontam que a formagdo de endosporos confere relativa resisténcia as misturas com defensivos
quimicos. No entanto, a compatibilidade ¢ varidvel e depende do tipo de agroquimico,
concentragdo, tempo de exposi¢do e formulacdo. Ensaios laboratoriais demonstraram que a
mistura com certos fungicidas, como piraclostrobina e azoxistrobina + ciproconazol (Comet®
e Priori Xtra®), pode reduzir a viabilidade celular de Bacillus, mesmo apds curtos periodos de
exposi¢do, principalmente em formulagdes liquidas (Halfeld-Vieira; Santos, 2018).

Além da viabilidade, a efic4cia biologica dos produtos misturados também deve ser
considerada. Estudos demonstraram que diferentes cepas de Bacillus velezensis podem produzir
lipopeptideos, como iturinas e fengicinas, que exercem forte antagonismo contra fungos
fitopatogénicos (Pezarini Baptista et al., 2022; Puche et al., 2025; Cao et al., 2018). Ensaios in
vitro mostraram inibi¢ao significativa de Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum por

isolados de B. velezensis, atribuida a producao desses metabolitos secundarios, sugerindo que
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formulagdes ou misturas que interfiram na sintese ou acdo dos lipopeptideos podem reduzir a
eficacia bioldgica do produto (Puche et al., 2025).

No que se refere aos inseticidas, Halfeld-Vieira e Santos (2018) avaliaram a
compatibilidade de Bacillus aryabhattai com o inseticida fipronil (Regent 800 WG) e
constataram que o microrganismo permaneceu vidvel por até 24 horas apds exposi¢do ao
produto. Embora o estudo ndo tenha sido feito com B. velezensis, ele sugere que o género
Bacillus, de forma geral, pode apresentar boa tolerancia a alguns inseticidas, desde que haja
avaliagdo técnica prévia.

Quanto aos herbicidas, Gongalves (2016) investigou os efeitos do glifosato sobre B.
subtilis e relatou que, embora o herbicida tenha reduzido a taxa de crescimento e a viabilidade
celular da bactéria, sua atividade de biocontrole contra Fusarium spp. foi preservada. Isso
sugere que, mesmo sob estresse quimico, o microrganismo pode manter sua funcionalidade,
especialmente quando bem adaptado ao ambiente rizosférico.

Além dos efeitos diretos, as misturas podem alterar o pH da calda, a solubilidade dos
ingredientes ativos e a estabilidade da formulagdo, influenciando a compatibilidade
microbioldgica (Rakes et al.,, 2017). Halfeld-Vieira e Santos (2018) demonstraram que a
viabilidade de Gluconacetobacter diazotrophicus foi comprometida quando misturado a
piraclostrobina, mas ndo ao fipronil, destacando o papel do ingrediente ativo e da exposi¢ao
prolongada na estabilidade das interagdes.

Com relagdo a eficacia das misturas, ¢ importante destacar que a simples sobrevivéncia
do microrganismo ndo garante seu desempenho funcional. Etesami, Jeong e Glick (2023)
apontam que B. velezensis pode apresentar reducao na sintese de compostos antimicrobianos
em determinadas combinagdes quimicas, o que afeta diretamente seu desempenho no controle
de doengas.

Dessa forma, a compatibilidade entre produtos bioldgicos e defensivos quimicos deve
ser avaliada caso a caso, considerando variaveis como tempo de exposicao, tipo de formulagao,
pH e ingredientes inertes. Estratégias como aplicagdes sequenciais ou tratamentos diferenciados
(por exemplo, biologicos via sementes e quimicos via foliar) sdo recomendadas para evitar
antagonismos e garantir o desempenho agrondmico de ambos os produtos (Félix, 2023; Santos,
2023; Silva et al., 2024).

Portanto, embora o uso conjunto de produtos biologicos e defensivos quimicos possa
resultar em sinergias benéficas, ¢ fundamental que a compatibilidade seja verificada com base
em ensaios técnicos padronizados, incluindo ndo apenas a viabilidade celular, mas também a

manuten¢do da atividade funcional do microrganismo, como antibiose, indugdo de resisténcia
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e colonizacdo da rizosfera. Somente com essa abordagem sera possivel integrar de forma segura

e eficaz os bioinsumos nos sistemas modernos de manejo fitossanitario

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Local do experimento
O estudo in vitro foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parand (Unioeste), campus Marechal Candido Rondon, localizado na

regido Oeste do Estado do Parana (24°33'28"S 54°02'56"W).

3.2 Tratamento das amostras

O experimento avaliou a interagdo entre um biofungicida foliar e seis defensivos
quimicos pertencentes a diferentes grupos, selecionados com base na sua relevancia
agrondmica e ampla utilizagdo em sistemas de produgao agricola.

O biofungicida empregado neste estudo foi o produto comercial Frontier Control,
desenvolvido pela empresa Simbiose, que tem como ingrediente ativo a cepa Labin 40 da
espécie B. velezensis. A escolha deste produto baseou-se em sua crescente utilizagdo no
mercado e no reconhecido potencial de B. velezensis como agente de biocontrole.

Os defensivos quimicos selecionados incluiram dois herbicidas: Roundup Original Mais
(glifosato; 48% do ingrediente ativo [i.a.]; Bayer) e Select 240 EC (cletodim; 24% i.a.; UPL);
dois fungicidas: Unizeb Gold 750 WG (mancozebe; 75% i.a.; UPL) e Bravonil 720 SC
(clorotalonil; 72% 1.a.; Syngenta); e dois inseticidas: Perito 970 SG (acefato; 97% i.a.; UPL) e
Benfentrina 100 EC (bifentrina; 10% 1.a.; Nortox).

A preparacdo das caldas em todos os experimentos realizados neste estudo seguiu uma
sequéncia de mistura padronizada, definida com base nas caracteristicas fisico-quimicas das
formulacdes, a fim de evitar reacdes indesejadas, como a formag¢do de precipitados.
Primeiramente, foram diluidos os defensivos solidos: mancozebe, classificado como granulo
dispersivel em agua (WGQG), seguido por acefato, um granulo soluvel (SG). Na sequéncia,
adicionou-se o clorotalonil, uma suspensdo concentrada (SC). Apds a completa dispersao
desses produtos, foram incorporados os concentrados emulsiondveis (EC): inicialmente a
bifentrina, seguida do cletodim. Por fim, completou-se a mistura com o glifosato, um
concentrado soluvel (SL).

Esses produtos foram testados em combinagdo com o biofungicida, tanto
individualmente quanto em misturas multiplas (Tabela 1), simulando o uso pratico em campo,

onde as misturas em tanque sdo amplamente empregadas para otimizar recursos € racionalizar
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operacdes. Para garantir a aplicabilidade dos resultados, todas as caldas foram preparadas
utilizando as doses méaximas recomendadas pelos fabricantes, 4gua destilada como diluente e

considerando um volume padrao de aplicagao de 150 L/ha.

Tabela 1. Tratamentos utilizados para a avaliacdo in vitro da compatibilidade entre Bacillus velezensis

e defensivos quimicos.

Tratamento Misturas! Concentracao

T1 AGD 1 L/ha

T2 BAC 4,5L/ha+4 L/ha

T3 GLI+ BAC 1 L/ha+4 L/ha

T4 CLE + BAC 3 Kg/ha + 4 L/ha

T5 MAN + BAC 2L/ha + 4 L/ha

T6 CLO + BAC 1200 g/ha + 4 L/ha

T7 ACE + BAC 1200 mL/ha + 4 L/ha

T8 BIF + BAC 4,5L/ha+ 1 L/ha+ 4 L/ha

T9 GLI+ CLE + BAC 3 Kg/ha + 2L/ha + 4 L/ha

T10 MAN + CLO + BAC 1200 g/ha + 1200 mL/ha + 4 L/ha
T11 ACE + BIF + BAC 1200 g/ha + 3 Kg/ha +4 L/ha
T12 ACE + MAN + BAC 1200 g/ha + 2L/ha +4 L/ha

T13 ACE + CLO + BAC 1200 mL/ha + 3 Kg/ha + 4 L/ha
T14 BIF + MAN + BAC 1200 mL/ha + 2L/ha + 4 L/ha
T15 BIF + CLO + BAC 4,5 L/ha + 1200 g/ha + 4 L/ha
T16 GLI+ ACE + BAC 4,5 L/ha + 1200 mL/ha + 4 L/ha
T17 GLI + BIF + BAC 1 L/ha+ 1200 g/ha + 4 L/ha
T18 CLE + ACE + BAC 1 L/ha + 1200 mL/ha + 4 L/ha
T19 CLE + BIF + BAC 3 Kg/ha+4,5L/ha+4L/ha
T20 MAN + GLI + BAC 2L/ha+ 4,5 L/ha+ 4 L/ha

T21 CLO + GLI + BAC 3 Kg/ha+1L/ha+4 L/ha

T22 MAN + CLE + BAC 2L/ha+ 1 L/ha + 4 L/ha

T23 CLO + CLE + BAC 3 Kg/ha +1 L/ha+ 4 L/ha

!Caldas contendo 4gua deionizada (AGD), Bacillus velezensis (BAC), glifosato (GLI), cletodim (CLE),
mancozebe (MAN), clorotalonil (CLO), acefato (ACE) e bifentrina (BIF). Os tratamentos consistem em aplicagdes

individuais ou combinagdes de defensivos com Bacillus velezensis.

3.3 Preparo do meio de cultura
O meio de cultura utilizado para suprir os nutrientes essenciais ao crescimento e
desenvolvimento de B. velezensis, presente no biofungicida avaliado neste estudo, foi o

Nutriente Agar. A preparagdo do meio seguiu rigorosamente as instrugdes do fabricante,
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realizando-se a diluicdo de 28 g do produto comercial Nutrient Agar ISO em 1000 mL de 4dgua
destilada. Para garantir a dissolugdo completa do meio, a solugdo foi submetida a sucessivos
ciclos de aquecimento em forno de micro-ondas, at¢é que nao houvesse mais vestigios de
particulas solidas. Posteriormente, o meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm por 20
minutos, com o objetivo de eliminar possiveis contaminantes. Ainda em estado liquido,
aproximadamente 20 mL do meio foram vertidos em placas de Petri previamente esterilizadas,
assegurando uma distribuicdo homogénea adequada ao crescimento uniforme das coldnias
bacterianas.

Apbs a solidificacao, as placas foram invertidas e incubadas a 37 £ 2°C por uma noite,
permitindo a secagem do meio e a verificagdo de sua esterilidade. As placas preparadas foram

entdo armazenadas sob refrigeracdo a 4°C por até sete dias.

3.4 Dilui¢ao seriada

Para a determinacdo da concentragdo adequada do biofungicida que permitisse a
contagem precisa das unidades formadoras de colonias (UFC) de B. velezensis, foi adotado o
método de diluicdes seriadas, conforme descrito por Bettiol et al. (2022). O processo iniciou-
se com a aclimatacdo da amostra contendo o biofungicida a temperatura ambiente durante um
periodo de 30 minutos.

Para o estabelecimento do controle negativo, foi utilizado 0,1 mL de solucdo salina
estéril (diluente), que foi transferida para uma placa de Petri contendo o meio de cultura
previamente solidificado. A amostra foi entdo distribuida uniformemente sobre a superficie do
meio com o auxilio de uma alga de Drigalski esterilizada, a fim de verificar a auséncia de
contaminagao e validar as condigdes assépticas do processo.

Conforme demonstrado na figura 1, as dilui¢cdes foram preparadas em tubos de ensaio
estéreis de 15 mL. A primeira diluigdo (107") foi obtida pela adi¢cdo de 1 mL do biofungicida
em 9 mL de solucao salina estéril, totalizando 10 mL de solugdo. A partir dessa dilui¢do inicial,
procedeu-se a realizagdo de uma série de diluicdes em base 10. Para cada etapa, 1 mL da solugdo
do tubo anterior foi transferido para um novo tubo contendo 9 mL de solu¢do salina estéril. Esse
processo foi repetido sucessivamente até se atingir a diluicdo 107'*. Antes e apds cada
transferéncia, o conteudo dos tubos foi homogeneizado por 10 segundos em agitador tipo
vortex, a 200 rpm, garantindo a dispersao uniforme das células viaveis na solucao.

Para a determinacdo da concentragdo minima de células vidveis presentes no
biofungicida, foi empregada a técnica de plaqueamento em superficie (spread plate). Essa

metodologia consiste na inoculagao de 0,1 mL de cada dilui¢ao decimal no centro de placas de
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Petri contendo o meio de cultura previamente esterilizado e solidificado. O inoculo foi
distribuido uniformemente sobre a superficie do meio com o auxilio de uma al¢a de Drigalski
esterilizada, garantindo cobertura completa e homogénea da superficie. Todo o procedimento

foi conduzido em camara de fluxo laminar, sob condi¢des assépticas.

vortex

1mL

1mL 1mL 1mL
Biofungicida + /\ m m m
10-1 102 103 104 10° 10® 10-14

9mL
Solucgao salina

Figura 1. Representagdo esquematica do processo de diluicdo seriada decimal, utilizado para
determinacdo da concentracdo viavel de Bacillus velezensis presente no biofungicida comercial. A
primeira diluicdo (107") foi obtida pela adi¢do de 1 mL da amostra do biofungicida a 9 mL de solucao

salina estéril. A partir desta, realizaram-se diluigdes sucessivas em base 10 até atingir a diluicdo 1074,

Ap0s a absor¢ao do indculo pelo meio, as placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D.,
a 30 + 2 °C, no escuro, por um periodo de 17 a 24 horas, até que as colonias se tornassem
visiveis e aptas a contagem.

Concluido o periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem das UFC com o auxilio de
uma lupa e iluminagdo artificial, selecionando-se a diluicdo que apresentou entre 30 e 300
coldnias individualizadas por placa. A populacdo celular (PC) foi entdo calculada por meio da

seguinte equagdo (Bettiol, 2022):
PC=NCx10/D
Onde:

- PC: populagao celular obtida (UFC/mL);

- NC: niimero de colonias contadas;
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- D: dilui¢ao em que foi realizada a contagem das coldnias.

3.5 Avaliacdo da viabilidade de Bacillus velezensis em mistura com defensivos

quimicos in vitro

O ensaio de compatibilidade in vitro entre B. velezensis e defensivos quimicos foi
conduzido com o objetivo de avaliar o impacto de diferentes ingredientes ativos sobre a
viabilidade do agente bioldgico de controle, simulando condigdes praticas de mistura em
tanque.

Para cada tratamento, foram preparados 25 mL de calda em tubos de ensaio estéreis,
conforme descrito no topico 3.2, respeitando-se a ordem padronizada de adi¢do dos produtos,
estabelecida com base nas caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes. Ao final da
preparagao das caldas contendo os defensivos quimicos, foi adicionada a aliquota
correspondente ao biofungicida a base de B. velezensis. As misturas foram homogeneizadas em
agitador tipo vortex por 10 segundos a 200 rpm, assegurando a incorpora¢dao uniforme do
biofungicida as solugdes.

Na sequéncia, as caldas foram mantidas em repouso por duas horas, em temperatura
ambiente, simulando o intervalo médio entre o preparo e a aplica¢do da calda em campo. Esse
procedimento teve por finalidade reproduzir o tempo de exposicdo do agente biologico aos
ingredientes ativos dos defensivos quimicos no interior do tanque de pulverizacao, condigdo
que pode influenciar negativamente a viabilidade do agente biologico.

Decorrido esse periodo, as caldas foram novamente homogeneizadas por 10 segundos e
submetidas a diluicdes decimais seriadas até a concentracao final de 10°¢, utilizando-se agua
deionizada como diluente. Esse procedimento seguiu o protocolo metodologico previamente
descrito no topico 3.4. A escolha da dilui¢do 10°¢ fundamentou-se nos resultados obtidos no
referido experimento, o qual demonstrou que tal concentragdo permite a quantificagdo precisa
e confiavel das UFCs, mesmo diante de potenciais efeitos deletérios provocados pelos
defensivos testados.

A quantificagdo da sobrevivéncia bacteriana, bem como os procedimentos de
inoculacdo, incubag¢do e contagem das UFC, seguiram a mesma metodologia descrita
anteriormente no topico 3.4. O uso dessa abordagem padronizada assegurou a comparabilidade
dos dados obtidos entre os tratamentos e garantiu a reprodutibilidade dos resultados.

Os dados gerados foram comparados aos controles positivo (biofungicida) e negativo (dgua
deionizada), permitindo a identificagdo de eventuais efeitos adversos das formulacdes quimicas

sobre a viabilidade do agente biologico.
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3.6 Analise das propriedades fisico-quimicas da calda

A compatibilidade fisico-quimica entre o biofungicida e diferentes defensivos quimicos
foi avaliada conforme normas estabelecidas pela Associagao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) seguindo a norma NBR 13875 de 2014, que regulamenta o estudo de compatibilidade
fisico-quimica de agrotoxicos e afins, estabelecendo os testes a serem realizados e orientando
quanto a sequéncia correta de incorporacao dos produtos nas caldas, e os pardmetros a serem
avaliados para identificagdo de possiveis alteragdes na homogeneidade das misturas (ABNT,
2014; Freitas, 2021).

A NBR 13875 determina que a avaliagdo da compatibilidade fisico-quimica de
agrotoxicos e afins deve ser feita por meio de dois testes: estatico e dindmico (ABNT, 2014).
Neste trabalho, optou-se por realizar exclusivamente o teste estatico, que consiste em manter
as caldas em repouso durante um determinado periodo, simulando o intervalo entre o preparo e
a aplicagdo em campo. A fim de observar eventuais instabilidades fisicas que podem surgir da
interacao entre os componentes da mistura.

As caldas foram preparadas em frascos Erlenmeyer previamente higienizados com
solugdo de acido cloridrico 1 mol/L, enxaguados com agua destilada e secos a temperatura
ambiente. Utilizou-se agua deionizada como diluente, fixando-se o volume total da calda em
200 mL por unidade experimental. Os defensivos com formulag¢des sélidas, como granulo
dispersivel em 4dgua (WQG) e granulo soluvel (SG), foram previamente pesados em balanca
analitica de precisdo (0,001 g) e acondicionados em papel aluminio até o0 momento do uso. Os
produtos liquidos foram medidos no momento da preparagdo utilizando pipetas graduadas com
ponteiras estéreis.

A ordem de adi¢dao dos produtos seguiu o procedimento padronizado estabelecido no
topico 3.2, com base nas propriedades fisico-quimicas das formulacdes. Inicialmente, foram
preparadas as caldas contendo apenas os defensivos quimicos, com agitagao manual apds cada
adicdo para garantir a dispersdao adequada. Essas solugdes permaneceram em repouso, a
temperatura ambiente (25 =+ 2 °C), durante duas horas, simulando o intervalo habitual entre o
preparo da calda e sua aplicacdo em campo.

Apos esse periodo, foi realizada a primeira avaliagao fisico-quimica (T0). Em seguida,
adicionou-se a aliquota correspondente ao biofungicida a base de B. velezensis, as caldas foram
novamente homogeneizadas manualmente e mantidas em repouso por mais duas horas. Ao final
(T1), as analises fisico-quimicas foram repetidas para verificar o efeito da adi¢cdo do agente

bioldgico sobre a estabilidade da calda.
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As avaliagdes quantitativas foram realizadas com equipamentos previamente
calibrados. A condutividade elétrica foi determinada com condutivimetro digital da marca
Akso, modelo AKS53, o potencial hidrogenionico (pH) com pHmetro de bancada da mesma
marca, modelo AK110 e a temperatura com termdémetro digital acoplado ao condutivimetro.
Para cada atributo, realizaram-se duas medig¢des por unidade experimental, sendo os resultados
expressos como valores médios.

As avaliagoes visuais das caldas foram conduzidas com base na observagao da presenga
(+) ou auséncia (-) de alteragdes fisicas nas caldas. Misturas que apresentaram aparéncia
homogénea, auséncia de precipitacao e estabilidade nos parametros fisicos foram consideradas
compativeis. Por outro lado, aquelas que evidenciaram instabilidade, como decantagao,
floculacdo, formagdo de grumos, pasta, agregados ou cristais, além de formacdo de espuma
apos agitagdo vigorosa por 30 segundos, foram classificadas como incompativeis. Para facilitar
a deteccdo de particulas solidas e materiais ndo dissolvidos, utilizou-se uma peneira metalica

com malha de 500 mesh.

3.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Foram conduzidos trés experimentos distintos neste estudo. O primeiro, referente a
avaliacdo da concentracdo ideal do biofungicida para contagem de unidades formadoras de
coldnia (UFC), foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 15 tratamentos
representando diferentes diluicdes decimais na base 10 do biofungicida. Cada unidade
experimental correspondeu a uma placa de Petri contendo o meio de cultura solido inoculado
com 0,1 mL da respectiva diluigdo. O experimento foi composto por trés repetigdes por
tratamento, totalizando 45 unidades experimentais. Os dados obtidos foram registrados em
planilhas e para a estimativa da concentragdo adequada, foi calculada a média do nimero de
colonias por placa por diluigdo utilizando o software Microsoft Excel®.

O segundo experimento, consistiu na avaliagdo da viabilidade de B. velezensis em
mistura com defensivos quimicos in vitro, também foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Foram testados 23 tratamentos (Tabela 1), com trés repeti¢des cada,
totalizando 69 unidades experimentais. Cada unidade experimental correspondeu a uma placa
de Petri contendo meio de cultura solido inoculado com calda do respectivo tratamento.
Visando maior confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados, o experimento foi realizado
em duas repeti¢des independentes.

Os dados de viabilidade, expressos em unidades formadoras de colonia por mililitro

(UFC/mL), foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para verificar diferengas entre
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os tratamentos. A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando
detectada significancia (p < 0,05), as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. As analises e a elaborag¢ao do grafico foram realizadas no software R (R Core
Team, 2025®).

Por fim, no terceiro experimento, que tratou da andlise das propriedades fisico-quimicas
das caldas, os dados quantitativos (pH, condutividade elétrica e temperatura) foram analisados
por meio do calculo da média aritmética dos valores obtidos em cada repeti¢ao. Ja os atributos
qualitativos (flotagdo, sedimentacao, separagdo de fases, formagdo de grumos, pasta, cristais e
espuma) foram avaliados visualmente, de forma descritiva, atribuindo-se a presenca ou

auséncia de cada caracteristica para cada tratamento.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diluicao seriada

O método da dilui¢do seriada ¢ amplamente utilizado na microbiologia para estimar o
nimero de microrganismos vidveis em uma amostra, sendo fundamental para garantir a
precisdo na quantificagdo das colonias (Bettiol et al., 2022). Neste estudo, a concentracao ideal
foi determinada com base no intervalo recomendado de 30 a 300 colonias por placa, o qual
permite uma contagem eficiente e reduz a sobreposicao entre coldnias (Bettiol et al., 2022).

Os resultados demonstraram que a diluicdo 10°¢ apresentou, em média, 295,17
colonias/placa, valor enquadrado dentro da faixa adequada para contagem (Figura 2). A dilui¢ao
107 também atendeu aos critérios, com média de 58,50 colonias/placa, mas foi considerada
menos representativa por apresentar um namero relativamente baixo de colonias, o que poderia
dificultar a percep¢do de diferencas entre tratamentos compativeis e incompativeis com o

biofungicida. Assim, optou-se pela diluicao 10°¢ para dar seguimento aos testes de viabilidade.
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Figura 2. Média do niimero de colonias de Bacillus velezensis por placa obtidas a partir de diferentes
diluigdes decimais do biofungicida comercial. A testemunha absoluta corresponde ao controle negativo,

constituido por solu¢do salina estéril.

As diluicdes 10~* e 10 apresentaram crescimento excessivo de colonias (Figura 3 — b
e ¢). sendo classificadas como "ndo contaveis". Com base nos dados da diluigao 107, estimou-
se que a diluicdo 10-° apresentou aproximadamente 2.951,7 coldnias/placa e que a diluicao 10
atingiu cerca de 29.517 coldnias/placa, valores incompativeis com uma contagem precisa. Tais
valores reforcam a escolha da diluicdo 10°¢ como a mais adequada para o desenvolvimento do

ensaio de viabilidade in vitro.
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Figura 3. Representacdo das placas obtidas apo6s o plaqueamento em superficie das diluigdes decimais
seriadas do biofungicida a base de Bacillus velezensis. (a) testemunha absoluta (dgua deionizada), (b)
diluig@o 1074, (c) diluigdo 1073, (d) dilui¢ao 107¢, (e) dilui¢ao 1077, (f) diluigdo 1073, (g) diluicdo 107°, (h)
diluigdo 107'°, (i) dilui¢do 107", (j) diluicdo 1072, (k) dilui¢ao 1073 e (1) diluigdo 10'*. Observa-se a

redugdo gradativa no nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) com o aumento da diluigdo.

A partir da diluicdo 1078, observou-se um decréscimo mais acentuado no numero de
colonias vidveis, o que indica a efetividade do processo de diluicdo e a viabilidade dos
microrganismos mesmo em concentracdes reduzidas (Figura 3 — £, g, j, 1, j, k e 1). Na diluigao
10°, a média foi de 6,50 coldnias/placa, valor ja proéximo ao limite inferior de contagem
confidvel. Nas ultimas diluigdes (10 e 107'*), a média de colonias/placa foi extremamente
baixa, refletindo a esperada reducao logaritmica da populacao.

A testemunha absoluta, composta apenas por solucdo salina estéril em meio de cultura,
apresentou média de 0,83 coldnias/placa (Figura 3a), valor considerado desprezivel e indicativo
da auséncia de contaminagdo externa durante o preparo e a execucdo dos procedimentos,

validando a assepsia da metodologia adotada.

4.2 Viabilidade de Bacillus velezensis em associacio com defensivos quimicos



28

Para avaliagdo da compatibilidade entre defensivos quimicos e o agente de controle
biologico, o nimero de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) foi utilizado como indicador
da sobrevivéncia do microrganismo, apos duas horas de exposicao as caldas contendo os
agroquimicos. Os resultados revelam efeitos contrastantes entre os tratamentos, indicando que

a compatibilidade ¢ altamente dependente da natureza quimica dos ingredientes ativos e de suas

UFC/mL

combinagdes.
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Figura 4. Numero de coldnias viaveis (UFC) de Bacillus velezensis nas caldas: Agua deionizada (T1),
Bacillus velezensis (T2), Glifosato + Bacillus velezensis (T3), Cletodim + Bacillus velezensis (T4),
Mancozebe + Bacillus velezensis (TS5), Clorotalonil + Bacillus velezensis (T6), Acefato + Bacillus
velezensis (T7), Bifentrina + Bacillus velezensis (T8), Glifosato + Cletodim + Bacillus velezensis (T9),
Mancozebe + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T10), Acefato + Bifentrina + Bacillus velezensis (T11),

Acefato + Mancozeb + Bacillus velezensis (T12), Acefato + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T13),
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Bifentrina + Mancozeb + Bacillus velezensis (T14), Bifentrina + Clorotalonil + Bacillus velezensis
(T15), Glifosato + Acefato + Bacillus velezensis (T16), Glifosato + Bifentrina + Bacillus velezensis
(T17), Cletodim + Acefato + Bacillus velezensis (T18), Cletodim + Bifentrina + Bacillus velezensis
(T19), Mancozebe + Glifosato + Bacillus velezensis (T20), Clorotalonil + Glifosato + Bacillus velezensis
(T21), Mancozebe + Cletodim + Bacillus velezensis (T22) e Clorotalonil + Cletodim + Bacillus

velezensis (T23), avaliados isoladamente ou em combinagdes.

A anélise do grafico (Figura 4), demonstra os efeitos da mistura de diferentes defensivos
quimicos com o biofungicida a base de B. velezensis sobre a viabilidade microbiana, expressa
em (UFC/mL). O teste de Scott-Knott agrupou os tratamentos em cinco niveis distintos de
resposta, classificados por pelas letras (a, b, c, d, e).

O grupo “a”, identificado pela cor azul, apresentou as maiores médias de UFC/mL e
redugdes inferiores a 16% na viabilidade do agente de biocontrole. Nesse grupo, destacaram-se
as combinagdes do biofungicida com apenas um defensivo quimico, T4 (cletodim), T5
(mancozebe), T6 (clorotalonil), T7 (acefato) e T8 (bifentrina), bem como misturas contendo
dois defensivos quimicos, como T11 (acefato + bifentrina), T13 (acefato + clorotalonil), T14
(bifentrina + mancozebe), T15 (bifentrina + clorotalonil) e T22 (cletodim + mancozebe). Todas
essas formulagdes mantiveram médias superiores a 2x10” UFC/mL (Figuras 4 € 5) e ndo
diferiram estatisticamente do controle positivo, evidenciando alta compatibilidade bioldgica
nas condig¢oes avaliadas.

Resultados semelhantes foram observados por Perrony, Oliveira e Bettiol (2023), que
verificaram elevada viabilidade de B. velezensis imediatamente apds a exposi¢cdo a matrizes
quimicas complexas, indicando a capacidade do microrganismo de manter a integridade celular
frente a potenciais estresses quimicos. Essa resisténcia pode estar associada a formagao de
endosporos e a robustez fisioldgica da espécie, o que favorece sua sobrevivéncia mesmo na

presenca de determinados grupos quimicos menos toxicos ao agente de controle biologico.



30

Figura 5. Crescimento de Bacillus velezensis ap6s aproximadamente 18 horas de incubagdo em placas
de Petri inoculadas com as caldas: Agua deionizada (T1), Bacillus velezensis (T2), Glifosato + Bacillus
velezensis (T3), Cletodim + Bacillus velezensis (T4), Mancozebe + Bacillus velezensis (T5), Clorotalonil
+ Bacillus velezensis (T6), Acefato + Bacillus velezensis (T7), Bifentrina + Bacillus velezensis (T8),
Glifosato + Cletodim + Bacillus velezensis (T9), Mancozebe + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T10),
Acefato + Bifentrina + Bacillus velezensis (T11), Acefato + Mancozeb + Bacillus velezensis (T12),
Acefato + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T13), Bifentrina + Mancozeb + Bacillus velezensis (T14),
Bifentrina + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T15), Glifosato + Acefato + Bacillus velezensis (T16),
Glifosato + Bifentrina + Bacillus velezensis (T17), Cletodim + Acefato + Bacillus velezensis (T18),
Cletodim + Bifentrina + Bacillus velezensis (T19), Mancozebe + Glifosato + Bacillus velezensis (T20),
Clorotalonil + Glifosato + Bacillus velezensis (T21), Mancozebe + Cletodim + Bacillus velezensis (T22)

e Clorotalonil + Cletodim + Bacillus velezensis (T23).

Em contrapartida, o grupo “e”, representado na cor vinho, apresentou as menores médias
de UFC/mL (Figuras 4 e 5). Nesse grupo, destacaram-se os tratamentos contendo glifosato,

isoladamente ou em misturas, que promoveram as maiores redugdes na viabilidade do agente
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bioldgico. O tratamento T3 (glifosato + B. velezensis) reduziu o nimero de UFC/mL em 87%,
enquanto T16 (glifosato + acefato + B. velezensis) e T21 (glifosato + clorotalonil + B.
velezensis) provocaram redugdes ainda mais severas, de 96% e 95%, respectivamente. Esses
resultados indicam incompatibilidade acentuada e provavel efeito bactericida dos defensivos
avaliados, possivelmente potencializado pelas interagdes entre principios ativos. Esses achados
corroboram as observagdes de Gongalves (2016), que descreve o glifosato como prejudicial ao
desenvolvimento de rizobactérias, afetando a integridade da membrana celular e inibindo rotas
metabolicas essenciais, como a via do acido chiquimico, fundamental para a biossintese de
aminoacidos. De forma semelhante, Zobiole et al. (2011) observaram que a aplicacdo de
glifosato reduziu significativamente populagdes de rizobactérias promotoras de crescimento e
de Bacillus spp. em sistemas agricolas, confirmando o efeito deletério do herbicida sobre
microrganismos benéficos.

Além dos casos mencionados, outros tratamentos que continham glifosato também
apresentaram efeitos negativos relevantes. As misturas de glifosato + cletodim + B. velezensis
(T9) e bifentrina + glifosato + B. velezensis (T17), ambas classificadas no grupo “d”,
apresentaram reducdes de 66% e 62%, respectivamente, na viabilidade do agente de
biocontrole. Esses resultados sugerem que a presenca de outros principios ativos pode atenuar
o efeito inibitério do glifosato sobre o microrganismo, resultando em menor impacto do que
aquele observado quando o herbicida ¢ aplicado isoladamente.

O grupo “c” incluiu os tratamentos T17 (cletodim + acefato + B. velezensis) e T20
(mancozebe + glifosato + B. velezensis), que promoveram reducdes na viabilidade do
microrganismo de 40% e 36%, respectivamente, caracterizando um impacto moderado. Embora
cletodim e acefato apresentem baixa toxicidade direta para bactérias quando avaliados
isoladamente, a associacdo desses principios ativos pode modificar propriedades fisico-
quimicas da calda, resultando em estresse subletal, comprometendo a integridade da membrana
e reduzindo temporariamente a viabilidade celular (Santos et al., 2019). No caso de mancozebe
+ glifosato, o impacto observado provavelmente esta ligado a toxicidade do herbicida, mas com
atenuagdo parcial promovida pelo fungicida de contato, que pode reduzir a fra¢do ativa do
glifosato ou estabelecer interacdes fisico-quimicas capazes de proteger parte das células
bacterianas.

Os grupos intermediarios (b, ¢ e d) revelam variagdes significativas, com redugdo
parcial da viabilidade, apresentando redugdes na viabilidade agente bioldgico variando entre 15
e 66%, o que destaca a necessidade de analises mais detalhadas sobre os efeitos combinados e

a influéncia das formulagdes e concentragdes dos defensivos na sobrevivéncia do biofungicida.
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Por fim, o controle negativo com agua deionizada ndo apresentou crescimento de coldnias,

como esperado, assegurando a validade do teste e a auséncia de contaminagdo nas amostras.

4.3 Propriedades fisico-quimicas das caldas

4.3.1 Analise dos parametros quantitativos

Os valores de temperatura apresentaram variagdes discretas entre os dois momentos de
avaliagdo TO e T1, com redugdes que oscilaram, em média, de 1,0 a 1,8 °C (Tabela 2). Atribui-
se essas diferengas principalmente a perda natural de calor durante o periodo de repouso, sem
indicios de reacdes exotérmicas ou endotérmicas relevantes decorrentes da interacao dos
produtos. Entre os extremos, observou-se a menor variacdo em T9 (glifosato + cletodim + B.
velezensis), com apenas 0,63 °C de diferenga (23,23 °C para 22,60 °C), e a maior em T5
(mancozebe + B. velezensis), que passou de 24,33 °C para 22,17 °C. Em todos os casos, as
alteragdes mantiveram-se dentro da faixa considerada estavel para caldas de pulverizagao,
corroborando relatos de que, em condigdes controladas, a temperatura ndo ¢ um fator limitante
para a compatibilidade fisico-quimica (ABNT, 2014).

O pH da testemunha T1 (dgua deionizada) manteve-se levemente acido (5,90-5,79),

enquanto T2 (formulagdo contendo B. velezensis) apresentou valores mais baixos (4,76) (Tabela
2). Essa acidificacdo provavelmente se deve a presenca de tampdes na formulagdo, e ndo a
producdo de acidos organicos ou lipopeptideos, ja que culturas de B. velezensis apresentam pH
neutro a basico, faixa em que ocorre a sintese de lipopeptideos (Lee et al., 2025).
A maioria das misturas manteve o pH entre 4,5 e 7, faixa considerada adequada para a
estabilidade e formacdo dos esporos de B. velezensis (Ji et al., 2021; Tang et al. 2024).
Entretanto, os tratamentos T7, T11 e T18, contendo acefato apresentaram pH 4cido, abaixo do
intervalo ideal (Tabela 2). Além disso, foi observada redugdo acentuada de pH de 2,2, em T6
(clorotalonil + B. velezensis) capaz de afetar a estabilidade enzimatica e a germinagdo de
esporos de Bacillus spp., conforme evidenciado por Soriano-Pefia et al. (2025).

A condutividade elétrica foi o pardmetro que apresentou as variagdes mais expressivas
entre as misturas, refletindo diretamente a carga idnica e a concentracao de sais dissolvidos nas
caldas. J& na primeira avaliacao (T0), as combinagdes contendo glifosato (T3, T9, T16, T17,
T20 e T21) exibiram valores extremamente elevados, superiores a 9.000 pS/cm (Tabela 2),
comportamento atribuido a elevada concentracdo de sais presentes nas formulacdes desse
herbicida, como relatado por Zobiole et al. (2010) e Ferreira et al. (2020), que associam o alto

teor de ions a presenca de sais de amonio, potassio ou isopropilamina utilizados como veiculos
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na formulagdo. Em seguida, destacaram-se as misturas com mancozebe, cujos valores
ultrapassaram 1.413,3 uS/cm (Tabela 2), possivelmente devido a composicdo do fungicida a

base de sais de manganés e zinco (Arcanjo, 2019; Jesus, 2022).

Tabela 2. Valores médios de temperatura, pH e condutividade elétrica de 23 misturas de
agroquimicos, apds duas horas da preparacdo da calda contendo os exclusivamente os
defensivos e apds duas horas da inser¢ao da aliquota contendo o biofungicida, seguindo a NBR
13 875.

Temperatura (°C) Ph Condutividade Elétrica

Tratamento Mistura (nS/cm)
TO0 T2 T0O T2 TO T2
TO1 AGD 23,73 22,43 590 5,79 32,49 94,27
TO02 BAC 23,40 22,43 4,76 4,76 95,13 128,03
TO3 GLI + BAC 23,43 22,23 6,33 6,31 11030,00 11990,00
T04 CLE + BAC 23,30 22,30 4,57 4,62 26,91 134,90
TOS MAN + BAC 24,33 22,17 7,10 6,64 1549,33 1823,00
TO06 CLO + BAC 23,23 21,93 7,60 5,25 64,80 178,67
TO7 ACE + BAC 23,43 21,93 3,59 3,81 347,00 400,67
TO8 BIF + BAC 23,00 21,90 4,76 4,70 36,42 123,47
T09 GLI + CLE + BAC 23,23 22,60 5,70 5,71 10730,00 13333,33
T10 MAN + CLO + BAC 23,03 22,53 7,01 647 1892,67 1811,00
T11 ACE + BIF + BAC 22,80 22,50 3,57 3,79 415,67 384,33
T12 ACE + MAN + BAC 22,97 22,33 6,12 5,99 2022,67 1935,67
T13 ACE + CLO + BAC 22,90 22,57 4,19 4,23 378,33 402,00
T14 BIF + MAN + BAC 23,00 22,63 7,14 6,73 1811,67 1791,33
T15 BIF + CLO + BAC 23,07 22,60 540 491 96,37 177,50
T16 GLI + ACE + BAC 22,90 22,60 6,29 6,29 12186,67 11216,67
T17 GLI + BIF + BAC 23,37 22,57 6,35 5,33 11935,00 9153,33
T18 CLE + ACE + BAC 23,27 22,60 3,67 3,93 361,67 374,67
T19 CLE + BIF + BAC 23,23 22,60 4,51 4,57 50,40 106,77
T20 MAN + GLI + BAC 23,30 22,57 6,22 6,30 10765,00 9086,67
T21 CLO + GLI + BAC 23,10 22,57 6,35 6,32 12501,67 5791,00
T22 MAN + CLE + BAC 23,20 22,60 6,75 641 1813,67 1471,00
T23 CLO + CLE + BAC 23,10 22,67 498 4,76 90,33 170,47

"Misturas contendo agua deionizada (AGD), Bacillus velezensis (BAC), glifosato (GLI), cletodim (CLE),
mancozebe (MAN), clorotalonil (CLO), acefato (ACE), bifentrina (BIF) e suas multiplas associa¢des. Os
tratamentos consistiram em aplicagdes individuais ou combinagdes dos defensivos com Bacillus velezensis.

Por outro lado, algumas combinag¢des mantiveram valores proximos aos observados no
controle positivo com B. velezensis (T2), como as caldas contendo cletodim (39,25 a 134,90
uS/cm), clorotalonil (96,20 a 178,27 uS/cm) e bifentrina (35,59 a 123,47 uS/cm) (Tabela 2).

Esses valores mais baixos indicam menor aporte de sais soluveis a mistura, o que, segundo
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Tavares e Cunha (2023), tende a favorecer a estabilidade fisico-quimica da calda e reduzir
riscos de incompatibilidade.

Apo6s a adicdo do biofungicida (T1), observou-se incremento de condutividade em
algumas misturas, como T3 (de 11.030,00 para 11.990,00 uS/cm) e T9 (de 10.730,00 para
13.333,33 uS/cm), possivelmente devido a presenca de metabdlitos e sais residuais da
formulagdo liquida do produto biolégico. Em contrapartida, houve redugdes expressivas em
misturas como T17 (glifosato + bifentrina + B. velezensis), que passou de 11.935,00 para
9.153,33 uS/cm, e T21 (clorotalonil + glifosato + B. velezensis), que apresentou queda
acentuada de 12.501,67 para 5.791,00 uS/cm (Tabela2). Essas redugdes abruptas sugerem a
ocorréncia de precipitagdo de sais ou formagdo de complexos insoluveis, fendmenos que
reduzem a homogeneidade da calda e podem comprometer a eficicia da aplicagcdo, conforme
apontado por relatorios técnicos sobre praticas de mistura de tanque (Zollinger, 2022; Freitas

et al. 2018).

4.3.2. Analise dos parametros qualitativos

A avaliacdo visual indicou que as misturas com glifosato foram as que mais
apresentaram problemas de compatibilidade fisico-quimica, especialmente pela formacgdo de
grumos, atributo ausente ou pouco intenso nos demais ingredientes ativos testados. Essa
ocorréncia foi notavel em T3 (glifosato + B. velezensis), T9 (glifosato + cletodim + B.
velezensis), T16 (glifosato + acefato + B. velezensis), T17 (glifosato + bifentrina + BAC), T20
(mancozebe + glifosato + B. velezensis) e T21 (clorotalonil + glifosato + B. velezensis). Em
T20 e T21, além dos grumos, verificou-se sedimentacgao intensa e separacao de fases em T20 e
T21, sugerindo forte incompatibilidade (Figura 6 e Tabela 3).

A formacao de grumos, sedimentacdo e separagdo de fases nessas misturas pode estar
relacionada a interagdo entre os sais presentes no glifosato e as propriedades insoluveis dos
fungicidas mancozebe e clorotalonil. Essa combinagdo favorece a ocorréncia de reagdes de
precipitacdo ou agregacdo coloidal, fenomeno amplamente relatado em estudos de
compatibilidade envolvendo herbicidas salinos e fungicidas de contato (Ribeiro et al., 2020;
Oliveira, 2021). Além disso, a presenca de compostos tensoativos e polissacarideos produzidos
por Bacillus pode acelerar a coagulagdo de particulas em suspensdes instaveis (Ongena e
Jacques, 2008).

Alteragdes dessa magnitude reduzem a homogeneidade da calda e podem comprometer
a distribui¢do uniforme do ingrediente ativo e do agente bioldgico no momento da aplicagao,

diminuindo a eficacia do controle e a viabilidade microbiana (Agarwal etal., 2021; Xu et al.,
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2021). Estudos prévios demonstram que a instabilidade fisica observada em misturas tanque ¢

um dos principais fatores de insucesso na integracdo de produtos bioldgicos com defensivos

quimicos (Ghini & Kimati, 2000; Xu et al., 2021).

Figura 6. Avaliagdo da compatibilidade fisico-quimica entre o biofungicida a base de Bacillus
velezensis nas caldas : Agua deionizada (T1), Bacillus velezensis (T2), Glifosato + Bacillus velezensis
(T3), Cletodim + Bacillus velezensis (T4), Mancozebe + Bacillus velezensis (T5), Clorotalonil + Bacillus
velezensis (T6), Acefato + Bacillus velezensis (T7), Bifentrina + Bacillus velezensis (T8), Glifosato +
Cletodim + Bacillus velezensis (T9), Mancozebe + Clorotalonil + Bacillus velezensis (T10), Acefato +
Bifentrina + Bacillus velezensis (T11), Acefato + Mancozeb + Bacillus velezensis (T12), Acefato +
Clorotalonil + Bacillus velezensis (T13), Bifentrina + Mancozeb + Bacillus velezensis (T14), Bifentrina
+ Clorotalonil + Bacillus velezensis (T15), Glifosato + Acefato + Bacillus velezensis (T16), Glifosato +
Bifentrina + Bacillus velezensis (T17), Cletodim + Acefato + Bacillus velezensis (T18), Cletodim +
Bifentrina + Bacillus velezensis (T19), Mancozebe + Glifosato + Bacillus velezensis (T20), Clorotalonil

+ Glifosato + Bacillus velezensis (T21), Mancozebe + Cletodim + Bacillus velezensis (T22) e
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Clorotalonil + Cletodim + Bacillus velezensis (T23)., avaliados isoladamente ou em combinagdes.
Observa-se formacdo de grumos nos tratamentos T3 e T16, e ocorréncia de sedimentacdo e separagdo

de fases nos tratamentos T20 e T21.

Embora a formacao de espuma tenha sido observada em todos os tratamentos (Tabela
4) ap6s a adicao do bioproduto, esse efeito foi generalizado e, portanto, de menor relevancia

diagnostica para a incompatibilidade fisico-quimica.

Tabela 3. Avaliagdo da compatibilidade fisico-quimica de 23 misturas de agroquimicos, realizada

conforme a NBR 13875.

Flotacio Sedimentacio Grumos S. Fase Pasta  Cristais Espuma

Tratamentos Misturas

T0O T2 TO T2 T0 T2 TO0O T2 TO0O T2 TO T2 TO T2
TO1 AGD - - - - - - - - - - - - - -
T02 BAC - - - - - - - - - - - - - -
TO3 GLI +BAC - - - - - + - - - - - - + o+
T04 CLE + BAC - + - - - - - - - - i - + o+
TOS MAN + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
TO06 CLO +BAC - - - + - - - - - - - - + o+
TO7 ACE + BAC - - - - - - - - - - - i + ¥
TO8 BIF + BAC - - - - - - - - - - - i + ¥
T09 GLI+ CLE + BAC - + - - - - - - - - - R + 4
T10 MAN +CLO + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
T11 ACE + BIF + BAC - - - - - - - - - - - R + 4
T12 ACE + MAN + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
T13 ACE + CLO + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
T14 BIF + MAN + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
T15 BIF + CLO + BAC - - - + - - - - - - - - + o+
T16 GLI+ ACE + BAC - - - - - + - - - - - - + o+
T17 GLI + BIF + BAC - + - - - + - - - - - - + o+
T18 CLE + ACE + BAC - + - - - - - - - - - R + 4
T19 CLE + BIF + BAC - - - - - - - - - - - - + 4
T20 MAN + GLI + BAC - - + + - - - + - - - - + o+
T21 CLO + GLI + BAC - - - + - + - + - - - - + o+
T22 MAN + CLE + BAC - + - + - - - - - - - - +
T23 CLO + CLE + BAC - + - + - - - - - - - - + o+

"Misturas contendo 4gua deionizada (AGD), Bacillus velezensis (BAC), glifosato (GLI), cletodim (CLE),
mancozebe (MAN), clorotalonil (CLO), acefato (ACE) e bifentrina (BIF), aplicadas isoladamente ou em
combinagdes com Bacillus velezensis. (T0) avaliagdo fisico-quimica realizada duas horas apds a preparagdo das
caldas contendo apenas defensivos quimicos; (T1) avaliagdo realizada duas horas apds a adigdo da aliquota do
produto bioldgico. Presenca (+) ou auséncia (—) de alteragdes fisicas nas caldas para cada um dos atributos

avaliados.
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Portanto, recomenda-se que a ado¢ao de misturas envolvendo Bacillus velezensis seja
precedida de testes de compatibilidade, priorizando ingredientes ativos compativeis e evitando
combinagdes que comprometam a viabilidade do agente bioldgico. Esses achados contribuem
para embasar praticas mais seguras no manejo integrado de doencas, favorecendo a integragao

entre controle biolodgico e quimico de forma sustentavel e tecnicamente eficiente.

5. CONCLUSOES

A compatibilidade entre o produto bioldgico a base de Bacillus velezensis e defensivos
quimicos ¢ fortemente influenciada pelo ingrediente ativo e pela combinacdo utilizada. Foi
validada a hipotese de que determinados defensivos e misturas mantém a viabilidade
microbiana e a estabilidade fisico-quimica da calda, possibilitando seu uso conjunto em mistura
de tanque. Por outro lado, verificou-se que algumas formulagdes, especialmente aquelas
contendo glifosato, acefato, mancozebe e clorotalonil em determinadas combinagdes,
apresentam incompatibilidade significativa, confirmando parcialmente a hipotese de que nem
todos os defensivos quimicos preservam as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas

necessarias para o desempenho do bioproduto.
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