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RESUMO

O sucesso do controle biologico e da inoculagdo agricola depende da manutengdo da
viabilidade dos microrganismos durante a tecnologia de aplicagdo. Este trabalho
objetivou avaliar a sobrevivéncia de Bacillus pumilus, Azospirillum brasilense e Isaria
fumosorosea submetidos a diferentes niveis de pressdo (300 a 700 kPa) e tempos de
recirculagdo (0 a 40 min) em circuito de pulverizacdo. A viabilidade foi quantificada por
plaqueamento (UFC mL™) e por PCR quantitativo em tempo real (QPCR). Os resultados
demonstraram que a morfologia celular ¢ o fator determinante na resiliéncia ao estresse
hidrodinamico. B. pumilus apresentou alta estabilidade em todos os tratamentos, atribuida
a prote¢do mecanica de seus endosporos. Em contraste, 4. brasilense (Gram-negativa)
exibiu elevada sensibilidade, com quedas populacionais drasticas (R?>=0,93) conforme o
incremento da pressdo e do tempo, atingindo a ndo deteccao via qPCR sob 700 kPa. O
fungo 1. fumosorosea mostrou resisténcia intermedidria, sendo estavel até 500 kPa, mas
vulneravel ao impacto imediato de pressdes superiores (R?=0,76). Conclui-se que
pressdes extremas causam danos estruturais e fragmentacdo de DNA em células
vegetativas e conidios. Recomenda-se a calibragdo da pressdo de trabalho conforme a
natureza bioldgica do insumo, priorizando baixas pressdes e menor tempo de recirculacio

para agentes nao esporulados.

Palavras-chave: Tecnologia de aplicagdo; Bioinsumos; Controle biologico; Pulverizagao

agricola; Viabilidade microbiana



OLIVEIRA, Joao Paulo. Effect of spray circuit pressure on the survival rate of
biological agents. 2026. Master's Thesis in Agronomy - State University of Northern

Parana, Luiz Meneghel Campus, Bandeirantes, 2026.

ABSTRACT

The success of biological control and agricultural inoculation depends on maintaining the
viability of microorganisms during the application technology process. This study aimed
to evaluate the survival of Bacillus pumilus, Azospirillum brasilense, and Isaria
fumosorosea subjected to different pressure levels (300 to 700 kPa) and recirculation
times (0 to 40 min) within a spraying circuit. Viability was quantified through plate
counting (CFU mL™) and quantitative real-time PCR (qPCR). The results demonstrated
that cellular morphology is the determining factor in resilience to hydrodynamic stress.
B. pumilus showed high stability across all treatments, attributed to the mechanical
protection of its endospores. In contrast, 4. brasilense (Gram-negative) exhibited high
sensitivity, with drastic population declines (R?>=0.93) as pressure and time increased,
reaching non-detection via qPCR under 700 kPa. The fungus /. fumosorosea showed
intermediate resistance, remaining stable up to 500 kPa but becoming vulnerable to the
immediate impact of higher pressures (R?=0.76). It is concluded that extreme pressures
cause structural damage and DNA fragmentation in vegetative cells and conidia. It is
recommended to calibrate the working pressure according to the biological nature of the
input, prioritizing low pressures and shorter recirculation times for non-spore-forming

agents.

Keywords: Application technology; Bio-inputs; Biological control; Agricultural

spraying; Microbial viability
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1.INTRODUCAO

O uso de agroquimicos na produg¢ao agricola brasileira ¢ uma pratica frequente em
cultivos convencionais, que visa o controle dos agentes causadores de danos nas culturas,
compostos majoritariamente por insetos-praga, microrganismos fitopatogénicos (fungos,
bactérias e virus) e plantas infestantes que consequentemente causam a redugdo do
potencial produtivo dela (HESS et al., 2020). O mesmo autor observou que entre 0s anos
de 2010 e 2020 houve um aumento significativo da comercializagdo de produtos
fitossanitarios de origem quimica (agroquimicos), reflexo da necessidade do controle
efetivo de pragas e doencas nas culturas.

De modo geral, o uso de agroquimicos apresenta custo de investimento
relativamente baixo. Quando aplicados da maneira correta, apresentam efetivo controle
dos agentes causadores de danos nas culturas, porém, quando incorreta, estes produtos
podem apresentar riscos de contaminagdo para o ambiente e, principalmente, para o ser
humano inserido neste meio (INCA, 2018).

Dentre as inimeras op¢des de agroquimicos ofertados no mercado nacional, os
fitossanitarios biologicos, também chamados de bioinsumos, vém ganhando destaque nas
aplicagoes, sendo inegavel de que se trata de produtos com controle efetivo de agentes
causadores de danos e mostram que ¢ possivel o manejo de culturas com a utilizagao de
produtos com menor potencial de risco ao ambiente (BUENO et al., 2022).

Existem vérios produtos fitossanitarios biologicos que estdo sendo
comercializados atualmente e apresentam vdarias fungdes como biofertilizantes,
bioestimulantes, bioinseticidas, biofungicidas e bionematicidas (MERARA et al., 2022).
Os mesmos autores destacam que estes produtos, em sua maioria de origem microbiana,
podem ser listados desde metabolitos secundarios a células microbianas como fungos,
nematoides, virus e bactérias. Embora a ado¢do dos produtos bioldgicos seja usual na
cadeia de suprimentos da agricultura brasileira, ainda existem duvidas dos efeitos das
pulverizagdes convencionais sobre a mortalidade desses fitossanitarios biologicos. Dentre
os fatores que podem reduzir a viabilidade biologica, estad a pressdo do circuito de
pulverizag¢do dos pulverizadores (BELCHIOR et al., 2017).

Considerando as observacdes de Belchior ef al. (2017), por se tratar de produtos
onde sdo utilizados seres vivos, existe uma infinidade de fatores que podem contribuir
para a proliferagao ou mortalidade dos microrganismos utilizados em sua composi¢ao.
Entre os fatores que podem viabilizar ou ndo a aplicacao de fitossanitarios bioldgicos, a

pressdo existente no circuito de um pulverizador pode ser um dos desafios enfrentados
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pelo material biologico durante a aplicagdo, pois esta submetido a condigdes adversas a
sua sobrevivéncia. Sendo assim, o entendimento do efeito da pressdo operacional do
circuito de pulverizagdo, bem como o nimero de ciclos da calda entre a bomba ¢ o

reservatorio pode afetar a taxa de sobrevivéncia de agentes biologicos.

2. JUSTIFICATIVA

A atividade de produgdo agricola, independentemente de sua regido ou area
cultivada, enfrenta inimeros desafios durantes os ciclos produtivos, desde dificuldades
com os efeitos meteorologicos até os problemas logisticos no escoamento da safra. Entre
as inimeras dificuldades, o controle de pragas e doengas representa mais um desafio na
potencializacdo da produtividade. Estes agentes causadores de danos reduzem o potencial
produtivo interferindo na qualidade de graos no Brasil e, por consequéncia, a maior parte
dos custos da produgao estd focada no controle destas pragas e doencas (GUIDUCCI, et
al., 2020, CAFFAGNI, 2022).

Segundo a FAO (2022), uso de agroquimicos sempre foi amplamente utilizado
nas lavouras de quase todos os paises do mundo. O Brasil, pelo seu potencial produtivo,
por sua ampla diversidade de culturas e um clima tropical, ndo poderia ser diferente, tendo
se tornado mais comum o uso apenas de agroquimicos. Os modelos de producao adotados
atualmente sdo muito dependentes destes produtos, com o objetivo de maximizar a
producdo e manter a sustentabilidade financeira do mercado, permitindo a produgao em
ampla escala para manter a cadeia produtiva e a induastria de alimentos global (Baptista,
2024).

De acordo com Meyer et al. (2022), o uso de alguns tipos de fitossanitarios
bioldgicos pode trazer beneficios a cultura pela sua acdo simbiodtica com a planta,
proporcionando um efetivo controle de pragas e doengas. Além disso, o uso destes
produtos pode diminuir a contamina¢do ambiental e humana e ainda assim ser eficaz e
satisfatorio para sua finalidade.

Conforme Queiroz et al. (2025) afirma, o desenvolvimento de fitossanitarios
bioldgicos de linhagem botanica no Brasil como alternativa mais saudavel aos
agroquimicos sintéticos enfrenta desafios significativos, principalmente devido ao
registro burocratico e custoso, que ¢ dificultado pela complexa composi¢ao dos extratos
vegetais, exigindo uma nova Instru¢do Normativa Conjunta (INC) simplificadora. Além
disso, a baixa estabilidade desses produtos no campo e a necessidade de cultivo em larga

escala das espécies sdo obstaculos logisticos. No entanto, o pais possui um enorme
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potencial para superar essas barreiras, impulsionado por sua biodiversidade e por solugdes
como o uso da nanotecnologia para aumentar a persisténcia dos produtos e o
aproveitamento de partes vegetais descartadas de outras cadeias.

O avango do Programa Nacional de Bioinsumos (BRASIL, 2020) tem
demonstrado que a solugao para acelerar o desenvolvimento de ativos, reside na inovagao.
Segundo 0 MAPA (2021), a sinergia entre startups, centros de pesquisa como a Embrapa
e o setor privado € o que permite agregar valor € promover a bioeconomia no agronegocio
nacional.

Contudo, ¢ necessario compreender de forma mais profunda como estes
fitossanitarios biologicos se comportam, qual a interacdo deles com os circuitos de
pulveriza¢do hidrdulicos e o quanto eles se adequam aos métodos e equipamentos ja
utilizados no campo. Os pulverizadores que trabalham atualmente tém seu foco na
aplicagdo de agroquimicos, visto que, desde seu desenvolvimento até as suas
recomendacdes e métodos de trabalho, estdo sempre voltadas para o uso de produtos de
origem quimica (JACTO, 2024, JOHN DEERE, 2021).

Junto com a expansdo no uso de fitossanitarios biologicos, se torna necessario
ampliar as pesquisas sobre este assunto, levantar informacdes pertinentes ao uso cotidiano
e quais as possiveis barreiras enfrentadas durante sua aplicacdo. Abad (2025) e
Nascimento (2024), sdo bons exemplos de estudos focados na interacao de fitossanitarios
bioldgicos, trazendo importantes informagdes, a respeito da compatibilidade de caldas,
compostas por fitossanitarios bioldgicos somados a inseticidas quimicos, delimitando um
padrdo de possiveis misturas ou até mesmo limitando a mistura destes produtos devido a
sua incompatibilidade, seja ela quimica ou fisica. E notéria a relevancia de fitossanitarios
biologicos no controle de pragas e doengas e o crescimento de seu uso nas pulverizagdes
agricolas, sendo cada dia mais comum encontramos produtores rurais que aderiram ao
uso dos fitossanitarios bioldgicos e que os mantém em sua lista de produtos para manejo
das culturas.

Apesar do foco nas pesquisas e na formacao de conhecimento com embasamento
cientifico, trazendo inumeros resultados a respeito dos fitossanitarios bioldgicos no
controle de pragas e doengas, a pressdo sofrida por estes produtos, durante a sua
pulverizagdo, ainda € pouco explorada. Sabendo disso, este trabalho tem como objetivo,
expandir o conhecimento nesta area, trazendo informagdes e resultados relacionados a

interagdo dos fitossanitarios biologicos e a pressdo dos pulverizadores agricolas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar possiveis interagdes entre a pressao do sistema de pulverizagdo e a taxa

de mortalidade dos agentes bioldgicos.

3.2 Objetivo especifico

Avaliar o efeito da pressao operacional e do tempo no circuito de pulverizagdo na
viabilidade dos agentes biologicos: Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1296,
Azospirillum brasilense CEPAS AbVS5 e AbV6 e Bacillus pumilus submetidos a diversas
pressdes no sistema de pulverizagao;

Estabelecer a interagdo entre a pressao de trabalho e uma possivel perda de
viabilidade na aplicagdo de fitossanitarios biologicos;

Correlacionar o nimero de ciclos da calda entre bomba e reservatdrio afetam a
taxa de sobrevivéncia dos microrganismos;

Compreender a pressdo no circuito hidraulico como fator causador de mortalidade

dos agentes bioldgicos;

4.REVISAO DE LITERATURA

4.1 Uso de agroquimicos

A utilizagdo de agroquimicos no Brasil € uma pratica que tem grande ligagdo com
a sistematizacdo das lavouras brasileiras, que ocorreu entre os anos de 1960 e 1970,
periodo que o governo fomentava financeiramente o uso de produtos quimicos para a
producdo agricola através de créditos, com o objetivo de forgar uma modernizacdo no
campo (PERES, 1999).

Apesar de seu uso ser essencial para a producdo em larga escala, os fitossanitarios
biologicos devem ser usados de forma consciente e de maneira responsavel. Ramos
(2021) alerta sobre a necessidade de uma boa educagdao ambiental quando se refere ao uso
de agroquimicos, pois ¢ de conhecimento que quando usado de forma indiscriminada os
inseticidas podem causar a morte de insetos que ndo sdo os alvos das aplicacdes e de
espécies benéficas a produgdo agricola. Ela ainda enfatiza que os principais danos nao se
referem apenas ao uso de agroquimicos no controle, mas sim uma soma de fatores, como

climatico, redugao dos habitats naturais, entre outros.
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Porém alguns pesquisadores ja se questionavam sobre 0s possiveis riscos que estes
produtos poderiam trazer para o meio ambiente e, principalmente, para a saude humana,
visto que pouco se sabia dos efeitos da exposi¢ao a estes produtos a longo prazo. Naquela
época, o grande protagonista das lavouras era o pesticida Dicloro-Difenil-Tricloroetano,
conhecido como DDT, produto usado em larga escala e com poucas restrigdes em quase
todas as aplicagdes agricolas (CARSON, 1962).

O uso de agroquimicos nas lavoras com o objetivo de controlar pragas e doengas
que reduzem a produtividade ¢ algo inevitavel no atual cendrio, pois dependemos do
auxilio destes produtos para manter a produtividade, garantir a produgdo e
consequentemente o abastecimento da populagao com alimentos, fibras e energia, além
de assegurar a viabilidade econdmica da producdo agricola (SILVA et al, 2022,
CULTIVAR, 2025). Ainda nesta linha de raciocinio Tavella et al. (2011), aponta que
podemos fazer o uso destes mecanismos para manter a produtividade, no entanto
deveriamos ter outras op¢des que apresentam menor potencial de risco de contaminagao,
empregando outros métodos alternativos no primeiro momento, métodos estes como
controle integrado de pragas, rotacdo de cultura e também o uso dos fitossanitarios
bioldgicos para manejo cultural, trazendo estas opg¢oes a frente do uso tradicional dos

agroquimicos.

4.2 Produtos fitossanitarios biologicos

Para fins de esclarecimento, a defini¢cdo dos agentes bioldgicos, ou fitossanitarios
bioldgicos como devidamente tratado no texto, se trada de todo produto, processo ou
tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana, que tem como finalidade a melhoria
na producao, armazenamento ou beneficiamento de produtos de origem agropecudria, que
tragam interagdo benéfica com os produtos de interesse comercial (BRASIL, 2020).

O uso de fitossanitarios bioldgicos ¢ visto como uma alternativa para a aplicagao
tradicional de agroquimicos nas lavouras de todo o mundo. Estes produtos sdo produzidos
através da multiplicacao de fungos, bactérias ou virus, podendo ser utilizados no controle
de pragas e doengas, assim como na fixacdo de nutrientes pela planta, se tornando uma
relacdo benéfica para a cultura. A utilizacdo de fitossanitarios bioldgicos para a reducao
dos agentes causadores de danos nas principais culturas de interesse humano se destaca
como uma alternativa promissora para a diminui¢ao do uso de agroquimicos que, além

de serem utilizados ha muitos anos, podendo gerar algum tipo de resisténcias nos alvos
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de controle, ainda podem causar danos a satide humana e ao meio ambiente se manejados
da forma indiscriminada (MEYER et al., 2022).

Segundo Maddalena et al. (2024), um exemplo claro dos beneficios do uso dos
fitossanitarios biologicos € o uso de Metarhizium anisopliae no controle da lagarta do
cartucho (Spodoptera frugiper). O uso deste fungo demonstrou um excelente controle de
lagartas-do-cartucho, chegando a uma efetividade de controle de aproximadamente 80%.
Além do exemplo citado anteriormente, o Metarhizium anisopliae apresenta efetividade
de controle em cerca de 300 outras espécies de insetos, muitos deles causadores de danos

a culturas de interesse humano (ALVES., 1998)

4.3 Mercado de fitossanitarios bioldgicos

Em 2024, a comercializa¢do de produtos fitossanitarios no Brasil manteve uma
trajetoria de alta, impulsionada pela expansao das areas de cultivo e pela pressdo de pragas
no Centro-Oeste (CLIMAINFO, 2026). No balango de registros encerrado em 2025, o
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) atingiu a marca histérica de 912 novos
produtos registrados, sendo que, deste total, 17,7% (162 produtos) correspondem a
fitossanitarios biologicos, o maior volume da série historica (MAPA, 2026). Esse avango
consolida a transicdo biotecnoldgica no campo, com o mercado de fitossanitarios
biologicos atingindo um faturamento de R$ 4,35 bilhdes na safra 2024/25, um
crescimento de 18% em relagdo ao ciclo anterior (KYNETEC, 2025).

E de comum conhecimento que o produtor rural procura alternativas para o
sistema de manejo de pragas e doengas usualmente utilizado pelos motivos ja citados
anteriormente. Por consequéncia, os fitossanitarios biologicos t€ém conquistado seu
espaco na agricultura: estima-se que nos ultimos anos estes produtos de origem biologica
tiveram um crescimento de 10% no mercado global. Porém, neste mesmo periodo, o
crescimento no mercado nacional foi de 60%, demonstrando o interesse no uso de
produtos mais sustentaveis pelos agricultores brasileiros (MARRONE., 2024).

Um grande avanco no mercado de bioinsumos se deu no ano de 2020 com o
decreto 10.375, de forma a instituir o Programa Nacional de Bioinsumos ¢ o Conselho
Estratégico do Programa Nacional de Bioinsumos, onde estabeleceu as definigdes legais
de bioinsumos, além de trazer no texto o planejamento para a expansdo do uso destas
tecnologias, instituindo maneiras seguras de aplicagdes, bem como fomentar o seu
desenvolvimento e sua comercializagcao no territorio nacional, criando um marco no setor

agropecuario.
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4.4 Viabilidade de produtos biologicos

Quando se fala em aplicacdo de fitossanitarios biologicos, o argumento mais
utilizado para sua adesdo ¢ a questdo ambiental, visando aplicagcdes que possuam um
menor risco de contaminacdo. Porém, ¢ importante destacar que, por se tratar de materiais
de origem bioldgica, é necessario que no momento da pulverizagdo exista uma quantidade
minima de agente bioldgico e que esse esteja em condigdes viaveis para efetivo controle
do alvo da aplicacao. Um grande desafio ¢ o armazenamento deste material tanto nas
fabricas quanto nas propriedades rurais, mas, com o avanco da tecnologia, os métodos de
armazenamento de longo prazo foram modernizados, utilizando o processo de
liofilizagdo, por exemplo, que se trata de um uma forma de ultracongelamento,
promovendo a conservagao do material bioldgico sem interferéncia na sua capacidade de
reproducdo no momento da aplicagdo (MEYER et al., 2022).

Segundo Steinke et al. (1995), as aplicagdes dos produtos fitossanitarios
bioldgicos sdo na sua grande maioria, feitas com os mesmos equipamentos utilizados nas
aplicagdes convencionais de agroquimicos e muitas das vezes utilizam-se das mesmas
metodologias de aplicagdo, ndo se atentando que os produtos sdo compostos por

organismos vivos que dependem de condi¢des adequadas para sobreviver.

4.5 Pulverizadores agricolas

Segundo Christofoletti (1992), de forma simplificada, os pulverizadores se
constituem por: reservatorio, registro, filtro, comando, barras e pontas de pulverizacao, e
esse sistema tem o intuito de gerar gotas nas pontas através da pressao do circuito exercida
sobre a calda, de forma a distribuir o mais uniforme possivel os produtos em toda a
lavoura.

Raetano et al. (2019) descreve a importancia dos procedimentos de calibragdo e
regulagem de um pulverizador, que estes equipamentos agricolas devem ter a capacidade
de alterar a sua velocidade de deslocamento, a taxa de aplicacdo (L ha') e a pressio
interna do circuito de pulverizagdo, independente do ano de fabricagdo ou da marca em
questao.

Ainda se faz necessario maior entendimento da interacdo destes fitossanitarios
bioldgicos dentro dos circuitos de pulverizagdo mais comuns nas lavouras brasileira, visto
que o desenvolvimento e a construcdo destas maquinas levam em consideragdo as

aplicagdes de agroquimicos, que representa a grande maioria dos produtos fitossanitarios
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utilizados, havendo pouca ou nenhuma informagao referente ao uso destes produtos nos
manuais e guias dos pulverizadores (JACTO, 2024, JOHN DEERE, 2021).

Grande parte das aplicagdes de produtos fitossanitarios, independente de sua
origem, utiliza equipamentos terrestres de barras, podendo ser automotrizes, de arrasto ou
montados na parte traseira de tratores. Estes equipamentos sdo compostos por um chassi,
responsavel por suportar o peso do reservatorio, pelos filtros, que tem o objetivo de filtrar
particulas sdlidas, pela bomba de pulverizagao, responsavel por gerar o fluxo da calda
para as barras ou para o reservatorio, por um controlador, que pode alterar a pressao no
circuito hidraulico da calda para manter a taxa constante, por ramais, que sdo as
mangueiras que conectam os componentes do circuito, pelas barras e pelos bicos de

pulverizacdo (MATUO, 1990).

4.6 Desafios da tecnologia de aplicacio na viabilidade de fitossanitarios
bioldgicos

O uso de produtos fitossanitarios de base bioldgica, consolidou-se como uma
estratégia indispensavel para a sustentabilidade do agronegodcio brasileiro (BRASIL,
2020). No entanto, a transi¢do do laboratorio para o campo impde grandes desafios,
especialmente no que diz respeito a manutengdo da viabilidade dos agentes de controle
bioldgico durante o processo de transporte, armazenamento, preparo das misturas e
principalmente no momento das pulveriza¢cdes mecanizadas.

Pesquisas recentes indicam que a interag@o entre os fitossanitarios bioldgicos e os
componentes do sistema de pulverizagdo pode comprometer a eficacia do tratamento. O
fator determinante nesse cendrio € a pressao de trabalho exercida pelos pulverizadores.
De acordo com estudos de Zambon et al. (2021), microrganismos como o fungo
Beauveria bassiana e bactérias do género Bacillus sao sensiveis ao estresse mecanico e
térmico. Quando submetidos a pressoes elevadas (acima de 400 kPa ou 60 psi), ocorre
um fendmeno de cisalhamento celular que pode levar a mortalidade imediata ou a reducdo
dréstica da taxa de germinagao dos propagulos.

Entretanto, a literatura cientifica demonstra que a mortalidade nao ¢ uma regra
absoluta, mas sim uma variavel dependente da tecnologia utilizada. Santos et al. (2023)
observaram que o uso de pontas de pulverizacdo com inducdo de ar, que operam com
gotas maiores, tende a preservar melhor a integridade das membranas celulares de
microrganismos em comparagdo a pontas de jato plano comum. Além disso, a

compatibilidade quimica em misturas de tanque ¢ outro fator de pressdo que pode
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potencializar a mortalidade dos microrganismos se ndo houver um manejo criterioso
(MAPA, 2021).

Dessa forma, a investigacao sobre a pressao ideal e o tipo de bico de pulverizagao
justifica-se pela necessidade de garantir que a "dose viva" aplicada atinja o alvo com vigor
bioldgico suficiente para o controle efetivo das pragas e doengas, evitando desperdicios

econdmicos e garantindo a eficiéncia da bioeconomia no campo.

5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Instituto Dashen de Pesquisa Agrondmica, na area
rural do municipio de Bandeirantes — PR e no Lab MicroS, Laboratdrio de Microbiologia
do solo da UENP — Universidade Estadual do Norte do Parana — Campus Luiz Meneghel,

localizado no municipio de Bandeirantes — PR.

5.1 Elaboraciao das amostras

Para a realizag@o deste trabalho, no laboratorio do Instituto Dashen foi utilizado
um simulador de pulverizacao estacionario, montado a partir de pecas de um pulverizador
modelo Condor 600L da marca Jacto (Figura 1), equipado com comando Masterflow MF
2000 (alavancas) (Figura 2), responsavel pela regulagem da pressdo do sistema e uma
bomba de pistdes do modelo JP 75 (Figura 3), com vazdo maxima de 75 L min™' a 540
RPM, movida por motor elétrico de 6 kW. O pulverizador foi equipado com 4 barras de
aco inox, de 1,04 metros de comprimento, com 1,27 cm (%2 polegada) de diametro e
espagcamento entre bicos de 50 centimetros, utilizando 3 bicos por barra, totalizando 12
bicos de pulveriza¢do no conjunto. As pontas utilizadas eram novas, dos modelos JAC 80
01 eJ3D 100 015, sendo adequada cada ponta a pressao ideal de trabalho (Tabela 1). Para
a execugdo deste trabalho todas as pecas do pulverizador, foram instaladas em uma
bancada de metal, dentro do laboratorio, de forma a evitar interferéncia de fatores

ambientais como temperatura e incidéncia solar.

Tabela 1- Pontas de pulverizagdo e pressdes

Bico Pressdo (kPa)  Pressdo (psi)  Vazdo (L min™)
J3D 100 015 (VERDE) 300 43,51 0,590
J3D 100 015 (VERDE) 400 58,02 0,681
JAC 80 01 (LARANJA) 500 72,52 0,511
JAC 80 01 (LARANJA) 600 87,02 0,560

JAC 80 01 (LARANIJA) 700 101,53 0,605
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Figura 1- Simulador do pulverizador

Fonte: Acervo proprio (2024)

Figura 2 - Comando para regulagem de pressao

Fonte: Acervo proprio (2024)
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Fonte: Acervo proprio (2024)

Antes do inicio das pulverizagdes, alguns pardmetros da agua utilizada para o
ensaio foram analisados, em parceria com o Nucleo de Investigacdo em Tecnologia de
Aplicagdo e Maquinas Agricolas — NITEC, localizado no campus da UENP em
Bandeirantes — PR. Foram realizadas analise de pH, Condutividade Elétrica (uS/cm) e

Dureza Total (ppm CaCO3), chegando aos seguintes parametros (Tabela 2):

Tabela 2 - Pardmetros da agua

Analises Resultado Equipamento
pH 8,05 Hanna HI83399-02
Condutividade Elétrica 264 puS/cm AK 135 max
Dureza total 90 ppm CaCOs Hanna HI83399-02

Os produtos comerciais utilizados foram: Octane® (Isaria fumosorosea CEPA
ESALQ 1296) Azokop® (Azospirillum brasilense CEPA AbV5 e AbV6) e Caravan®
(Bacillus pumilus), todos os materiais cedidos pela empresa Koppert, seguindo as
seguintes dosagens, 0,5 L ha!, 0,4 L ha' e 0,4 L ha' respectivamente, conforme
especificagdo das bulas dos produtos comerciais. Durante a pulveriza¢do foi adotada
como padrio uma taxa de aplicagdio de 100 L ha™!. Foram avaliadas as seguintes pressdes
de trabalho: 300, 400, 500, 600 e 700 kPa para cada calda, que associadas aos trés

diferentes produtos comerciais, serdo denominadas de tratamentos (Tabela 3).



Tabela 3 - Tratamentos, produto comercial e pressdes
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Produto Pressao Dose
Tratamento comercial Agente biologico (kPa) L ha

1 Octane® Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1294 300 0,5
2 Octane® Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1294 400 0,5
3 Octane® Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1294 500 0,5
4 Octane® Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1294 600 0,5
5 Octane® Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1294 700 0,5
6 Azokop®  Azospirillum brasilense CEPAS AbV5 e AbV6 300 0,4
7 Azokop®  Azospirillum brasilense CEPAS AbV5 e AbV6 400 0,4
8 Azokop®  Azospirillum brasilense CEPAS AbV5 e AbV6 500 0,4
9 Azokop®  Azospirillum brasilense CEPAS AbV5 e AbV6 600 0,4
10 Azokop®  Azospirillum brasilense CEPAS AbV5 e AbV6 700 0,4
11 Caravan® Bacillus pumilus 300 0,4
12 Caravan® Bacillus pumilus 400 0,4
13 Caravan® Bacillus pumilus 500 0,4
14 Caravan® Bacillus pumilus 600 0,4
15 Caravan® Bacillus pumilus 700 0,4

Para o preparo das caldas foi adicionado no reservatorio do pulverizador 50% do
volume utilizado na pulverizagdao de dgua através da tampa superior, em seguida o
equipamento foi ligado com os ramais de pulverizacdo fechados, ocorrendo apenas a
circulagdo entre a bomba e o reservatdrio. Em paralelo, a dosagem recomendada do
produto foi pré-diluida em uma balde contendo 20 litros de 4gua, homogeneizada com o
uso de um misturador de hélices metalicas acoplado a uma furadeira e agitada em baixa
velocidade por cinco minutos de forma ininterrupta, com o objetivo de formar uma calda
de pré mistura. Posteriormente, esta pré dilui¢do de 20 litros de dgua e a dosagem do
produto foi adicionada a agua que ja estavam no interior do reservatorio de pulverizacao
através da tampa superior. Apos a adicdo desta pré mistura no interior do reservatorio,
foram aguardados mais cinco minutos, mantendo a bomba ligada € o comando fechado,
tempo este utilizado para a incorporacao total dos produtos, formando uma calda (dgua +
fitossanitarios bioldgicos) e também para a adi¢do do restante de 4gua necessaria (50%
do volume utilizado na pulverizagao), para a realiza¢do da pulverizagdo. Este processo

foi realizado de forma individual para cada pressdo de trabalho e para cada produto, ndo
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sendo feito a reutilizacdo de nenhuma calda ap6s a mesma ser submetida a pressao dentro
do circuito de pulverizacdo. Ap6s o término do tempo da mistura (5 minutos), todos os
ramais foram abertos simultaneamente, dando inicio a pulverizagdo pelos bicos de
pulverizagdo e iniciando a contagem do tempo para realizacao das coletas.

Durante todo o processo de pulverizagao, a calda aplicada pelos bicos foi coletada
por calhas metdlicas (Figura 4), montadas logo abaixo das barras de pulverizacdo e
direcionadas a reservatorios de polietileno, onde posteriormente o material coletado foi

destinado ao descarte correto.

Figura 4 - Calhas coletoras da pulverizagao

AT

Fonte: Acervo pr(’)l (2024)
Para realizacao das coletas das amostras, foram utilizados coletores universais
estéreis com 50 mL de capacidade, sendo coletado cada amostra no bico mais distante da
bomba seguindo pelo circuito de pulverizagdo de cada barra, totalizando quatro amostras
a cada coleta, sendo cada uma delas contabilizadas como uma repeti¢do. Cada coletor foi
utilizado apenas uma vez para evitar qualquer tipo de contaminacdo e, apds as analises
laboratoriais finalizadas, todos os coletores bem como o excedente de amostras coletadas
foram submetidos a esterilizacdo em autoclave para descarte, evitando qualquer tipo de
contaminagao.
Para as coletas, foram considerados cinco intervalos de tempo conforme (Tabela

4), iniciando a contagem de tempo simultaneamente a abertura dos ramais.
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Tabela 4 - Tempos de coleta de cada amostra

Coleta Tempo em minutos
T1 0
T2 10
T3 20
T4 30
T5 40

Com o objetivo de gerar amostras de testemunhas, ou seja, amostra da calda que
ndo sofreram nenhum tipo de ag¢do da pressdo do sistema, com a finalidade de ser
contabilizada a UFC, contida no produto comercial, foram feitas amostras no laboratorio
do Instituto Dashen seguindo as mesmas concentragdes, adicionado a dose do produto em
um becker graduado de 600 mL e agitadas em misturador magnético por cinco minutos.
As coletas realizadas no ultimo bico de cada barra, ocorreram de forma
simultaneas, impreterivelmente nos tempos citados anteriormente (Figura 5), de forma
manual, diretamente no coletor estéril, que foi devidamente identificado, e aberto somente
no momento da coleta e imediatamente fechado, apos a inser¢do da amostra no coletor,
para que ndo houvesse nenhum tipo de contaminacdo externa das amostra, apds a
realizacdo das coletas as mesmas foram vedadas, ¢ o material imediatamente
acondicionado em uma caixa de transporte térmica, e enviadas ao laboratorio de
microbiologia da universidade, e o plaqueamento ocorreu em prazo maximo de 24 horas
apés a coleta, durante todo este periodo as amostras ficaram acondicionadas sob
refrigeragdo, para que ndo ocorresse a morte de agentes bioldgicos. Apos o esgotamento
total da calda (4gua + fitossanitarios biolodgicos), o equipamento foi submetido ao
procedimento de triplice lavagem, sendo adicionado 300 litros de agua (50% da
capacidade do reservatorio), realizado o acionamento do equipamento e pulverizado todo
o volume de agua adicionado no reservatdrio, este procedimento foi repetido por trés
vezes utilizando apenas agua, caracterizando a triplice lavagem.

Ao termino da terceira e ultima lavagem, foram coletadas amostras, seguindo o
mesmo procedimento das coletas das amostras, que foram inoculadas em placas de Petri
com o objetivo de identificar uma possivel contaminagdo entre os tratamentos, porem
nenhuma placa apresentou multiplicagao microbiana, deixando claro que o procedimento
de limpeza do reservatorio foi suficiente para eliminar qualquer tipo de material bioldgico

do sistema de pulverizagao.
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Figura 5 - Coleta das amostras

Fonte: Acervo proprio (2024)

5.2 Avaliacio do Crescimento Microbiano em placa de Petri

As avaliagdes do crescimento microbiano foram feitas através do método de
dilui¢do seriada (Figura 6), plaqueamento em meio sélido, de acordo com a Instruc¢ao
Normativa 30 de 2010 (BRASIL. 2010), esfregago com alca de Drigalsky (Figura 7) e
técnica de gotas (Figura 8). Os meios solidos utilizados foram: fixadores de nitrogénio de

vida livre (NFB), Agar Batata Dextrose (BDA), Agar Triptona de Soja (TSA) (Tabela 5)

Figura 6 - Dilui¢do seriada

S

4
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N
4
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9ml 0,9ml 0,9mlL 0,9mL  0,9ml 0,9ml 0,9mlL 0,9mL  0,9mlL

Fonte: Colonna, 2022



Figura 7 - Esfregaco com alca de Drigalsky
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Fonte: Aratjo, 2013

Figura 8 - Técnica de gotas

Fonte: proprio autor
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Tabela 5 - Meios de cultura utilizados para analise do crescimento microbiana.

Meios de Cultura Composiciao (g L)

KH>PO4 0,4 g; KoxHPO4 0,1 g; MgSO4 7H>O
0,2 g; NaCl 0,1 g; CaCl; 0,02 g; FeCls 0,01 g;
MoO4Na.2H20 0,002 g; malato sodico 5,0 g;

Meio Fixadores De Nitrogénio

_ _ azul de bromotimol 0,5%, 5,0 mL, Agar 15,0
De Vida Livre

g; H20 destilada 1000 mL; pH ajustado com

lentilhas de NaOH até ficar com o meio

verde. pH 7,0.

Meio Tryptic-soy Agar (TSA) para
‘ . ‘ 40,0 g TSA, 1000 mL de 4gua destilada.
bactérias heterotroficas cultivaveis

Meio agar batata dextrose (BDA)
) ) 39,0 BDA, 1000 mL de agua destilada.
para fungos cultivaveis

Em microtubos do tipo Eppendorfs com 0,9 mL de solugdo salina a 0,85% de
concentracdo foi realizada a dilui¢do seriada 1/10 (10°®) para B. Pumillus, (10°°), para
Isaria fumosorosea e Azopirillum brasilienses. Apos a dilui¢cao, com a ajuda de uma alca
de Drigalski, 50 puL das dilui¢cdes foram inoculadas em placas de Petri nos respectivos
meios de cultura especificos e seletivos (Tabela 5) e incubadas por 5 dias a 28°C em
Camara de crescimento com alternancia de temperatura BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio). Apos esse periodo, a populagdo microbiana foi contabilizada e os resultados

apresentados em log UFC mL™! para cada populagio microbiana.

5.3 Selecao de células viaveis, extracio de DNA e quantificacdo de
microrganismos por qPCR (Reacido em Cadeia Polimerase quantitativo)

A selecdo de células viaveis foi realizada utilizando 100 pL da cultura do
bioinsumo, empregando metodologia baseada na ligacdo de corantes ao DNA,
desenvolvida pela Gogenetic e adaptada de Van Frankenhuyzen et al. (2011). Em seguida,

o DNA foi extraido por lise mecanica intensiva, seguida de purificagdo seletiva em
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colunas com matriz de silica (DNeasy PowerSoil Pro — QIAGEN). A quantificacdo do
microrganismo foi conduzida por amplificagdo do DNA utilizando primers especificos
para detec¢do de Isaria spp., Bacillus pumilus e Azospirillum brasilense. O sistema de
deteccao de qPCR utilizado foi baseado em fluorescéncia intercalante do tipo SYBR.

A sequéncia dos primers € os parametros operacionais especificos seguem
procedimento padrao interno e constituem protocolo proprietario da empresa Gogenetic,

ndo sendo descritos em detalhe.

5.4 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados em placa de Petri foi realizada inicialmente
através da verifica¢do da normalidade da distribuicao e da homogeneidade das variancias,
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Estes as médias foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Para os resultados quantitativos (pressao e tempo)
foi realizada a Andlise de Regressdo para modelar o comportamento das varidveis e
avaliar a relacdo de dependéncia entre elas. Nos resultados obtidos a partir da
quantificagdo por qPCR foi submetido a analise de regressdo polinomial. A escolha dos
modelos (linear ou quadratico) foi fundamentada na significdncia dos coeficientes de
regressdo pelo teste F (p < 0,05) e no maior valor do coeficiente de determinagio (R?).
Todas as andlises foram executadas considerando um nivel de significancia de 5%

(p<0,05), utilizando o software Sisvar.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Viabilidade de Bacillus pumilus (Caravan®)

A avaliagdo da taxa de sobrevivéncia do B. pumilus, em placa de Petri verificou-
se que a pressdo influéncia de maneira significativamente na morte celular, sendo que a
partir da pressdo de 600 kPa, a queda da sobrevivéncia ¢ evidente. O tempo de
recirculacao da calda também influencia significativamente, nota-se que na pressao de
300 kPa a partir de 30 minutos € significativa queda de células vidveis, e nas demais
pressdes em 10 minutos € suficiente para a morte celular (Tabela 6).

A andlise de regressdo linear revelou um efeito significativo (p<0,05) da pressao
(Figura 9A) e tempo (Figura 9B) sobre a sobrevivéncia do B. pumilus. Observou-se um

ajuste linear negativo de R?=0,9112 e R?=0,8978, respectivamente.
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Tabela 6 - Taxa de sobrevivéncia (UFC mL™') da bactéria Bacillus pumilus submetida a
diferentes pressoes e tempos de recirculagdo da calda em tanque de pulverizagao.

TEMPO PRESSAO (kPa)

(minutos) 300 400 500 600 700
0 5,857 Aa 5,857 Aa 5,857 Aa 5,857 Aa 5,857 Aa
10 5,749 Aa 5,294 Bbc 5,314 Bb 4,962 Bc 5,194 Bbc
20 5,623 Aa 5,258 Bb 5,151 Bb 4,695 Bc 4,671 Cc
30 5,028 Bab 5,117 Bab 5,192 Ba 4814Bbc 4,504 Cc
40 4,969 Bab 5,189 Ba 5,108 Ba 4,690 Bb 4,033 Dc

CV.(%) 339

Dados: Médias seguidas de letra maitiscula na coluna e letras mintsculas na linha ndo diferem entre sim
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 9 - Analise de regressdo linear da taxa de sobrevivéncia (UFC mL™) da bactéria
Bacillus pumilus submetida a diferentes pressoes (A) e diferentes tempos (B) de recirculacao da

calda.
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A exposi¢do de células bacterianas a pressoes hidrostaticas ou mecanicas elevadas
pode causar a desnaturagdo de proteinas da membrana e a inativacdo de enzimas
essenciais, levando a morte celular (GARCIA et al., 2010).

A passagem repetida do microrganismo pela bomba, e pelos bicos de pulverizacao
gera um estresse fisico que compromete a integridade da parede celular. No caso de B.
pumilus, embora os enddsporos possuam uma camada cortical protetora, a forma
vegetativa ¢ altamente suscetivel a essas variagoes de pressao (GITAU et al., 2013).

A queda de sobrevivéncia em apenas 10 minutos nas pressdes mais altas indica
uma mortalidade acelerada por fadiga estrutural, o tempo de exposi¢@o ao estresse ¢ um
fator tdo determinante quanto a magnitude da forga aplicada. Isso explica por que, na
pressao de 300 kPa, o microrganismo resistiu por at¢ 30 minutos, enquanto pressoes

maiores causaram o colapso celular de forma quase imediata (VELLIOU et al., 2012).
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Essa dinamica ¢ crucial para a tecnologia de aplicagdo, pois, a manutengdo da
eficacia bioldgica depende da operacdo dentro de limites de pressdo que ndo ultrapassem
o limiar de resisténcia mecanica do agente de controle (MATTHEWS, 2018).

A andlise molecular via qPCR apresentou resultados consistentes com os obtidos
pelo método de plaqueamento em Petri. Observou-se que a populacdo microbiana de B.
pumilus (Caravan®) foi influenciada pelos niveis de pressdo, embora as pressoes
intermediarias (400, 500 e 600 kPa) nao tenham apresentado diferengas significativas
entre si. Contudo, nas pressdes extremas, o comportamento foi distinto, em 300 kPa,
houve um incremento na deteccdo da populacdo que se manteve estavel ao longo do
tempo (R?=0,6391), enquanto a pressdo de 700 kPa ocasionou uma reducio acentuada na
concentragio de DNA de células vidvel (R?>=0,7808). A representagdo da linha de
tendéncia, ilustra a alta estabilidade deste microrganismo, com todas as linhas de pressao
mais baixas se mantendo quase planas ¢ muito proximas ao nivel da Testemunha. Esta
alta resiliéncia ¢ atribuida a sua natureza de bactéria formadora de esporos. A estrutura
esporulada confere protecao ao estresse de cisalhamento e hidrodindmico gerado pela alta
pressdo no circuito, permitindo a utilizagdo de produtos a base de Bacillus dentro da faixa
operacional padrao dos pulverizadores (Figura 10).

As bactérias do género Bacillus apresentam alta tolerancia a estresses mecanicos
devido a presenca de endosporos, cujas camadas de proteinas e peptidoglicano protegem
o DNA contra forgas de cisalhamento e variagdes de pressdo hidrodinamica (PINTO,
2016). No entanto, a queda expressiva na populagdo microbiana sob a pressao de 700 kPa
sugere que existe um limite critico de resisténcia. Embora o qPCR detecte fragmentos de
DNA, a redugdo significativa do sinal molecular indica que pressoes elevadas podem
causar a lise celular ou danos severos ao capsideo esporulado, expondo o material
genético a degradagdo. Setlow (2014) afirma que, embora os esporos sejam extremamente
resistentes, a combinagdo de pressdo e turbuléncia em circuitos hidraulicos pode
comprometer a barreira de permeabilidade da membrana interna, resultando na perda de

dipicolinato de calcio e subsequente inativagao.
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Figura 10 - Viabilidade de Bacillus pumilus (Log UFC mL™") em fungdo da pressdo e
do tempo, pela analise de qPCR
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6.2 Viabilidade de Azospirillum brasilense spp. (Azokop®)

Os resultados da andlise de sobrevivéncia da bactéria A. brasilense via
plaqueamento revelaram uma elevada sensibilidade do microrganismo ao incremento da
pressdo e ao tempo de recirculagdo no reservatorio de pulverizacdo. Sob pressdao 300 kPa
ndo foi observado efeito deletério imediato. Pelo contrario, verificou-se um incremento
da populacional conforme o tempo aumentou. Contudo, o aumento da pressdo
hidrodinadmica correlacionou-se inversamente com a sobrevivéncia da bactéria, atingindo
a menor taxa populacional na combina¢do de 700 kPa e 40 minutos de recirculacdo
(Tabela 7).

Essa tendéncia se confirma pela andlise de regressdo, com o aumento da pressao
(Figura 11A) e do tempo (Figura 11B) apresentou uma queda significativa da populagdo
(p<0,05), com ajuste linear negativo de R?=0,8006 e R?>=0,9336 respectivamente.

Na analise via qPCR corroborou a vulnerabilidade do A. brasilense, apresentando
reducdo populacional em todas as pressdes testadas. Os dados ajustaram-se a modelos
polinomiais (R%>0,57), evidenciando um declinio acentuado, com destaque para a pressio
de 700 kPa, na qual nao houve detec¢do de Azospirillum spp. logo nos tempos iniciais
(Figura 12). Tais resultados indicam uma correlag@o direta entre o nimero de ciclos da
calda e a redugdo da viabilidade, sugerindo que as células vegetativas sdo altamente

suscetiveis ao estresse de cisalhamento prolongado.
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Tabela 7 - Andlise em placa de Petri da taxa de sobrevivéncia (UFC mL™!) da bactéria
Azospirillum brasilense submetida a diferentes pressoes e tempos de re-circularizagdo da calda
em tanque de pulverizagao.

TEMPO PRESSAO (kPa)

(minutos) 300 400 500 600 700
0 3,646 Ca 3,646 Aa 3,646 Aa 3,646 Aa 3,646 Aa
10 3,741 BCa 3,574 Aab 3,720 Aa 3,471 ABab 3,008 ABb
20 4,148 BCa 3,533 Aab 3,392 Ab 3,382 ABb 2,687 BCc
30 4,340 ABa 3,564 Ab 3,301 Ab 3,020 ABbc 2,511 BCc
40 4,936 Aa 3,544 Ab 3,525 Abc 2,841 Bc 2,122 Cd

C.V.(%) 10,08

Dados: Médias seguidas de letra maitiscula na coluna e letras mintisculas na linha néo diferem entre sim
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 11 - Andlise de regressdo linear da taxa de sobrevivéncia (UFC mL") da
bactéria Azospirillum brasilense submetido a diferentes pressoes (A) e diferentes tempos (B) de
recirculacdo da calda
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Figura 12 - Viabilidade de Azospirillum brasilense spp. (Log UFC mL™") em fung¢do da
pressdo e do tempo, pela analise de gPCR
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A elevada sensibilidade de A. brasilense as pressdes superiores a 300 kPa e ao
tempo de recirculagdo reflete a vulnerabilidade intrinseca das células vegetativas ao
estresse fisico. Ao contrario de bactérias Gram-positivas, as Gram-negativas possuem
uma parede celular composta por uma fina camada de peptidoglicano e uma membrana
externa rica em lipopolissacarideos, que oferecem menor protecdo contra a deformagao
mecanica. Segundo Brito et al. (2022), o cisalhamento gerado pela passagem da calda
através de bombas e bicos de pulverizacdo pode induzir a lise celular imediata em
bactérias diazotroficas, o que justifica a queda acentuada observada tanto no
plaqueamento quanto no qPCR.

O ajuste linear negativo com alto coeficiente de determinacio (R?>=0,9336) para o
tempo de recirculagdo demonstra que a exposi¢ao continua ao sistema hidraulico ¢ um
fator limitante critico. A agitagdo mecanica e a recirculagdo constante no reservatorio de
pulverizagdo promovem um estresse hidrodinamico cumulativo, elevando a temperatura
da calda e reduzindo a viabilidade de células ndo protegidas. No presente estudo, a
auséncia de deteccdo de Azospirillum spp. via qPCR sob 700 kPa sugere nao apenas a
morte celular, mas a fragmentagdo completa do material genético devido a intensidade da
pressdo exercida (SANTOS et al., 2021).

Um aspecto relevante foi o incremento populacional observado aos 40 minutos
sob pressoes baixas. Este fendmeno pode ser interpretado como uma resposta adaptativa

momentanea ou a reativagao de células que estavam em estado de dorméncia inicial. Para
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microrganismos sensiveis, qualquer beneficio de tempo ¢ anulado caso a pressao
ultrapasse os limites de resisténcia da membrana citoplasmatica (SOUZA et al., 2023).
Portanto, a recomendagdo técnica para a aplicacdo de A. brasilense deve priorizar
pressdes de trabalho reduzidas e menor tempo de permanéncia no reservatorio, visando

preservar a eficécia do inoculante no campo.

6.3 Viabilidade de Isaria fumosorosea (Octane®)

A sobrevivéncia do fungo entomopatogénico I. fumosorosea analisada pelo
plaqueamento, revelou uma redugdo pontual na contagem aos 10 minutos em todas as
pressoes testadas. Embora este comportamento possa sugerir um erro amostral isolado,
a analise nas pressoes 300, 400 ¢ 500 kPa demonstrou estabilidade populacional,
indicando que, em niveis moderados, nem a pressao nem o tempo de exposi¢ao exerceram
efeitos deletérios sobre o fungo. Em contrapartida, sob pressdoes de 600 e 700 kPa,
observou-se um impacto negativo imediato na viabilidade fingica logo nos primeiros
intervalos de avaliagao (Tabela 8).

Na andlise de regressdo linear confirmou a influéncia significativa da pressao
(p<0,05) sobre a populacdo flingica, demonstrando uma tendéncia de acdo deletéria
conforme o incremento da pressdo (R?>=0,7664; Figura 12A). Todavia, na anélise em
funcdo do tempo, essa tendéncia de queda nio foi linearmente consistente (R?=0,0747;
Figura 13B), resultado influenciado pela oscilagdo atipica ocorrida aos 10 minutos.

Os resultados obtidos via qPCR corroboraram os dados de plaqueamento,
evidenciando a redugdo da viabilidade fungica proporcional ao aumento da pressdo e do
tempo. Nas pressoes de 600 e 700 kPa, houve redugdes expressivas de 14% e 18%,
respectivamente, com altos coeficientes de determinacio (R?=0,89 e R?=0,94). Enquanto
as pressOes baixas mantiveram-se estatisticamente iguais a testemunha, o distanciamento
vertical das linhas no grafico de qPCR (Figura 14) ilustra o impacto severo da alta pressao
sobre a integridade do material genético de 1. fumosorosea.

O efeito Tempo (Ciclo), o declive acentuado foi observado na pressao 600 e 700
kPa, indica que a recirculagdo ¢ altamente prejudicial. Em 700 kPa, a viabilidade cai de
5,053 Log UFC mL™! (40 minutos) para 5,00 Log UFC mL™!' (30 minutos) (Figura 15).

Essa sensibilidade extrema ¢ justificada pela fragilidade estrutural dos esporos e
micélios fungicos, que sao vulneraveis as forcas de cisalhamento e atrito geradas pelo

bombeamento, resultando na destrui¢ao ou inativacao das estruturas.
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Tabela 8 - Taxa de sobrevivéncia (UFC mL™") do fungo Isaria fumosorosea submetido a
diferentes pressoes e tempos de recirculacio da calda em tanque de pulverizagio.

TEMPO PRESSAO (kPa)

(minutos) 300 400 500 600 700
0 7,520 Aa 7,520 Aa 7,520 Aa 7,520 Aa 7,520 Aa
10 6,707 Ba 6,565 Ba 6,646 Ba 6,734 Ba 6,747 Ba
20 7,495 Aa 7,274 Aa 7,357 Aa 6,564 Bb 6,452 Bb
30 7,647 Aa 7,324 Aa 7,508 Aa 6,648 Bb 6,615 Bb
40 7,207 ABa 7,270 Aa 7,391 Aa 6,601 Bb 6,656 Bb

CV.(%) 3,88

Figura 13 - Analise de regressdo linear da taxa de sobrevivéncia (UFC mL™") de Isaria
fumosorosea submetido a diferentes pressdes (A) e diferentes tempos (B) de recirculagdo da

calda
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Figura 14 - Viabilidade de Isaria fumosorosea (Log UFC/mL") em fungdo da pressdo e do
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A sensibilidade de /. fumosorosea observada sob pressoes de 600 e 700 kPa indica
que os propagulos fungicos possuem um limiar de resisténcia mecanica inferior ao de
bactérias esporuladas. Esse comportamento ¢ comum em fungos entomopatogénicos,
cujos conidios sdo estruturas hidrofobicas e relativamente frageis quando submetidos a
turbuléncia hidraulica. Segundo Mascarin et al. (2019), a exposi¢do de blastosporos e
conidios de Isaria spp. a tensdes de cisalhamento em sistemas de aplicagdao pode causar
o desprendimento de camadas da parede celular ou a desidratagdo subita, comprometendo
a viabilidade imediata e a futura germinagao no alvo.

A divergéncia entre o efeito da pressdo (R?=0,7664) e do tempo (R?=0,0747)
sugere que o dano ao fungo ¢ causado mais pela intensidade do impacto (pressao) do que
pela duragdo da exposi¢do ao sistema. Oliveira et al. (2021) ressaltam que a passagem
pelo bico de pulverizacdo e a colisdo com as paredes do circuito sob alta pressdo geram
uma for¢a de impacto que pode romper o involucro do conidio instantaneamente. Isso
explica por que a queda populacional foi observada ja no primeiro momento (10 minutos)
nas pressoes mais elevadas.

A correlagdo positiva entre os dados de plaqueamento e gPCR (R? até 0,94)
demonstra que a redu¢do na contagem de colonias ndo ¢ apenas uma inibigdo metabolica
temporaria, mas uma degradagao fisica das estruturas fungicas. Conforme discutido por
Brambully ef al. (2023), pressdes acima de 500 kPa em caldas contendo agentes
biologicos tendem a fragmentar o material genético e as membranas plasmaticas devido
ao atrito hidrodinamico severo.

Para I. fumosorosea, a manutencao da estabilidade em pressoes de até 500 kPa ¢
um dado fundamental para o manejo integrado, indicando que o fungo ¢ compativel com
tecnologias de aplicacdo padrao, desde que se evite o uso de pressdes extremas que

desintegrem os conidios antes mesmo da sua deposi¢ao na praga-alvo.

7. CONCLUSAO

A avaliagdo da sobrevivéncia dos agentes bioldgicos submetidos ao estresse
hidrodindmico revelou que a pressdo e o tempo de recirculagdo exercem efeitos distintos,
dependendo da natureza morfoldgica de cada espécie.

A maior estabilidade foi observada em Bacillus pumilus. Sua capacidade de

formar endosporos conferiu protecao superior contra as forcas de cisalhamento, mantendo
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a viabilidade estavel mesmo em pressoes elevadas. Isso permite sua utilizagdo em uma
ampla janela operacional sem perda de eficacia biologica.

O fungo Isaria fumosorosea apresentou uma resisténcia intermedidria. Embora
estavel em pressoes de até 500 kPa, demonstrou sensibilidade aguda ao impacto mecanico
imediato sob 600 e 700 kPa, sugerindo que a integridade dos seus conidios ¢ vulneravel
a choques de pressao, independentemente do tempo de exposicao.

A maior sensibilidade foi registrada para Azospirillum brasilense. Por ser uma
bactéria Gram-negativa e ndo esporulada, sua parede celular delgada ndo suportou o
estresse cumulativo, apresentando quedas populacionais drasticas tanto por pressao
quanto por tempo de recirculagdo.

A convergéncia entre os dados de plaqueamento e as analises de qPCR confirmou
que as pressoes criticas (acima de 600 kPa) ndo causam apenas a inativacao metabolica,

mas a degradacao fisica e fragmentacdo do material genético dos propagulos.
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Recomendacdes Técnicas

Os resultados indicam que a tecnologia de aplicagdo de produtos biologicos deve
ser customizada:

Para Bacillus spp.: Ha maior flexibilidade de pressao e tempo de agitacao.

Para Isaria spp.: Recomenda-se evitar pressdes acima de 500 kPa para preservar
a viabilidade dos conidios.

Para Azospirillum spp.: A aplicagdo deve ser imediata e sob baixas pressdes
(méaximo 300 kPa), visando minimizar a lise das células vegetativas e garantir o potencial

de inoculagdo no campo.
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