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Microbiolizacéo na qualidade de sementes e crescimento de plantas de feijao-caupi

Microbiolizacao de feijdo-caupi

Resumo

O feijdo-caupi tem grande importancia como fonte de alimento e como gerador de
emprego e renda para a populagdo rural. No Brasil, a cultura do feijdo-caupi ainda
apresenta baixa produtividade, devido principalmente a utilizacdo de sementes de baixa
qualidade. Neste sentido, o tratamento de sementes através da microbiolizacéo,
apresenta benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia e desenvolvimento das
plantulas e producédo de gréos. Este trabalho objetivou avaliar a qualidade fisioldgica e
sanitaria de sementes microbiolizadas com diferentes microrganismos e seu efeito na
nodulagdo e no crescimento de plantas de feijdo-caupi BRS Pujante. Os organismos
utilizados na microbiolizacdo das sementes foram Bacillus subtilis (LCB30), Bacillus
subtilis (LCB45), Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) e Trichoderma sp. Avaliou-se
o percentual de germinacdo, o crescimento da radicula e a incidéncia de fungos nas
sementes microbiolizadas. Foram utilizados 0s mesmos microrganismos para
microbiolizacdo no teste em viveiro. Sendo analisada massa fresca da parte aérea
(MFPA), e raiz (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR), e contagem de
nddulos (NN), ap6s 51 dias de crescimento das plantas. Para as anélises foi utilizado o
DIC, com 4 repeticdes para teste de germinacao, e 10 repeticGes para teste em casa de
vegetacdo. Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Todos os tratamentos proporcionaram o incremento na germinacdo de sementes de
feijdo-caupi BRS Pujante, exceto INV, com apenas 81% das sementes germinadas.
Porém, na andlise sanitaria, todas as sementes microbiolizadas reduziram a incidéncia
de fungos. A microbiolizagdo das sementes com os diferentes microrganismos nao se
mostrou eficiente na nodulacdo das plantas. E no crescimento das plantas, o isolado
LCB 30 promoveu aumento significativo na MSPA e MSR de plantas de feijao-caupi.

PALAVRAS-CHAVE: Bacillus subtilis, controle bioldgico, Trichoderma, Vigna
unguiculata L. Walp.

Microbiolization in seed quality and growth of cowpea plants
Microbiolation of cowpea bean

Abstract

Cowpea bean has great importance as a source of food and as a generator of
employment and income for the rural population. In Brazil, the cowpea bean crop still
presents low productivity, mainly due to the use of low quality seeds. In this sense, seed
treatment through microbiolization, is beneficial in seed germination, seedling
emergence and development, and grain production. This work aimed to evaluate the



physiological and sanitary quality of microbiolized seeds with different microorganisms
and their effect on nodulation and growth of BRS Pujante cowpea plants. The
organisms used in the microbiolization of the seeds were Bacillus subtilis (LCB30),
Bacillus subtilis (LCB45), Bacillus sp. (BMH), Bacillus sp. (INV) and Trichoderma sp.
The percentage of germination, the growth of the radicle and the incidence of fungi in
the microbiolized seeds were evaluated. The same microorganisms were used for
microbiolization in the nursery test. Fresh mass of the aerial part (MFPA), root (MFR),
shoot dry mass (MSPA) and root (MSR), and nodule count (NN) were analyzed after 51
days of plant growth. For the analyzes, the DIC was used, with 4 replicates for
germination test, and 10 replicates for greenhouse testing. Data were submitted to the
Scott-Knott test at 5% probability. All treatments provided an increase in germination of
BRS Pujante cowpea bean seeds, except for INV, with only 81% of germinated seeds.
However, in the sanitary analysis, all microbiolized seeds reduced the incidence of
fungi. The microbiolization of the seeds with the different microorganisms was not
efficient in the nodulation of the plants. And in plant growth, the LCB 30 isolate
promoted a significant increase in MSPA and MSR of cowpea bean plants.

KEYWORDS: Bacillus subtilis, biological control, Trichoderma, Vigna unguiculata L.

Walp.
Introducéo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é uma das leguminosas mais
consumidas e cultivadas no Brasil, com destaque para as regides Norte e Nordeste. E
amplamente produzida por pequenos produtores, constituindo um dos principais
componentes da dieta alimentar, especialmente na zona rural (Silva et al., 2018). A
producdo brasileira para o ano agricola 2017/2018 foi de 848,3 mil toneladas de graos

(CONAB, 2018), configurando o Brasil como o terceiro produtor mundial.

Apesar da importancia da cultura, no Brasil, sua produtividade média ainda é
baixa, em funcdo do baixo nivel tecnologico empregado no cultivo (Oliveira et al.,
2015). Neste sentido, a utilizacdo de sementes com potencial fisioldgico elevado é
fundamental para o estabelecimento de qualquer lavoura, pois 0 uso de sementes de
baixo potencial de germinacéo e vigor reduzido originam lavouras com baixa populacao

de plantas e consequentemente baixa produtividade (Krzyzanowski et al., 1993).



A aplicacdo de microrganismos no tratamento de sementes tem sido utilizada
visando o aumento da produtividade, pois protege as plantas contra fitopatdogenos e
promover o crescimento de plantas. De modo geral, esses mecanismos estdo
relacionados ao desenvolvimento das plantas, incluindo os efeitos benéficos na
germinacdo de sementes, emergéncia e desenvolvimento das plantulas e producdo de
grédos e frutos (Harman, 2000; Bertella et al., 2016). Outros ganhos secundarios tém
sido observados no solo, na acdo sobre nutrientes indisponiveis, que passam a estar

facilmente disponiveis e, também melhorias na qualidade estrutural (Junges, 2012).

A técnica de microbiolizacdo tem sido utilizada com resultados satisfatérios e
tem se apresentado como uma estratégia viavel para a reducdo do uso exclusivo de
produtos sintéticos, proporcionando beneficios econdmicos e ambientais (Junges, 2014).
Entre os microrganismos mais utilizados, em termos mundiais, destacam-se
Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtilis, Pseudominas fluorescens, Trichoderma

harzianum e Gliocladium roseum (Luz, 1993; Lazzaretti e Bettiol, 1997).

O tratamento de sementes com Trichoderma spp. apresenta-se como uma
alternativa para o controle de doencas em plantas, estimular o enraizamento e o
crescimento vegetal, promover a germinacdo de sementes e, ainda, acelerar o
estabelecimento de mudas no campo ap6s o transplantio (Luz, 1996). Bactérias do
género Bacillus possuem mecanismos diversos sobre as plantas tais como: producdo de
fitohorménios e sideroforos e inducdo de resisténcia, e sobre os patdgenos atravées de

antiobiose e parasitismo (Tarnawski, 2006; Ramamoorthy et al., 2015).



Pelo exposto este trabalho objetivou avaliar a qualidade fisioldgica e sanitaria de
sementes microbiolizadas com diferentes microrganismos e seu efeito na nodulagéo e

no crescimento de plantas de feijdo-caupi cv. BRS Pujante.
Metodologia

A pesquisa foi desenvolvida no Instituto Federal do Sertdo Pernambucano,
campus Petrolina Zona Rural (IF SERTAO-PE). A primeira etapa consistiu na
montagem dos testes de qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes, onde foram

realizados no laboratério de Microbiologia da instituicao.

Foram utilizadas sementes de feijdo-caupi cv. BRS-Pujante, adquiridas na
Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Os organismos utilizados na microbiolizacdo das
sementes foram oriundos da colecdo de microrganismos do laboratério de controle

bioldgico da Embrapa Semiarido, Petrolina-PE (Tabela 1).

Tabela 1. Microrganismos utilizados para microbiolizacdo de sementes de feijao-caupi

BRS Pujante.

Tratamentos Microrganismos
Bacillus sp. (BMH)
Bacillus subtilis (LCB 30)
Bacillus subtilis (LCB 45)
Bacillus sp. (INV)
Trichoderma sp.
Testemunha — Agua destilada esterilizada (ADE)

OOl WN

Os isolados bacterianos foram multiplicados em placas de Petri contendo meio
de cultura agar nutriente (AN) e mantidos em camara BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) para crescimento por 48 horas a 28°C. Para obtencdo das suspensdes

bacterianas foi adicionada solucdo salina estéril (0,85%) nas placas e realizada a



raspagem com alca de Drigalski e coletada em tubos de Eppendorf® (2000 pl). Em
seguida, a suspensdo final de cada bactéria foi ajustada em espectrofotbmetro

(comprimento de onda de 600nm e absorbancia de 0,5).

A suspensdo de Trichoderma sp. foi obtida pela adicdo de 20 ml de &gua
destilada esterilizada (ADE) e 1 gota de Tween® sob col6nias do fungo crescidas em
placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose e agar (BDA) por 10 dias a
28°C. A concentracdo final foi ajustada para 10" conidios mI™ por meio de contagens em

camara de Neubauer.

Antes do inicio dos testes, as sementes foram desinfestadas superficialmente por
meio da imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1% (1 min.) e alcool a
70% (1 min.), seguida de trés lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada e

secagem em papel absorvente.

Para a microbiolizacdo foi adotada a metodologia adaptada por Bezerra et al.
(2013), onde 50 sementes foram imersas em cada uma das suspensdes (70 ml) e
agitadas durante 60 minutos. Como testemunha as sementes foram imersas somente em
70 ml de ADE. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com quatro

repeticoes.

As sementes microbiolizadas foram submetidas ao teste de germinacdo em papel
tipo Germitest, umedecidos com agua destilada estéril na proporcdo de 2,5 vezes ao
peso do papel seco e colocadas para germinar em BOD a 25°C, conforme as Regras para

Anadlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Aos quatro e sete dias apos a instalagcdo do teste, foi avaliado o nimero de

sementes germinadas para calcular a porcentagem de germinacdo (BRASIL, 2009). Ao



final do periodo de sete dias, dez plantulas foram escolhidas ao acaso para avaliar o
comprimento da radicula com auxilio de um paquimetro digital. A partir do teste de
germinacdo também foi realizado o teste de sanidade das sementes, onde determinou-se
a porcentagem de sementes infectadas por fungos patogénicos, e estes foram

identificados a nivel de género sob lupa ou microscopico optico.

A segunda etapa do trabalho foi realizada em casa de vegetacdo da instituicao,
onde as sementes microbiolizadas foram plantadas em sacos de plantio (com capacidade
para 3 litros) contendo solo agricola, utilizando dez repeti¢cGes por tratamento (Tabela

1).

O preparo da suspensdo de Trichoderma sp. (10° conidios ml™) foi o mesmo
realizado para o teste de germinacdo de sementes. Entretanto, para obtencdo das
suspensdes das bactérias, os isolados cultivados em meio AN (48 horas) foram
colocados com auxilio de uma al¢a inoculadora em Erlenmeyers com 125 ml de caldo
nutriente e mantidos por 24 horas em mesa agitadora para o crescimento. Logo apds, as

suspensdes foram padronizadas em espectrofotometro (A=600nm) para 0,5.

Para o plantio foram utilizadas 3 sementes por saco, e 3 ml da suspensdo em
cada repeticdo por respectivo tratamento. Apds 20 dias apds a semeadura (DAS), foi
realizado o desbaste, permanecendo uma planta por saco. E 30 DAS foi realizado a

reaplicacdo das suspensdes.

Apods 51 DAS as plantas foram coletadas e as raizes e parte aérea foram
separadas, sendo as raizes lavadas em &gua corrente para separacdo do solo. Para
obtengdo da massa seca, as partes vegetais foram acondicionados em sacos de papel e

secos em estufa de circulacdo forcada a 60 °C, por 24 horas. Em balanca analitica de



precisdo, foi aferida a massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) e o0s
resultados expressos em gramas. Para as analises foi utilizado o delineamento

inteiramente casualizado, com dez repeticdes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e tiveram as medias

comparadas pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% probabilidade (Ferreira, 2000).
Resultados e Discusséo

Verifica-se na Tabela 2 que os isolados bacterianos Bacillus sp. (BMH), B.
subtilis (LCB 30), B. subtilis (LCB 45) e Trichoderma sp. promoveram um aumento a
germinacdo das sementes quando comparada a testemunha. No entanto, a aplicacdo de
Bacillus sp. (INV) nas sementes ndo mostrou incremento na germinacdo, sendo inferior

aos demais tratamentos e a testemunha.

Tabela 2. Germinacdo de sementes (%), comprimento de radicula (cm) e incidéncia de
fungos (%) em sementes de feijdo-caupi cv. BRS Pujante microbiolizadas com

diferentes microrganismos.

Tratamentos Germinacdo (%) Comp. Radicula (cm) Incidéncia (%)
Bacillus sp. BMH 98,00a" 1,05d" 8,25a"
B. subtilis LCB 30 100,00a 4,36b 6,75a
B. subtilis LCB 45 99,50a 5,59a 11,00a
Bacillus sp. INV 81,00c 1,61d 16,00b
Trichoderma sp. 99,00a 2,08c 18,25b
Testemunha 93,00b 1,32d 40,75c¢

'Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.

Rocha et al. (2017) demonstraram o potencial de isolados de Trichoderma

asperellum e Bacillus subtilis na elevacdo da germinacéo e velocidade de emergéncia de
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sementes de feijdo-caupi Sempre Verde e BRS Verde. Da mesma forma, sementes de
feijdo variedade BRS Estilo quando submetidas ao tratamento com isolados de
Trichoderma spp. apresentaram  percentagem e precocidade germinativa

estatisticamente superior a testemunha (Marques et al., 2014).

Os efeitos de bactérias do género Bacillus spp. sdo diversos, incluindo potencial
acdo na germinacdo e emergéncia de plantulas, auxiliam na fixagdo de nitrogénio,
produzem hormonios importantes para o crescimento vegetal (Cerqueira et al., 2015).
Em alguns trabalhos, observou-se que o aumento no percentual de germinacdo, indice
de velocidade de germinacdo e crescimento de plantas, por essas bactérias, tem sido
relacionado a producdo de giberelinas, auxinas e &cidos laticos succinio (Holl et al.,

1988, Boronin et al., 1993, Yoshikawa, 1993).

As radiculas com maiores comprimentos (CR), foram verificadas nas sementes
tratadas com B. subtilis (LCB 45) e B. subtilis (LCB 30) (Tabela 2). No entanto, notou-
se menores valores para comprimento nas sementes tratadas com Bacillus sp. (BMH) e
Bacillus sp. (INV), ndo diferindo da testemunha. Conforme Freitas et al., (2005) e
Nakagawa (1999) a avaliacdo do comprimento de radicula tem como principio de que
lotes de sementes que emitem radicula e hipocétilo em menor tempo sdo mais vigorosos
e mais aptos as condicdes de estresse ambiental, garantindo maiores sobrevivéncia no

campo.

Na andlise da sanidade de sementes de feijdo-caupi microbilizadas com
diferentes microrganismos (Tabela 2), foram identificados os fungos a nivel de género
sendo eles: Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. e Rhizopus spp. Observou-

se que a maior incidéncia de fungos patogénicos ocorreu no tratamento testemunha

11



(auséncia de microrganismo) com percentual de 40,75%. Os menores percentuais de
incidéncia foram observados nas sementes microbiolizadas com Bacillus sp. (BMH), B.
subtilis (LCB 30) e B. subtilis (LCB 45) sendo, respectivamente 8,25%; 6,75% e
11,00%. As sementes tratadas com Bacillus sp. (INV) (16,00%) e Trichoderma sp.

(18,25%) mostraram desempenho superior a testemunha.

Conforme Machado (2000), no manejo integrado de doencas o tratamento
sanitario de sementes com agentes biocontroladores tem sido uma préatica recomendada
devido controlar doencas na fase que antecede a implantagdo da cultura, possibilitando
reducdo do uso de defensivos quimicos. Ethur et al., (2006) sugerem que caso essas
sementes fossem semeadas, as estruturas desses microrganismos benéficos poderiam se

estabelecer no solo, tornando-o supressivo a diversos patdgenos.

Estes resultados preliminares apresentam-se como um passo importante para
conhecer os provaveis mecanismos de acdo desses organismos biocontroladores de
patdgenos gque causam danos em sementes. Neste sentido, bactérias antagbnicas, como
B. subtilis, de modo geral agem significativamente por antibiose e, ocasionalmente, por
parasitismo e competicdo, e seus isolados produzem uma grande variedade de
metabolitos antifungicos, entre os quais se encontram lipopeptideos das familias da

surfactina, iturina e fengicina (Lanna Filho et al., 2010).

A capacidade do antagonista Trichoderma spp. de controlar fitopatdgenos
presentes no solo, tem sido associado, principalmente, aos mecanismos de

micoparasitismo, antibiose e competi¢cdo (Harman, 2006).

Para a variavel massa fresca da parte aérea (MFPA), observou-se que ndo houve

diferenca entre os tratamentos (Tabela 3). As massas verificadas variaram de 2,44 a 3,95

12



g planta .

Com relacdo a matéria fresca de raiz (MFR) os tratamentos contendo
Trichoderma sp. (2,40 g planta®) e Bacillus sp. (INV) (1,96 g planta™) mostraram
valores superiores aos demais. Taiz e Zeiger (2004), sugerem que a melhor forma para
avaliacdo do crescimento de uma planta seja a massa seca, pois a massa fresca é um
parametro muito sensivel as oscilagfes hidricas, uma vez que a maior parte dos vegetais
é formada por agua. O teor de agua é bastante variavel devido, por exemplo, a perda de

agua por transpiracdo que pode ocorrer desde o local da amostragem até o local de

pesagem (Reis e Muller, 1978).

Tabela 3. Massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca de raiz (MFR) de plantas
de feijdo-caupi cv. BRS Pujante submetidas a microbiolizagdo durante a semeadura e

durante crescimento vegetativo.

Tratamentos MFPA () MFR (g)
Bacillus sp. BMH 3282 0,980
B. subtilis LCB 30 3,95a 0,94b
B. subtilis LCB 45 2,89 1,39b

Bacillus sp. INV 2,94a 1,96a
Trichoderma sp. 3,17a 2,40a
Testemunha 2,44a 1,52b

'Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott & 5%

de probabilidade.

Com relacdo a variavel massa seca da parte aérea (MSPA), o tratamento B.
subtilis (LCB 30) apresentou maior massa seca (2,88 g planta™) quando comparado aos
demais tratamentos (Tabela 4). Resultado semelhante foi observado por Chagas et al.,
(2017) que ao avaliaram o efeito do uso B. subtilis (UFT BS10) como promotor de
crescimento vegetal na cultura de feijdo-caupi observaram que aplicagéo isolada da

bactéria promoveu incremento da MSPA das plantas. Conforme Lazzareti (2005),
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constatou que o uso de B. subtilis € uma estratégia promissora para promover

crescimento de plantas de feijoeiro.

A aplicacdo dos tratamentos Trichoderma sp., B. subtilis (LCB 30) e Bacillus sp.
(INV) nas sementes de feijdo-caupi promoveram o aumento significativo da massa seca
da raiz (MSR), obtendo-se os valores 0,52; 0,42 e 0,40 g planta™ respectivamente

(Tabela 4).

Oliveira (2016) verificou que diferentes doses de um produto a base de B.
subtilis associada a sementes de alto vigor, promoveram maior acimulo de MSPA e

MSR de plantas de feijoeiro cv. BRS Estilo.

Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que B. subtilis induzir na
planta a sintese de fitohormonios, como &cido indolacético, acido abscisico, giberelinas
e citocininas que favorecem o crescimento das raizes e 0 aumento no numero dos pelos
radiculares (Aradjo et al., 2009). Outros estudos tém sido realizados com diferentes
linhagens de Trichoderma spp. demonstrando promocéo de crescimento de plantas pelo
aumento na disponibilidade de nutrientes e producdo de horménios e crescimento

(Kapri e Tewari, 2010; Chagas et al., 2015).

Tabela 4. Massa seca de parte aérea (MSPA), de raiz (MSR) e niumero de nédulos (NN)
de plantas de feijdo-caupi cv. BRS Pujante submetidas a microbiolizagcdo durante a

semeadura e durante crescimento vegetativo.

Tratamento MSPA (9) MSR (g) NN
Bacillus sp. BMH l,35b1 0,20b1 5,10a"
B. subtilis LCB 30 2,88a 0,42a 2,50a
B. subtilis LCB 45 1,76b 0,29b 1,00a
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Bacillus sp. INV 1,43b 0,40a 0,80a
Trichoderma sp. 1,69b 0,52a 2,80a
Testemunha 1,09b 0,27b 0,40a

'Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott &

5% de probabilidade.

Todas as plantas microbiolizadas de feijdo-caupi avaliadas apresentaram
nodulacdo e com a contagem do numero de nodulos (NN) nédo se verificou diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 4). Resultados contrarios foram obtidos por
Araujo et al., (2009) demonstraram aumento na nodulacdo de feijdo-caupi quando
coinoculado com B. subtilis e Bradyrhizobium, atribuindo-se influéncia positiva do
Bacillus pela competicdo com o rizobio, aumentando os sitios de infeccdo e a acdo
inibitdrio do crescimento de fungos nas raizes.

Conclusodes

e A microbiolizacdo com Bacillus sp. (BMH), B. subtilis (LCB 30), B. subtilis
(LCB 45) e Trichoderma sp. promoveram 0 aumento da germinagdo nas
sementes de feijdo-caupi BRS Pujante;

e O tratamento das sementes com B. subtilis (LCB 45) proporcionou um maior
comprimento da radicula em sementes de feijdo-caupi;

e A microbiolizacdo reduziu a incidéncia de fungos nas sementes de feijdo-caupi;

e Ainoculacdo dos diferentes microrganismos nas sementes de feijao-caupi nao se
mostra eficiente para melhoraria da nodulagéo de plantas de feijdo-caupi;

e O isolado B. subtilis (LCB 30) promove aumento da massa seca da parte aérea

(MSPA) e da raiz (MSR) de plantas de feijao-caupi.
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