INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E

TECNOLOGIA DO SERTAO PERNAMBUCANO
CAMPUS PETROLINA ZONA RURAL

CURSO DE BACHARELADO EM AGRONOMIA

EFEITO DA MICROBIOLIZACAO SOBRE A QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI (Vigna
unguiculata L. Walp.)

LEIDE PRISCILLA SANTANA SANTOS

PETROLINA, PE
2017



LEIDE PRISCILLA SANTANA SANTOS

EFEITO DA MICROBIOLIZACAO SOBRE A QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI (Vigna
unguiculata L. Walp.)

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado ao IF SERTAO-PE Campus
Petrolina Zona Rural, exigido para a
obtencé&o de titulo de Agrénomo.

PETROLINA, PE
2017



LEIDE PRISCILLA SANTANA SANTOS

EFEITO DA MICROBIOLIZACAO SOBRE A QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI (Vigna
unguiculata L. Walp.)

Trabalho de Conclusdo do Curso apresentado ao IF
SERTAO-PE Campus Petrolina Zona Rural, exigido
para a obtencao de titulo de Agrbnomo.

Aprovada em: de de

Prof.2 Dr.2 Jéssica de Souza Lima
IF Sertao-PE
(Orientadora)

Prof. Dr°. Eliel Ferreira do Nascimento
FPAG-BA
(1° Examinador)

Prof. Dr°. Fabio Nascimento de Jesus
IF Sertdo-PE
(2° Examinador)



RESUMO

O feijao-caupi tem grande importancia como fonte de alimento e como gerador de
emprego e renda. O uso de semente de feijdo-caupi de alta qualidade €& de
fundamental importancia para o sucesso da lavoura. Neste sentido, o tratamento de
sementes através da microbiolizacdo tem sido utilizado como alternativa ao uso de
insumos quimicos, visando a promoc¢do de crescimento de plantas e controle de
doencas. Pelo exposto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da microbiolizacéo
sobre a qualidade fisiolégica de sementes de feijdo-caupi. Os experimentos foram
realizados no laboratério de producao vegetal e no viveiro do IF Sertdo-PE, campus
Petrolina Zona Rural. Foram utilizadas as sementes de feijao-caupi variedade BRS-
Pujante. Os microrganismos utilizados na microbiolizacdo das sementes foram
Trichoderma sp., Bacillus sp. (BMH) e B. subtilis (LCB30). Como testemunha as
sementes foram imersas somente em agua destilada esterilizada. Os parametros
empregados para avaliar a qualidade das sementes foram: germinagéo de sementes
(IVG), o indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento da parte aérea e
da raiz, diametro do colo, peso da massa fresca e da massa seca da parte aérea e
da raiz. Pelos resultados obtidos, verificou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos utilizados para germinacdo de sementes de feijao-caupi.
Analisando o indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea,
comprimento da raiz e diametro do colo, constatou-se que ndo houve diferenca
significativa para os tratamentos testados em todas as variaveis. Pode-se concluir
que a microbiolizagdo ndo parece ser viavel para o incremento da germinacdo de
sementes e emergéncia de plantulas de feijio-caupi variedade BRS-Pujante. E
necessario continuar as investigacdées com a microbiolizacdo de sementes de feijao-
caupi na linha de biocontrole, com a finalidade de minimizar as perdas ocasionadas

pelos patégenos de sementes.

Palavras-chave: germinacao de sementes, emergéncia de plantulas,
microrganismos.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), comumente chamado de feijao-
de-corda ou feijdo-macassar € uma das fontes alimentares mais importantes e
estratégicas para regides tropicais e subtropicais do mundo (SILVA NETO et al.,
2013). No Brasil, o cultivo ocorre, principalmente, nas regibes Norte e Nordeste,
onde € uma das principais alternativas econémica, com consequente importancia
social para as populacdes rurais (TAGLIAFERRE et al., 2013), exercendo grande
valor sob o ponto de vista alimentar (TEOFILO et al., 2008).

Neste sentido, é essencial para 0 aumento da produtividade, a melhoria do
nivel tecnoldgico do feijdo caupi, na qual inclui-se o emprego de sementes de alta
qualidade (DUTRA et al., 2007). A qualidade de sementes compreende uma série de
caracteristicas ou de atributos que determinam o seu valor para semeadura, tais
como o0s de natureza genética, fisiologica e sanitaria (VIEIRA et al., 1999;
CARVALHO et al., 2006).

A utilizacdo de sementes de qualidade é fundamental para a obtencéo de
semeaduras uniformes, além de minimizar a entrada de fitopatbgenos, que
comprometem o estadio inicial de desenvolvimento das plantulas. Em diversas
culturas, estudos vém demonstrando a capacidade de microrganismos de
incrementar o potencial fisiolégico de sementes microbiolizadas com bactérias
(BERTELLA, 2016). De igual modo, a microbiolizagdo com microrganismos
antagonistas, tem-se apresentado como uma técnica promissora para o controle de
patdgenos associados as sementes, produzindo plantulas sadias e vigorosas
(JUNGES, 2014).

Nos dias atuais, a microbiolizacdo de sementes € o método de controle
bioldgico bastante atrativo e de grande sucesso no mundo (FRIGHETTO, 2000). A

microbiolizagdo de sementes é definida como a aplicagcdo de microrganismos vivos



as sementes para o controle de doencas e/ou para promover o crescimento de
plantas, sendo um método muito utilizado em trigo, milho, milho doce, ervilha,
tomate, péssego, cenoura e beterraba acucareira (LUZ, 1993).

Em termos mundiais, os bioprotetores mais utilizados englobam as espécies
Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtilis, Pseudominas fluorescens, Trichoderma
harzianum e Gliocladium roseum (LUZ, 1993, LAZZARETTI; BETTIOL 1997).

Além disso, o revestimento de sementes com microrganismos pode
maximizar a absorcdo de nutrientes e/ou a fixagdo de nitrogénio, controlar
patégenos, melhorar a taxa de germinagéo e vigor das sementes, além de promover
o crescimento das plantas (HUANG, 1992).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
microbiolizacdo sobre a qualidade fisiolégica de sementes de feijao-caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A Cultura do Feijao-Caupi

O feijdo-caupi € uma cultura de origem africana, a qual foi introduzida no
Brasil na segunda metade do século XVI pelos colonizadores portugueses no Estado
da Bahia (FREIRE FILHO, 1988), de onde se expandiu por todo o Pais. E
amplamente cultivado nas regides Norte e Nordeste, e vem se expandindo para o
Centro-Oeste, principalmente para o Estado de Mato Grosso (FREIRE FILHO et al.,
2011, OLIVEIRA et al., 2001).

O feijdo-caupi, também denominado de feijdo-de-corda ou feijao macassar, é
uma dicotiledbnea pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (ONOFRE, 2008).

O feijdo-caupi € uma cultura anual, apresentando germinacdo epigea, com 0s
cotilédones inseridos no primeiro né do ramo principal. Seu sistema radicular € do
tipo axial, relativamente superficial, embora algumas raizes possam atingir a
profundidade de 2,0 m, caracteristica que a torna uma espécie com capacidade de
manter-se por longos periodos sem irrigagdo. Em suas raizes e comum encontrar
nédulos que auxiliam na absorcdo de nitrogénio através da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) realizada por micro-organismos genericamente conhecidos como
rizébios (CHAGAS JUNIOR et al., 2009).

A inflorescéncia é do tipo cimeira e esta localizada na axila da folha, em um
pedunculo que varia de tamanho dentro e entre cultivares. O fruto é uma vagem de

tamanho e forma variaveis, contendo, no seu interior, sementes dispostas em
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fileiras, podendo apresentar diversas formas, tamanho e cor do tegumento (MAFRA,
1979).

No Brasil, ha cerca de 63 cultivares comerciais de feijao-caupi, como BR 17-
Gurguéia, BRS Novaera, BRS Paraguacu, BRS Guariba, Miranda IPA 207, entre
outras (FREIRE FILHO et al. 2011, MARSARO JUNIOR; VILARINHO 2011,
AGEITEC, 2011). Os mais cultivados, sao os cultigrupos Unguiculata para produgéo
de grédos secos e feijdo-verde, e sesquipedalis, conhecido como feijao-de-metro,
para producao de vagem (FREIRE FILHO et al., 2011).

A cultivar BRS Pujante € do tipo feijao sempre verde, com gréos e vagens
compridas, € recomendada para plantio de sequeiro, no primeiro semestre, e
irrigado, no segundo semestre. Com ciclo médio, de 70 dias até a primeira colheita,
tem habito de crescimento indeterminado, porte semiramador, com insercao da
vagem acima da folhagem (EMBRAPA, 2017). A propagacédo do feijdo-caupi é feita
exclusivamente por sementes e a semeadura é direta no campo (OLIVEIRA, 2010).

2.2. Importancia Econdmica

O agronegodcio do feijdo-caupi estende-se por quase todos os continentes,
predominando na Africa Ocidental e Central, Sul da Asia e Nordeste da América do
Sul (MATEUS, 2015).

Segundo dados da FAO (2016), a média da producdo mundial de feijdo seco
total de 2012 a 2014 foi de 23,8 milhdes de toneladas. Os sete principais paises
produtores de feijdes secos e que juntos respondem por cerca de 64% da producao
média mundial s&o: india e Mianmar (16%), Brasil (13%), EUA, México e Tanzania
(5%), e China (4%) (Tabela 1).



Tabela 1. Feijao Seco — Producédo Mundial — 20012 a 2014 (toneladas)
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Paises 2012 2013 2014 Média % Media
India 3.710.000 3.630.000 4.110.000 3.816.667 16
Mianmar 3.650.000 3.700.000 3.737.320 3.695.773 16
Brasil 2.794.854 2.892.599 3.294.586 2.994.013 13
EUA 1.448.090 1.114.750 1.324.760 1.295.867 5
México 1.080.857 1.294.634 1.273.957 1.216.483 5
China 1.139.300 1.027.800 1.035.000 1.067.367 4
Tanzania 1.199.267 1.113.141 1.025.930 1.112.779 5
Outros 8.807.894 9.057.339 8.028.711 8.631.317 36
Total 23.830.262 23.830.263 23.830.264 23.830.265 100

Fonte: FAO em 05 Out 2016

Com relacdo a média da producdo mundial somente de feijdo-caupi, neste

mesmo periodo, a FAO (2016) afirmou que foi de 7,32 milhdes de toneladas. Os trés

principais produtores mundiais foram a Nigéria, o Niger e Burkina Faso, que

responderam,

respectivamente, por 54%, 21% e 8% da produgdo mundial,

representando cerca de 83% da producédo mundial de feijao-caupi seco (Tabela 2).

Tabela 02. Feijao Caupi Seco — Producdo Mundial — 2012 a 2014 (toneladas)

Paises 2012 2013 2014 Média Part. %
Nigéria 5.146.000 4.630.540 2.137.900 3.971.480 54
Néger 1.329.514 1.633.700 1.586.446 1.516.553 21
Burkina Faso 598.524 580.000 571.310 583.278 8
Outros 1.205.475 1.258.079 1.293.291 1.252.282 17
Total 8.279.513 8.102.319 5.588.947 7.323.593 100

Fonte: FAO em 05 Out 2016

O feijdo-caupi tem grande importancia como fonte de alimento e como

gerador de emprego e renda. E rico em proteinas, minerais e fibras (FROTA et al.,
2008; SINGH, 2007) e constitui alimento basico das popula¢des urbanas e rurais das
regides Norte e Nordeste (FREIRE FILHO, et al.,2011).

No Brasil, o feijdo-caupi vem se destacando, tanto no setor produtivo, com a
expansdo do cultivo para outras regides, quanto no setor comercial, com uma
melhor padronizagéo do produto, com o inicio do processamento industrial e com a
entrada do produto em novos mercados do Pais e do exterior. (FREIRE FILHO et al.,
2011).

regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste. A expansdo da cultura tem ocorrido

Sua producdo ocorre especialmente em primeira e segunda safra nas

principalmente para as regides de cerrado, no periodo de safrinha, devido

principalmente a precocidade e a tolerancia ao déficit hidrico em relacdo a outros



12

cultivos como milho, soja etc., aléem do porte ereto e adaptacdo ao cultivo
mecanizado. Por fim, o baixo custo e a possibilidade de bons rendimentos sao os
principais atrativos para o cultivo desta leguminosa (SILVA et al., 2016).

A regido Nordeste destaca-se como a maior produtora e consumidora de
feijdo-caupi no Brasil. O estado de Mato Grosso, embora ndo apresente a maior
area colhida atinge a maior producéo, devido a maior produtividade, resultado direto
do emprego de tecnologias adequadas no sistema de producdo da cultura. Em
contraste, estados como Cearda e Piaui, maiores consumidores desta leguminosa no
Brasil, alcancam baixissimos niveis de produtividade, em func¢éo do baixo emprego
de tecnologia, irregularidades pluviométricas, etc. (SILVA et al., 2016).

A area, produtividade e producéo de feijdo-caupi no Brasil, safra 2016/2017, é
mostrada na Tabela 3. Observe que a regido Nordeste é responsavel por
praticamente 80% da area cultivada, contudo, na producdo total, contribui com
menos de 60%, evidentemente, em decorréncia de menores produtividades obtidas
na regido. Vale ressaltar, portanto, que as estimativas atuais ndo levam em
consideracdo a producao de feijdo-caupi dos estados do Tocantins, Distrito Federal
e Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo, embora, de fato, sabe-se
da existéncia de producédo nestes estados (SILVA et al., 2016).

Tabela 3. Area, Produtividade e Produc&o de Feijio Caupi no Brasil

Area Produtividade Producao
Regido/UF (mil ha) (kg.ha‘l) (mil ton)
Norte 72,7 1077 78,3
RR 2,4 650 1,6
AC 2,0 630 1,3
PA 27,2 862 251
TO 41,1 1265 52,0
Nordeste 1104,6 386 426,5
MA 87,8 646 56,7
PI 231,8 395 91,6
CE 399,9 332 132,8
RN 35,8 408 14,6
PB 65,6 317 20,8
PE 91,9 133 12,2
AL 10,3 605 6,2
BA 181,5 504 91,6
Centro-Oeste 196,5 1084 213,0
MT 196,2 1083 212,5
DF 0,3 1500 0,5
Sudeste 14,4 523 7,5
MG 14,4 523 7,5
Brasil 1388,2 522 725,3

Fonte: CONAB (2017)
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Diante deste cenério a obtencao de elevadas produtividades vem-se tornando
essencial na prospeccdo desta cultura através da interacdo entre os fatores
ambientais, técnicas de manejo, utilizacdo de cultivares mais produtiva e o uso de
sementes de alta qualidade (BINOTTI et al., 2008).

2.3. Qualidade de Sementes e sua Importancia na Produtividade

A qualidade da semente é definida pelo somatério dos atributos genéticos,
fisicos, fisiologicos e sanitarios, e quando esses atributos ndo expressam seu
maximo afetam a sua capacidade de originar plantas de alta produtividade. A
qualidade fisiolégica da semente significa sua capacidade de desenvolver suas
funcBes vitais, abrangendo germinacdo, tolerdncia a dessecacdo, vigor e
longevidade (POPINIGIS, 1985).

O uso de sementes de boa qualidade € determinante para 0 sucesso da
semeadura, estando diretamente relacionadas a produtividade e a lucratividade
obtidas (SALUM et al., 2008). As sementes podem ser apontadas, inclusive, como
promotoras do sucesso de areas novas e extensas, com alta tecnologia e
aprimoramento técnico, por ser o fator mais limitante nessas condicées (BARROS,
2001).

A qualidade das sementes utilizadas no plantio condiciona o bom
desenvolvimento da cultura, onde a capacidade germinativa e a producdo de
plantulas vigorosas constituem os pontos mais criticos para determinar 0 sucesso no
estabelecimento da populacéo de plantas (LIMA et al., 2002).

Sendo assim, sementes de baixa qualidade, com germinagdo e vigor
reduzidos, originam lavouras com populacéo inadequada de plantas acarretando em
instabilidade e prejuizo econémico para o produtor, de modo que, para se obter altas
produtividades de grédos ou sementes recomenda-se a utilizacdo de sementes de
qualidade comprovada. (YOKOYAMA et al., 2000).
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2.4. Microbiolizagédo de Sementes

A utilizacdo de sementes de qualidade € fundamental para a obtencédo de
semeaduras uniformes, além de minimizar a entrada de fitopatbgenos, que
comprometem o estédio inicial de desenvolvimento das plantulas (JUNGES, 2014).

O tratamento de sementes com produtos quimicos € uma tecnologia
recomendada pela pesquisa, comprovadamente eficiente no controle de patdégenos
de sementes e consequentemente diminuindo as falhas na germinagéo. Entretanto,
os fungicidas atualmente disponiveis para o tratamento de sementes tém
apresentado eficiéncia variavel e também devido aos grandes problemas de
contaminagdo ambiental e humana, aliados a conscientizacao ecoldgica globalizada,
tem se destacado as pesquisas com alternativas de controle natural relacionadas a
preservacao da fauna benéfica e dos inimigos naturais (SOFO et al., 2010).

Nesse sentido, a microbiolizacdo com microrganismos antagonistas, tem-se
apresentado como uma técnica promissora para o controle de patégenos associados
as sementes, produzindo plantulas sadias e vigorosas (JUNGES, 2014).

A microbiolizagcdo consiste na utilizacdo de microrganismos ou de seus
metabdlitos na protecdo de sementes, sendo este método ja utilizado na promocéo
de germinacdo e crescimento e no controle de diferentes patégenos (LAZZARETTI,
BETTIOL, 1997; LUZ, 2003). Os microrganismos podem estimular a emergéncia das
sementes e 0 enraizamento pela acdo de hormdnios de crescimento e outras
substéancias secretados pelos mesmos (JAGADEESH et al., 2006).

O tratamento de sementes antes do plantio através da microbiolizacdo tem
sido utilizado com resultados satisfatorios e como alternativa ao uso de insumos
quimicos, visando o controle de doencas, além de promover o crescimento de
plantas, através da aplicacdo de microrganismos vivos, como Trichoderma spp. e B.
subtilis (MELO, 1996). Em termos mundiais, 0s bioprotetores mais utilizados
englobam as espécies Agrobacterium radiobacter, B. subtilis, Pseudominas
fluorescens, Trichoderma harzianum e Gliocladium roseum (LUZ, 1993,
LAZZARETTI; BETTIOL 1997).
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2.4.1. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. sdo fungos de vida livre, 0s quais possuem alta
interatividade em ambientes radiculares, no solo e foliares. Estes fungos destacam-
se, também, por produzirem uma ampla gama de antibiéticos e substancias capazes
de parasitar outros fungos (SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998).

O género Trichoderma corresponde a fase anamorfica do género Hypocrea,
pertencente a classe dos fungos Mitosporicos, subclasse Hifomicetos, ordem
Moniliales, familia Moniliaceae (SAMUEL, 1996). Dos fungos com potencial de
antagonismo, este género € um dos mais pesquisados e estudados.

Trichoderma spp. destaca-se como bioprotetor por atuar como antagonista de
alguns fitopatégenos de importancia econémica e, também, por promover o
crescimento e o florescimento de plantas (BAKER, 1989).

O tratamento de sementes com agentes de controle biolégico, como o0s
fungos do género Trichoderma, apresenta-se como uma alternativa Util para diminuir
ou inibir a transmissdo de doencas via sementes (CORREA et al., 2008; HARMAN,
2011; OLIVEIRA et al.,, 2012). Além de agir no controle de doencas de plantas,
esses microrganismos benéficos podem estimular o enraizamento e o crescimento
vegetal, promover a germinacdo de sementes e, ainda, acelerar o estabelecimento
de mudas no campo apdés o transplantio (LUZ, 1996). A aplicacdo de Trichoderma
pode ser feita nas sementes, no substrato, no sulco de plantio ou em materiais
organicos que serao incorporados antes do transplante das mudas (MACHADO et
al., 2012).

O género Trichoderma é de facil propagacdo, capaz de sobreviver em
ambiente desfavoravel como pH e temperaturas elevadas e atua eficientemente
como agentes do controle biologico (BROTMAN et al., 2010; MASTOURI et al.,
2010; MACHADO et al., 2011). Sdo antagonistas de varias espécies de
fitopatogénicos, promovendo melhorias no crescimento e na defesa das plantas
contra populacdes de patdogenos em diferentes tipos de solo sem ocasionar impacto
negativo ao ambiente (VINALE et al., 2008; SILVA et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

Entre os seus mecanismos de ag¢ao, pode-se mencionar o parasitismo (utiliza
outros microrganismos como alimento); antibiose (secrecdo de antibidticos); e

competicdo (por nutrientes, oxigénio e espaco), que sdo desenvolvidos para
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promover seu hicho ecoldgico, tornando as raizes das plantas abundantes e
saudaveis (HARMAN, 2000; BEDENDO et al., 2011).

Apresenta uma importante funcéo ecologica, pois participa na mineralizacao
dos restos de folhas, caules e raizes que ja estdo mortos, ajudando a manter o
equilibrio do ambiente (GAMS; BISSET, 1998). Além disso, podem competir com
outros organismos, por exemplo, por exsudatos essenciais, expelidos pelas
sementes, 0s quais sao capazes de estimular, no solo, a germinacao de propagulos
de fungos patogénicos de plantas (HOOWELL, 2002) e, mais frequentemente,
podem competir com microrganismos do solo por nutrientes e por espaco (ELAD,
1999).

Em solos pobres, com baixos niveis de fertilidade, a adicdo de espécies de
Trichoderma pode representar um aporte significativo na nutricdo das plantas,
devido a sua capacidade de solubilizagcdo de fosfatos (KAPRI; TEWARI, 2010),
micronutrientes, ferro, manganés e magnésio (HARMAN et al., 2004). Quanto mais
baixos os niveis de tais nutrientes mais significativo sera o0 aumento de produtividade
(BENITEZ et al., 2004).

Trichoderma spp. promoveu incentivo da germinacdo, crescimento e
desenvolvimento de plantas de feijdo e maior indice de velocidade de germinacgéo
em sementes de soja (MENEZES, 1992), maior germinacdo, emergéncia e vigor de
plantulas de berinjela (MARTIN-CORDER; MELO, 1997), melhoria na germinacéo,
emergéncia e vigor em algoddo (FARIA et al.,, 2003). (RESENDE et al. 2004)
verificaram maior acumulo de matéria seca nas raizes de milho provenientes de
sementes inoculadas com este microrganismo.

No Brasil, diversos produtos a base de Trichoderma ja foram lancados como,
por exemplo: Biomix (mix de Trichoderma spp.), utilizado para o controle de Oidio,
Uncinula necator, em videira; Binab T (a base de T. harzianum), utilizado contra
Botrytis cinerea (SILVA-RIBEIRO et al, 2001), Biotrich (contendo Trichoderma spp.),
com acao preventiva sobre os fungos fitopatdbgenos Rizhoctonia, Sclerotina,

Fusarium, Phytium, Phomopsis e Rosilinia, entre outros produtos.
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2.4.2. Bacillus subtilis

Na rizosfera, regido do solo influenciada pelo sistema radicular, habitam uma
infinidade de microrganismos, dentre estes se encontram 0s bacterianos de vida
livre, que associados aos tecidos vegetais, podem desempenhar efeitos benéficos
sobre as culturas atuando como promotores do crescimento de plantas (BPCP)
(LUZ, 1996; HARTHMANN et al., 2009).

As bactérias do género Bacillus, estdo entre as mais abundantes na rizosfera
e sua atividade como promotora de crescimento vegetal vem sendo muito estudada,
tendo-se em vista que a pratica da inoculacdo com BPCP pode estimular
mecanismos desejaveis aos cultivos como a nodulacdo de leguminosas, fixacao
biologica de N e absor¢éo de nutrientes (SAHARAN, 2011).

As rizobactérias sdo capazes de colonizar rapidamente o sistema radicular
das plantas, além de prevenir a invasdo de patdgenos mediante a producdo de
metabdlitos secundarios, uma importante estratégia de defesa vegetal para inibicéo
de outros microrganismos deletérios (KLOEPPER, 2004).

Sao diversos os mecanismos de agéo das rizobactérias sobre as plantas, tais
como: a inducdo de resisténcia, a antibiose, o parasitismo, a producdo de
sideroforos e fitohorménios (RAMAMOORTHY, 2001; TARNAWSKI, 2006).

As rizobactérias do género Bacillus tém potencial para serem utilizadas como
inoculantes para as culturas, pois mantém sua viabilidade quando estocadas por
longos periodos (PETRAS; CASIDA, 1985). Por exemplo, em milheto e ervilha, as
espécies B. circulans (Jordan) e B. megaterium var. phosphaticum (Bary)
aumentaram a massa de planta e a absorcdo de fosforo, respectivamente (RAJ et
al., 1981). Do mesmo modo, GAIND e GAUR (1991) relataram que um inoculante de
B. subtilis (Ehrenberg) aumentou a biomassa e a producdo de gréos de feijao
cultivado em uma éarea deficiente em fésforo. Em outro estudo, DATTA et al., (1982)
constataram que uma estirpe de B. firmus (BREDEMANN; WERNER) aumentou a
producdo de arroz com maior absorcao de fosforo.

O fosforo (P) é um nutriente de grande importancia para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, pelo seu papel importante em biomoléculas (acidos
nucleicos, fosfolipidios e nucleotidios) (BARROSO; NAHAS, 2008). Para que a

quantidade de fosforo liberado por esses organismos seja suficiente para promover
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0 crescimento vegetal, deve-se promover a inoculacdo desses organismos em
concentracdes elevadas. O principal mecanismo de a¢do na solubilizagdo de fosforo
mineral é por meio dos acidos organicos sintetizados por microrganismos (OLIVEIRA
et al., 2003).

Em especial a rizobactéria B. subtilis, em trabalhos realizados com inoculagéo
em culturas como o milho (LIMA et al., 2011), a soja (ARAUJO; HUNGRIA, 1999), o
arroz (LUDWIG et al., 2009) e tomate (ARAUJO; MARCHESI, 2009), apresentaram
bons resultados. Além disso, segundo a literatura, a espécie B. subtilis tem potencial
de acdo na germinacdo e emergéncia de plantulas, crescimento aéreo e radicular,
na produtividade, no auxilio a superacao das plantas frente as adversidade abiéticas
(LAZZARETI; BETTIOL, 1997; LIMA, 2010 citado por CERQUEIRA et al., 2015) e
controle biologico de nematoides (ARAUJO et al., 2012; FERNANDES et al., 2013).

RAASCH et al. (2013) avaliaram a inoculacdo de B. subtilis em miniestacas
de eucalipto, onde se observou o0 aumento no crescimento das mudas, variando
entre 20,3 a 37,2%. ARAUJO; CARVALHO (2009), em seu estudo com tomateiro
verificou-se que o tratamento com inoculagdo de B. subtilis aumentou a massa

fresca da parte aérea e producao de frutos.

2.5. Potencial Fisiolégico de Sementes: Germinacdo de Sementes e

Emergéncia de Plantulas

A germinacdo de sementes é um fenbmeno biolégico que pode ser
considerado pelos botanicos como a retomada do crescimento do embrido, com o
subsequente rompimento do tegumento pela radicula, enquanto para o0s
tecnologistas de sementes € definida como a emergéncia e o desenvolvimento das
estruturas essenciais do embrido, manifestando a sua capacidade para dar origem a
uma planta normal, sob condi¢cdes ambientais favoraveis (MACHADO et al., 2002). O
teste de germinacdo € um dos parametros mais importantes para dar suporte na
instalacdo de uma cultura. De uma maneira geral, a finalidade desse teste € prestar
informacgdes sobre o potencial das sementes (POPINIGIS, 1985).

O uso de sementes com potencial fisiologico elevado é fundamental para o

estabelecimento de qualquer lavoura, pois a utilizacdo de sementes de baixo
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potencial de germinacao e vigor reduzido originam lavouras com baixa populacéo de
plantas (MEDEIROS FILHO; TEOFILO, 2005) e, consequentemente, baixa
produtividade.

A emergéncia de plantas no campo pode variar, mesmo para lotes de
semente de alta germinagcdo, em funcédo do vigor das sementes (RAMOS et al.,
2004), sendo os testes de vigor essenciais para a complementacéo das informacoes
da qualidade do lote de sementes.

Sementes de baixo vigor podem provocar reducdes na velocidade de
emergéncia de plantulas, no tamanho inicial de plantas, na area foliar, nas taxas de
crescimento das plantas e no acimulo de massa de matéria seca, (SCHUCH, 1999;
SCHUCH et al., 2000; MACHADO, 2002; HOFS, 2003), podendo afetar além do
estabelecimento da cultura, o seu desempenho ao longo do ciclo, bem como a
produtividade final.

Os testes de vigor sdo utilizados para diferenciar os niveis de vigor entre as
sementes, distinguindo-as também entre seus lotes. Estes testes sdo classificados
em métodos diretos e métodos indiretos. Os diretos seriam os métodos que
procuram simular as condi¢cdes (as vezes adversas) que ocorrem no campo e 0S
indiretos procuram avaliar atributos que indiretamente se relacionam com vigor
(fisicos, bioldgicos, fisiolégicos) das sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Os testes de vigor com base no crescimento de plantulas estédo inseridos nas
duas classificacGes de testes de vigor, por serem realizados tanto em condicdes

laboratoriais como no campo. (OLIVEIRA et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da microbiolizacdo sobre a qualidade fisiolégica de sementes

de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.).

3.2. Objetivos especificos

Analisar o efeito da microbiolizacdo com Trichoderma sp. Bacillus sp. (BMH) e

Bacillus subtillis (LCB 30) na germinagéao de sementes de feijao-caupi;

Verificar a influéncia da microbiolizacdo de sementes na emergéncia de

plantulas de feijao-caupi;

Mensurar a massa fresca da parte aérea e da raiz, como, também, a massa
seca da parte aérea e da raiz de plantulas de feijdo-caupi tratadas com diferentes

microrganismos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produgéo Vegetal e no
Viveiro do Instituto Federal do Sertdo Pernambucano, campus Petrolina Zona Rural,
Petrolina-PE. Foram utilizadas as sementes de feijdo-caupi variedade BRS-Pujante,
adquiridas na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Os microrganismos utilizados na
microbiolizacdo das sementes foram o fungo Trichoderma spp. e as bactérias
Bacillus sp. (BMH) e B. subtilis (LCB30), oriundos da colecdo de microrganismos do
laboratorio de controle biolégico da Embrapa Semiéarido, Petrolina-PE.

Para a obtencdo da suspensao bacteriana, os isolados foram cultivados em
placas de Petri contendo meio de cultura Agar Nutriente (AN) a 28°C. Ap6s 48 horas
de crescimento, foi adicionada agua destilada esterilizada nas placas e realizada a
raspagem da cultura com alca de Drigalski, sendo a suspenséo bacteriana coletada
em tubos plasticos (Eppendorf®) esterilizados com capacidade de 1500 uL (Figura
1A e 1B).

A suspensao final foi padronizada em espectrofotdmetro cuja a absorbancia
medida em 550 nm e as bactérias foram ajustadas numa densidade 6tica (OD) de
0,5.

Figura 1: A) Isolados bacterianos, Bacillus sp. (BMH) e Bacillus subtilis (LCB 30), B)
Suspensdes bacterianas.
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A suspensdo fungica foi obtida de placas de Petri contendo esporos de
Trichoderma sp. crescido em meio BDA (Batata-dextrose-agar) por 10 dias a 28°C.
Os esporos foram coletados com a adicdo de 20 mL de agua destilada esterilizada
na placa e raspagem com uma alca de Drigalsky. Em seguida foi realizada a
contagem dos esporos em camara de Neubauer e ajuste para 10’ esporos.mL™
(Figura 2A, 2B).

Figdré' 2: A) Isolado de Trichoderma sp. em meio de cultura BDA (batata dextrose e agar) e, B)
Ajuste da concentragdo fingica em camara de Neubauer e preparagdo da suspenséo.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram submetidas a
desinfestacdo superficial, imergindo as sementes em alcool a 70% (1 min.) e
hipoclorito de sédio a 1% (1 min.), seguida de triplice lavagem com agua destilada

esterilizada e secagem em papel toalha (Figura 3).

Figura 3: Desinfeccdo das sementes de Feijado-Caupi cv. BRS Pujante.

Para a microbiolizacdo, as sementes de feijdo-caupi foram imersas na
suspensdo de cada um dos microrganismos durante 30 minutos sob agitacao,
conforme a metodologia citada por Ludwig et al (2004) com modificacbes. Como
testemunha as sementes foram imersas somente em agua destilada esterilizada. Os

parametros empregados para avaliar a qualidade das sementes foram:
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4.1. Avaliacédo da germinacéo de sementes de Feijao-Caupi cv. BRS Pujante

Foram utilizadas quatro repeticbes contendo 50 sementes para cada
tratamento, semeadas em papel toalha Germitest® umedecido com &gua na
proporcao de 2,5 vezes 0 peso do substrato seco (NAKAGAWA, 1999), (Figura 4).
Os rolos de papel Germitest® contendo as sementes tratadas foram acondicionados
em sacos plasticos e mantidos em BOD a 25°C. As contagens foram realizadas aos
cinco e nove dias apos a instalacao do teste, seguindo os critérios estabelecidos em
BRASIL (1992).

Figura 4: Rolos de papel Germitest® contendo sementes Feijdo-Caupi cv. BRS Pujante.

4.2. Emergéncia das plantulas

As sementes foram dispostas em copos descartaveis de 200 mL, contendo
Substrato Comercial para plantas (casca de arroz carbonizado e calcario calcitico), e
avaliados diariamente até o décimo quarto dia (Figura 5). As variaveis analisadas
para esse experimento foram:
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Figura 5: Sementes de Fijéo—Caupi cv. BRS Pujante dispostas em copos descartaveis contendo
Substrato Comercial.

4.2.1. Indice de velocidade de germinacéo (IVG)

Foram realizadas contagens didrias das plantulas normais e mensuradas
durante 14 dias dispostos em copos descartaveis. Utilizou-se a férmula definida por
Maguire (1962). IVG= G1/N1+G2/N2+....+Gn/Nn, onde; IVG= indice de velocidade
de germinacdo; G1, G2, Gn= numero de plantulas germinadas, dias apos a

semeadura e N1, N2, Nn= nimero de dias apos o inicio do teste (Figuras 6A, 6B).

Figura 6: A) Emergéncia de plantulas de Feijao-Caupi cv. BRS Pujante com 3 dias e, B) Emergéncia
de plantulas de Feijdo-Caupi cv. BRS Pujante com 7 dias.
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4.2.2. Comprimento da parte aérea e da raiz principal e diametro do colo

Foram mensuradas 10 plantulas coletadas aleatoriamente de cada repeticao
por tratamento aos 14 dias apds a semeadura em copos plasticos de 200 mL (Figura
7). Para a realizacdo das avaliacbes foi utilizado régua graduada em cm e

paquimetro digital e os resultados expressos em cm.plantula™ (Figura 8A, 8B e 8C).

Figura 7: Plantulas de Feijdo-Caupi cv. BRS Pujante para se mensuradas.

Figura 8: A) Avaliagdo do comprimento da parte aérea, B) Avaliagdo do comprimento da raiz principal
e C) Avaliacao do diametro do colo com auxilio de régua milimétrica e paquimetro digital.

4.2.3. Matéria seca da parte aérea e da raiz

Foram separadas a parte aérea e a raiz de cada plantula por repeticdo. Em
seguida, foram acondicionadas em saco de papel (Kraft), pesando- se a massa
fresca e colocadas para secar em estufa com circulacdo de ar a 65 = 3°C, durante
48 horas e depois foram pesadas novamente para a determinacdo do peso da
massa seca total das plantulas da repeticdo; dividindo pelo numero de plantulas
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componentes, fornecendo o peso por plantula, expressa em mg.plantula™ (Figura 9A
e 9B).

Figura 9: A) Plantulas Feijdo-Caupi cv. BRS Pujante em sacos de papel na estufa e B) Avaliagdo do

peso da massa seca da parte aérea e da raiz.

4.3. Analises estatisticas

Para as analises foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticbes contendo 50 sementes. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos, verifica-se na Tabela 4, que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados para germinacédo de sementes de feijao-
caupi, sendo que a porcentagem de germinacdo para os tratamentos contendo o0s
isolados bacterianos Bacillus sp. (BMH) e B. subtilis (LCB30) foram 99,5% e 98,5%,
respectivamente. As sementes tratadas com o isolado fungico Trichoderma sp.

mostrou um percentual de germinacéo de 100%.

Tabela 4. Germinacdo de sementes de feijdo — caupi (Vigna unguiculata L.) Walp.)

cultivar BRS Pujante, em funcdo da técnica de microbiolizagéo.

TRATAMENTOS MEDIAS (%)
Bacillus sp. (BMH) 99,5a
Bacillus subtilis (LCB30) 98,5a
Trichoderma sp. 100 a
Testemunha 100 a
CV(%) 1,0

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os valores obtidos para as porcentagens de germinacao das sementes foram
acima de 80%, que € o porcentual minimo recomendado para a comercializacédo de
sementes de feijao pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2008). Conforme Goulart
(1998), o tratamento de sementes € uma tecnologia recomendada pela pesquisa
devido contribuir na diminuicdo de falhas na germinacéo, entretanto, podem
apresentar resultados variados. Neste sentido, 0 sucesso na microbiolizagdo de
sementes visando a promocao de crescimento vegetal depende das propriedades e

mecanismos de a¢do do microrganismo (MELO, 1998).
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Fungos do género Trichoderma tem se destacado como agentes promotores
da germinacdo de sementes e no crescimento de plantas. Alguns estudos vém
mostrando que a promoc¢ao de crescimento de plantas por espécies de Trichoderma
spp. se deve a producao de hormdnios vegetais ou por solubilizacdo de nutrientes e
resisténcia de plantas as doengas (CARVALHO FILHO et al., 2008).

Em estudos realizados por Paludo e Nozaki (2015) foram observados que a
maior porcentagem de sementes de feijao cultivar IPR 81 ocorreu quando tratadas
com Trichoderma spp. (5x10* conidios/mL™) e, além disso, mostraram menor
incidéncia de patégenos nas sementes. Kobnig et al. (2011), concluiram que a
aplicacdo de isolados de Trichoderma aumentou a taxa de germinacdo das
sementes de feijdo em 10%. Resultado semelhante obtidos neste trabalho foi
verificado por Okoth (2011), que verificou que o tratamento de sementes de feijdo
com Trichoderma nao influenciou significativamente na taxa de germinacao.

De acordo com Junges (2012), o recobrimento de sementes de cinco
variedades de feijdo (preto lote 1, preto lote 2, carioca branco, carioca vermelho e
guabiju vermelho) com Trichoderma spp. e B. subtilis promoveram maior percentual
de germinacao e de plantulas fortes e anormais, proporcionando maior seguranga na
utilizacao da microbiolizagdo com esse organismo.

A emergéncia teve inicio no 1° dia ap0s a semeadura, sendo a avaliacdo
finalizada com 10 dias. Analisando o indice de velocidade de germinacédo (IVG),
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e diametro do colo
(DC), constatou-se que nao houve diferenga significativa para os tratamentos
testados em todas as variaveis (Tabela 5).
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Tabela 5. indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento de raiz (CR) e diametro do colo (DC) de feijao — caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.), cultivar BRS Pujante, em funcdo da técnica de

microbiolizagéo.

TRATAMENTOS MEDIAS
VG CPA (cm) CR (cm) DC (mm)
Bacillus sp. (BMH) 8,2 a 6,8 a 12,7 a 2,7a
Bacillus subtilis (LCB30) 7,0 a 6,6 a 14,2a 2,8a
Trichoderma sp. 8,6 a 6,4 a 12,2 a 2,7a
Testemunha 11,4 a 6,7 a 149 a 31la
CV(%) 25,8 43 8,1 5,1

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Esses resultados podem ter sido influenciados pela composicdo quimica do
substrato comercial, novos estudos deverdo ser realizados a fim de verificar apenas
a influéncia dos microrganismos na emergéncia de plantulas de feijao-caupi.

Estudos realizados por Bertolin et al., (2016) mostraram, também, que o
desenvolvimento do tomateiro em funcdo de tratamento biolégico de sementes em
relacdo ao parametro comprimento de raiz, houve igualdade estatistica entre os
tratamentos avaliados, com o uso de B. subtilis, Trichoderma spp.

Conforme Marcarello et al., (2012) os indices de velocidade de germinacao e
emergéncia sdo baseados no principio que aquelas cultivares que apresentam maior
velocidade de germinacdo e emergéncia sdo as mais vigorosas. Neste sentindo,
cultivares com porcentuais de germinacdo e emergéncia semelhantes,
frequentemente mostram diferencas em suas velocidades de germinagcdo e
emergéncia, caracterizando que existem diferencas de vigor entre elas.

Em outros estudos, Junges (2014) verificou que Trichoderma sp. incrementou
a germinacao das sementes e o desempenho inicial de plantulas de milho. Por outro
lado, Resende (2004) constatou que a inoculacdo de T. harzianum reduziu o indice
de velocidade de emergéncia em plantulas de milho. Araujo et al., (2008), observou
gue sementes de algodéo e soja tratadas com bioformulado a base de B. subtilis
houve um incremento na emergéncia de plantulas sugerindo que esse

microrganismo possui potencial para promover o crescimento de plantulas.
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Para a massa fresca da parte aérea (MFPA) a aplicacdo dos tratamentos
Bacillus sp. (LCB 30) e Trichoderma spp. nas sementes de feijdo-caupi diferiram
estatisticamente dos resultados obtidos no tratamento testemunha, exceto o
tratamento Bacillus sp. (BMH). Com relagdo a massa fresca da raiz (MFR), todos os

tratamentos apresentaram valores inferiores ao tratamento testemunha (Tabela 6).

Tabela 6. Massa fresca e seca da parte aérea (MFPA/MSPA), massa fresca e seca
da raiz (MFR/MSR) de feijao — caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), cultivar BRS

Pujante, em funcao da técnica de microbiolizagéo.

Tratamentos Médias
MFPA (g) MFR (g) MSPA (g) MSR (g)
Bacillus sp. (BMH) 158 a 53b 43a 3,3ab
B. subtilis (LCB30) 12,7b 40c 4,1 a 3,1b
Trichoderma sp. 14,3 ab 4,5 bc 43a 3,3ab
Testemunha 17,0a 7,3a 45a 3,4a
CV(%) 7,1 6,2 4,2 3,2

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A producdo de matéria seca tem sido considerada como um dos melhores
parametros para caracterizar a qualidade de mudas (WALTERS; KOZAK, 1965).
Quando se refere ao peso de matéria seca da muda como parametro de qualidade,
ha que se considerar separadamente, o total, da parte aérea e das raizes
(CARNEIRO, 1995).

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a
massa seca da parte aérea (MSPA) (Tabela 6). Contudo, em outras culturas, as
respostas a aplicacdo de Trichoderma spp. sdo caracterizadas por aumentos
significativos na porcentagem de germinacdo, na massa seca da parte aérea e na
altura de plantas (MELO, 1998). Conforme Harman (2000), a colonizagcédo de raizes
por Trichoderma spp. pode promover o crescimento vegetal e, consequentemente,
aumentar a produtividade em varias culturas.

Para a variavel massa seca da raiz (MSR), as sementes tratadas com B.
subtilis (LCB 30) apresentaram o valor médio inferior ao tratamento testemunha
(Tabela 6). Em estudos realizados por Lazzaretti e Bettiol (1997) foi verificado que

tratamento de semente com o B. subtilis sobre a massa seca da parte aérea e da
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raiz de soja e de feijdo, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os

tratamentos.
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6. CONCLUSOES

1. A microbiolizagdo com Bacillus sp. (BMH), Bacillus subtillis (LCB30) e
Trichoderma sp. ndo promoveu um incremento significativo na germinacao de

sementes e na emergéncia de plantulas de feijao- caupi;

2. Novos estudos deverdo ser realizados para investigar a eficiéncia da técnica
de microbiolizagcdo para diminuir ou erradicar as perdas das sementes de

feijdo-caupi ocasionados pela acdo de patdgenos.
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