REVISTA CIENTIFICA FAEMA
ISSN 2179-4200
DOL: http://dx.doi.org/10.31072

CONTROLE BIOLOGICO SOBRE A QUALIDADE DE SEMENTES DE CAJANUS
CAJAN (L.) MILLSP

BIOLOGICAL CONTROL ON THE QUALITY OF CAJANUS CAJAN (L) MILLSP
SEEDS

Adiel Felipe da Silva Cruz
Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Brasil
Orcid: https://orcid.org/0000-0002-8571-6125
E-mail: felipe.adiel@gmail.com

Daniele Batista Araudjo
Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Brasil
Orcid: https://orcid.org/0000-0003-0394-1490
E-mail: danielearauujol2@gmail.com

Edmilson Gomes das Neves
Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Brasil
Orcid: https://orcid.org/0009-0002-5264-2649
E-mail: edmilson.neves@academico.ufpb.br

Otilia Ricardo de Farias
Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Brasil
Orcid: https://orcid.org/0000-0002-0753-0712
E-mail: otiliarfarias@gmail.com

Luciana Cordeiro do Nascimento
Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Brasil
Orcid: https://orcid.org/0000-0002-5706-7041
E-mail: luciana.cordeiro@academico.ufpb.br

Submetido: 27 fev. 2024.
Aprovado: 18 jun. 2024.
Publicado: 5 jul. 2024.

E-mail para correspondéncia:
felipe.adiel@gmail.com

Resumo: O controle biol6gico de patégenos em sementes vem conquistando destaque por
ser uma alternativa promissora no manejo integrado de doencas e agdo benéfica sobre o
crescimento das plantas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de produtos a
base de Trichoderma spp. e Bacillus amyloliquefaciens no controle de fungos associados a
sementes de Cajanus cajan (L.) Millsp e no crescimento inicial das plantulas. Foram
utilizandos quatro produtos biol6gicos comerciais Ecotrich® (Trichoderma harzianum)
(60g/100kg contato); Quality® (Trichoderma asperellum) (200g/100kg imerséo); Pardelha®
(Trichoderma harzianum, Trichoderma asperallum, Bacillus amyloliquefaciens) (60g/100kg
imersao) Shocker® (T. harzianum, B. amyloliquefaciens) (300g/100kg imersdo). Também foi
realizado o tratamento das sementes com fungicida Captana (240g / 100 kg de sementes) e
imersao em agua destilada esterilizada 100 ml. O controle biol6gico de sementes é eficaz na
reducdo da incidéncia de fungos e apresentam atividade antimicrobiana semelhante ao
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fungicida. O controle biolégico reduziu a incidéncia dos fungos bem como, néo afetou a
qualidade fisiolégica das sementes.

Palavras-chave: Produtos bioldgicos. Microbiolizacdo. Sanidade. Fisiologia.

Abstract: Biological control of pathogens in seeds has gained prominence as it is a promising
alternative in the integrated management of diseases and has a beneficial effect on plant
growth. Therefore, the objective of this study was to evaluate the potential of products based
on Trichoderma spp. and Bacillus amyloliquefaciens in the control of fungi associated with
Cajanus cajan (L.) Millsp seeds and in the initial growth of seedlings. Four commercial
biological products Ecotrich® (Trichoderma harzianum) were used (609/100kg contact);
Quality® (Trichoderma asperellum) (200g/100kg immersion); Pardelha® (Trichoderma
harzianum, Trichoderma asperallum, Bacillus amyloliquefaciens) (60g/100kg immersion)
Shocker® (T. harzianum, B. amyloliquefaciens) (300g/100kg immersion). Seed treatment was
also carried out with Captana fungicide (240g / 100 kg of seeds) and immersion in sterilized
distilled water 100 ml. Biological seed control is effective in reducing the incidence of fungi and
has antimicrobial activity similar to fungicides. Biological control reduced the incidence of fungi
and did not affect the physiological quality of the seeds.

Keywords: Biological products. Microbiolization. Sanity. Physiology.

Introducéo

O Cajanus cajan (L.) Millsp. (familia Fabaceae) é uma leguminosa de clima tropical,
cultivada a partir de sementes, apresentando grdos comestiveis com alto valor nutritivo ®. E
uma cultura de grande interesse mundial, principalmente por ser uma importante fonte de
proteina para alimentagido humana e animal. E amplamente cultivada, em especial devido a
sua elevada capacidade de adaptacdo em condi¢des edafoclimaticas adversas, garantindo
producdo em locais sujeitos a elevada temperatura, déficit hidrico e localidades com baixa
fertilidade do solo, quando comparada a outras leguminosas @.

A qualidade sanitaria das sementes é considerada um dos fatores mais importantes
na propagacao de espécies vegetais, principalmente pelo fato de que a ocorréncia de doencas
em plantas pode comprometer os demais atributos de qualidade, e atrelado a isso, pode
favorecer a transmissédo das inUmeras doengas que afetam a sanidade das plantulas e
consequentemente, o desenvolvimento vegetal e a producéo final ®). Nesse sentido, o uso de
sementes infectadas oferece um sério risco as areas de producdo, pois podem favorecer a
disseminacao de patdgenos @. Desta forma, os patdgenos podem sobreviver e se disseminar
nas sementes de diferentes maneiras onde os meios mais comuns s&o na infec¢ao primaria
ocorrendo a colonizacao de estruturas reprodutivas (flores e frutos), infeccao secundaria que

caracteriza pelos patdgenos infectar as sementes apés a sua formacdo, durante o

Rev Cient da Fac Educ e Meio Ambiente: Revista Cientifica da Faculdade de Educacéo e Meio 142
Ambiente - FAEMA, Ariquemes, v. 15 n. 1, p. 141-155, 2024.



REVISTA CIENTIFICA FAEMA
ISSN 2179-4200
DOL: http://dx.doi.org/10.31072

armazenamento ou no campo ®. Os patégenos podem sobreviver no endosperma e embrido
das sementes podendo se adaptarem e permanecerem latentes ©,

Um dos métodos mais utilizados para controlar patbgenos em sementes é o controle
guimico, contudo, com o avango da agricultura sustentavel e a maior conscientizagdo sobre
os efeitos negativos do uso continuado dos ativos quimicos, dos efeitos adversos ao meio
ambiente, ao ser humano e aos animais causados pelo uso indiscriminado de defensivos
agricolas, além do custo desses produtos, tem-se intensificado a procura por novos métodos
de controle de fitopatégenos 9,

Uma alternativa para amenizar o uso de produtos quimicos € a utilizacdo do controle
biolégico, que por sua vez é bastante eficiente . O uso de Trichoderma spp. no controle de
doencas vem sendo bastante estudado, principalmente pelo fato desse organismo ser capaz
de controlar diferentes patdgenos por mecanismos de a¢cdo como parasitismo, competicéo e
producéo de metabolicos secundarios (antibiose) 9. Por outro lado, Bacillus spp. vém sendo
também estudado e tem apresentado potencial na produgéo de antibibticos, capaz de produzir
compostos antimicrobianos que podem inibir o crescimento dos patégenos V. Vale destacar
gue estes poderao também promover o crescimento das plantas por meio da producgéo de
substancias bioativas 2.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade de sementes de
Cajanus cajan tratadas com produtos biol6gicos a base de Trichoderma spp. e Bacillus

amyloliquefaciens.

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT), pertencente ao
Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais (DFCA), do Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia — PB (Latitude:-6.96179, Longitude:
-35.6953 6°57’ 42” Sul, 35° 41’ 43” Oeste).

As sementes de Cajanus cajan da safra 2022/2023 foram cedidas por agricultores do
municipio de Montadas-PB. As sementes foram desinfestadas previamente em alcool 70%
por 30 s, solugdo de hipoclorito de sodio a 1%, por 1 min e dupla lavagem em agua destilada
esterilizada - ADE. Em seguida, foram tratadas seguindo a recomendacéo de cada produto.

Os tratamentos foram constituidos de T1 = Testemunha — apenas agua destilada

estéril - ADE a 100 ml; T2 = Shocker® - Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens
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(300g/100kg de sementes/0,1g em 100 ml de ADE); T3 = Ecotrich® - T. harzianum (60g/100kg
de sementes/0,085g em 100 mL de ADE); T4 = Quality® - Trichoderma asperellum
(200g/100kg de sementes/0,04g em 100 ml de ADE); T5 = Pardelha® - T. harzianum, T.
asperallum, B. amyloliquefaciens (609/100kg de sementes/0,04g em 100 ml de ADE); T6 =
Captana — fungicida (3509/100kg de sementes/0,1447g). No T1, T2, T4 e T5 as sementes
foram imersas por 3 min em cada tratamento individualmente. No T3 e T6 os produtos foram
aplicados de forma homogénea sobre as sementes.

Para determinar a qualidade sanitaria, as sementes tratadas foram incubadas
utilizando o Blotter test *® sendo utilizadas 200 sementes por tratamento (10 repetices de 20
sementes). As placas foram colocadas a 25 + 2°C, durante sete dias. Posteriormente,
realizou-se a identificagcdo dos fungos com o auxilio de microscopio Optico e literatura
especializada ¥ Os resultados foram expressos em percentagem de incidéncia de fungos.

Também foi determinado o teor de agua das sementes através do método de estufa
105 + 2 °C por 24 horas 9,

Para avaliar a influéncia dos produtos biol6gicos na qualidade fisiol6gica das sementes
foram realizados testes de germinacgédo e de emergéncia ®¥. Para o teste de germinacéo foram
utilizadas 200 sementes, subdivididas em quatro repeticdes de 50 sementes, distribuidas em
duas folhas de papel Germitest® coberta com uma terceira folha, organizadas em forma de
rolos, umedecido com ADE e acondicionados em camara de germinagédo BOD a 25 + 2 °C
com fotoperiodo de 12 h 3,

As sementes germinadas foram contabilizadas em intervalos de 24 horas, do 4° até o
10° dia, sendo determinada a primeira porcentagem de germinacédo, PPG= Ni1/N, x 100, onde
N1 = nimero de plantulas germinadas no 4° dia e N>= nimero de sementes semeadas; a
porcentagem de germinacao, G= N1/N; x 100, onde N1 = nimero de plantulas germinadas no
10° dia e N>= numero de sementes semeadas; indice de velocidade de germinagéo, IVG=
(100/N) x Z(n/j), onde, N = numero de sementes semeadas, n = numero de plantulas
emergidas no dia, j = o nimero de dias apds a semeadura . Também foram contabilizadas
as sementes duras e sementes mortas, além do comprimento da plantula e matéria seca da
raiz e da parte aérea.

O teste de emergéncia foi realizado na casa de vegetacdo. Foram utilizadas 200
sementes por tratamento, subdividas em 4 repeticbes de 50 sementes. Essas foram
semeadas em bandejas de poliestireno, contendo areia autoclavada, sendo irrigadas a cada

24 h. As sementes emergidas foram contabilizadas em intervalos de 24 horas, comec¢ando no
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4° e se estendendo até o 10° dia, sendo determinadas a primeira contagem de emergéncia,
PCE= Ni/N. x 100, onde Ni = numero de plantulas emergidas no 4° dia e N,= nimero de
sementes semeadas; a porcentagem de emergéncia, E= N1/N2 x 100, onde N1 = nimero de
plantulas emergidas no 10° dia e N>= numero de sementes semeadas; indice de velocidade
de emergéncia, IVE= (100/N) x Z(n/j), onde, N = numero de sementes semeadas, h = numero
de plantulas emergidas no dia, j = o nimero de dias ap6s a semeadura. Também foram
contabilizadas o comprimento de plantula e matéria seca da raiz e da parte aérea 4,

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade por Shapiro-Wilk, e ajustados pela analise de
variancia (Anova) nos modelos lineares generalizados (GLMs), tanto para a incidéncia de
fungos (Distribuicdo Negativa Binomial) como para as variaveis de germinagdo e emergéncia
(Distribuicdo Gama e Poisson) respectivamente ®. As médias foram comparadas pelo teste

de Tukey (p<0,05). As andlises foram realizadas utilizando o software R® 7,
Resultados e Discusséo

Em relagéo ao teor de 4gua nas sementes de Cajanus cajan obteve o valor de 13,5%
gue é considerado elevado com base nos trabalhos anteriores e nas regras para a analise de
sementes 1318, Desta forma, este resultado podera ocasionar o desenvolvimento flingico na
superficie das sementes 19, Estes fungos podem penetrar a semente e crescer no seu interior,
causando deterioracdo e reduzindo a viabilidade das mesmas @9, Além disso, a presenca
destes patdgenos nas sementes pode ocasionar desenvolvimento de doengas fungicas, que
podem comprometer a germinagdo das sementes e afetar negativamente o crescimento das
plantas jovens @Y. Para minimizar a ocorréncia de fungos nas sementes, é importante realizar
praticas adequadas de secagem e armazenamento. A secagem das sementes ap0s a colheita
¢ essencial para reduzir o teor de agua a niveis que inibam o crescimento flngico ??. As
sementes devem ser armazenadas em condi¢cdes adequadas, como ambientes secos e
frescos, com controle de temperatura e umidade relativa 3,

Os fungos identificados e suas respectivas incidéncias nas sementes de Cajanus cajan
foram: Fusarium sp., (15,5%), Alternaria sp., (6,0%), Colletotrichum sp. (4,0%), Aspergillus
sp., (2,0%), Curvularia sp. (1,5%), Pithomyces sp., (1,0%) e Nigrospora sp., (0,5%) (Figura 1).
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Figura 1. Incidéncia geral de fungos associados as sementes de Cajanus cajan (L.) Millsp
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Fonte: Dos autores (2024).

A incidéncia dos géneros Fusarium spp. Alternaria spp. Colletotrichum spp. Aspergillus
spp. Curvularia spp. Pithomyces spp. e Nigrospora spp. em plantas e sementes de maneira
geral pode causar uma série de danos e doencas, sendo que 0s principais sdo a murcha,
onde as folhas ficam amareladas devido ao blogueio dos vasos condutores de agua e
nutrientes no sistema vascular da planta, podriddo da raiz e do caule. Podendo também
provocar reducdo da viabilidade das sementes que ocasiona a reducdo da capacidade de
germinagao, diminui¢cdo do vigor das plantulas, e ainda promover a transmissao da doenga
para plantas jovens, reducdo do rendimento, contaminagéo secundaria, perda de qualidade
do produto final @425 A elevada incidéncia de fungos pertencentes aos géneros Fusarium
spp. e Alternaria spp. pode estar associada a colonizagéo tanto da superficie exterior quanto
o interior das sementes ©@% 27, Esses microrganismos podem colonizar as sementes
internamente, de forma latente, ou seja, as sementes parecem saudaveis visualmente, mas
podem conter o fungo em seu interior 9,

A infeccdo das sementes por fungos, possivelmente pode levar a varios efeitos
bioquimicos, com a producéo de enzimas hidroliticas, toxinas e metabolitos secundarios que
contribuem para a degradacédo de componentes estruturais da semente, resultando em perda
do potencial germinativo e vigor. Além disso, estes fungos sdo conhecidos por produzir toxinas

fangicas, como tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e alternriol % 3% 5 3D Essas toxinas
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podem afetar o metabolismo, a expressao génica, a sintese de proteinas e a integridade das
membranas celulares das sementes ©2).

Observou-se uma reducgao significativa da incidéncia de Fusarium sp. e Alternaria sp.
nas sementes tratadas com os produtos biolégicos a base de Trichoderma spp. e B.
amyloliquefaciens. Com relacdo ao Fusarium sp., verificou-se que todos os tratamentos
reduziram a ocorréncia nas sementes, com valores variando de 38,7% a 77,4%. Ao tratar as
sementes com Shocker® e Pardelha® houve uma reducéo de 100% da ocorréncia de Alternaria
sp., ndo diferindo do tratamento fungicida, se mostrando uma alternativa promissora no
controle desse patdgeno. Com relagdo a Colletotrichum sp, Curvularia sp., Pithomyces sp. e

Nigrospora e Penicillium sp. ndo foi observado diferenga entre os tratamentos (Figura 2).

Figura 2. Incidéncia de fungos (%) em sementes de Cajanus cajan (L.) Millsp tratadas com
produtos a base de Trichoderma spp. e B. amyloliquefaciens
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Fonte: Dos autores (2024).

A reducdo de incidéncia fungica dos antagonistas possivelmente esta associada aos
mecanismos de acao destes, o Trichoderma spp. por exemplo por meio da a¢éo direta, pode
parasitar diretamente outros fungos patogénicos, penetrando em suas células e destruindo-

0s por meio da liberacdo de enzimas e substancias toxicas. Outro exemplo é que este
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antagonista compete diretamente com os patdégenos por nutrientes e espagco no ambiente
onde pode promover a producdo de metabdlitos antifingicos por meio da secrecdo de
peptideos e compostos volateis. Além disso, o Trichoderma spp. por meio da sua agdo indireta
possivelmente estd associada a inducédo de resisténcia sistémica ativando genes relacionados
a este fim contra os patégenos ®%. Por outro lado, a agéo do Bacillus spp. esta possivelmente
associado a producao de antibiéticos como bacitracina e polimixina, que tem a capacidade de
matar ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas. Além disso, também pode competir
diretamente com os patdgenos por nutrientes e espaco e assim dificultando o crescimento
dos memos. A acgéo indireta do Bacillus spp. também possivelmente estéd associado a indugéo
de resisténcia sistémica em plantas com ativacdo de mecanismos de defesa @4,

Do ponto de vista bioquimico, a reducédo da incidéncia fangica proveniente da agédo do
Trichoderma spp., possivelmente esta associada a capacidade de produzir enzimas
antifingicas, como quitinases e quitinases-1,3-b-glucanases, que ajudam a degradar a parede
celular dos fungos patogénicos ©5 36 37 Essas enzimas podem inibir o crescimento e a
propagacéo dos fungos fitopatogénicos, protegendo as sementes e as plantas jovens. ©& 3%
40: 4 Bacillus spp., por outro lado, podem estar associada na producdo de substancias
antifingicas, como peptideos antimicrobianos e enzimas, que inibem o crescimento de fungos
patogénicos “?. Além disso, tanto as bactérias do género Bacillus spp., como os fungos do
género Trichoderma spp., podem induzir a resisténcia sistémica nas plantas, fortalecendo
capacidade de defesa contra patdgenos (3 44: 45 46),

Para primeira contagem de germinacdo (PCG), porcentagem de germinacédo (G),
indice de velocidade de germinacéo (IVG), sementes duras (SED), sementes mortas (SEM) e
matéria seca da raiz (MSRAG) ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos
utilizados.

No teste de germinacdo, com relagdo ao comprimento da parte aérea (CPAG) e da
plantula (CPLG), ndo foram observados diferenca entre os tratamentos biolégicos utilizados
(Figura 3A).

Para o comprimento da raiz (CRAG), ndo foram observados diferenca entre os
tratamentos biologicos e o controle aplicados, porém, houve um incremento meédio de 1,45 e
1,44 cm no tratamento Pardelha® e Shocker® respectivamente (Figura 3B).

Entre os tratamentos com agentes bioldgicos, o Pardelha®, Shocker® e Quality® foram

0S que proporcionaram maior massa seca de raizes (MSRAG) em relacdo ao controle, com
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os valores médios respectivamente de 0,0400 g, 0,0350 g e 0,0325 g por plantula, sendo
significativamente superior ao tratamento controle e semelhante ao fungicida (Figura 3C).

Na matéria seca da plantula (MSPLAG) também né&o foram observados diferenca
entre os tratamentos biolégicos aplicados (Figura 3D).

Figura 3 (A, B, C e D). Germinacdo de sementes de Cajanus cajan (L.) Millsp tratadas com
produtos a base de Trichoderma spp. e B. amyloliquefaciens
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Fonte: Dos autores (2024).

Para o comprimento de parte aérea (CPAE), comprimento de raiz (CRAE) e massa
seca de parte aérea (MSPAE) ndo foi observado diferenca entre os tratamentos utilizados.
Para as variaveis porcentagem de emergéncia (E), primeira contagem de emergéncia (PCE),
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e matéria seca da raiz (MSRAE) observou-se que
ndo houve diferenca entre os tratamentos biolégicos aplicados e o controle, ou seja, ndo

afetou a fisiologia das sementes e emergéncia das plantulas (Figura 4A e 4B).
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Figura 4 (A e B). Emergéncia de sementes de Cajanus cajan (L.) Millsp tratadas com produtos a
base de Trichoderma spp. e B. amyloliquefaciens
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Fonte: Dos autores (2024).

A regulacdo da qualidade fisiolégica provenientes da germinacdo e emergéncia de
sementes de Cajanus Cajan possivelmente esta associado a espécies de Trichoderma e
Bacillus podem contribuir para um controle de iniUmeros patdégenos associados a sementes,
podendo ao longo dos anos alterar o equilibrio dos agroecossitemas, tornando inéspito ao
desenvolvimento dos patdégenos e sem causar impactos negativos. Além disso, ao tratar as
sementes com esses agentes pode resultar em uniformidade de germinagdo e emergéncia.
Bacillus spp. pode induzir na planta a sintese de fitohormdnios, como &cido indolacético, acido
abscisico, giberelinas e citocininas que induzem o crescimento de raizes e 0 aumento no
nimero dos pelos radiculares e consequentemente no crescimento da planta “). O
Trichoderma spp. atua na solubilizagdo de fosfato, sintese de sideroforos e fitohormdnios
como AIA gue proporciona o crescimento de plantas ¢ 49

Na presente pesquisa observou-se que Trichoderma sp. colonizou de forma eficiente
o sistema radicular das plantulas tratadas, sendo este um fator de fundamental importancia,
pois Fusarium spp. infecta a planta hospedeira através das raizes. Deste modo, a
sobrevivéncia e colonizagdo bem-sucedidas do antagonista na planta hospedeira é essencial
para o biocontrole da doenca. Além disso, essa capacidade do microrganismo em colonizar
plantas é um fator muito importante na sua atuagdo sobre a germinacao de sementes e na

promocao do crescimento das plantas ¢ 5% 52),

Rev Cient da Fac Educ e Meio Ambiente: Revista Cientifica da Faculdade de Educacéo e Meio 150
Ambiente - FAEMA, Ariquemes, v. 15 n. 1, p. 141-155, 2024.



REVISTA CIENTIFICA FAEMA
ISSN 2179-4200
DOL: http://dx.doi.org/10.31072

Considerac¢des Finais

Produtos a base de T. harzianum, T. asperellum e B. amyloliquefaciens reduz a
incidéncia de Fusarium spp. e Alternaria spp. associados as sementes de Cajanus cajan (L.)
Millsp. Os tratamentos biol6gicos a base de Trichoderma spp. e Bacillus amyloliquefaciens
néo afetam a qualidade fisiol6gica das sementes tratadas.
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