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RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa e rica fonte de proteina, cultivada na agricultura
familiar. Objetivou-se avaliar o efeito dos Microrganismos Eficazes na qualidade germinativa e fitossanitaria do
feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)". Os EM foram produzidos utilizando iscas de arroz. O teste de
germinacdo ¢ indice de velocidade de germinagdo foram conduzidos em DIC, para cada tratamento: sementes
biocondicionadas com EM e controle. Utilizou-se 16 caixas, cada uma com 25 sementes, totalizando 400 sementes
por tratamento.O “Blotter-test” foi realizado para avaliar a qualidade fitossanitaria. As sementes foram dispostas
equidistantes sobre dupla camada de papel mata-borrdo, no interior de caixas acrilicas. O uso de EM com dosagem
de 1,2 mL g, reduziu a incidéncia de fungos de armazenamento, inibiu a incidéncia de Diaporthe sp.,
proporcionou aumento na taxa de germinagao e no indice de velocidade de germinacao.

Palavras-chave: Aspergillus sp., Diaporthe sp., Bioinsumos.

ABSTRACT

The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a legume and a rich source of protein, cultivated in family farming.
The objective was to evaluate the effect of Effective Microorganisms on the germinative and phytopathological
quality of cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp). EMs were produced using rice baits. The germination test and
germination speed index were conducted in a Completely Randomized Design (DIC) for each treatment: seeds
bioconditioned with EM and control. Sixteen boxes, each containing 25 seeds, totaling 400 seeds per treatment,
were used. The 'Blotter-test' was performed to evaluate phytopathological quality. The seeds were evenly placed
on a double layer of blotting paper inside acrylic boxes. The use of EM with a dosage of 1.2 mL g-1 reduced the
incidence of storage fungi, inhibited the incidence of Diaporthe sp., and resulted in an increase in the germination
rate and germination speed index.

Keywords: Aspergillus sp., Diaporthe sp , Bioinputs.

INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) ¢ uma herbacea nativa do continente africano, que possui grande
importancia em diversos paises como India, Estados Unidos, Etiopia e Nigeria e Brasil (NASCIMENTO, 2022),
sendo a Nigéria o maior produtor mundial com aproximadamente 3,4 milhdes de toneladas (FAO, 2019).
No Brasil a cultura é de extrema importincia socioecondmica, sobretudo, para os agricultores familiares e
populagdes de baixa renda, uma vez que faz parte da alimentagéo basica da populagdo brasileira, apresentando boa
adaptac@o as condi¢des de clima e solo das areas mais aridas e € encontrado nas Regides Nordeste, Centro-Oeste
e Sudeste do Brasil (BASTOS, 2016; FREIRE FILHO et al. 2011), sendo comumente armazenado em garrafas
PET (Polietileno Tereftalato) na agricultura familiar.

O armazenamento em garrafas PET pode propiciar um aumento da umidade das sementes e
consequentemente um ambiente que favorece a proliferacdo de fungos, sendo eles um dos principais agentes de
deterioracdo dos graos. Dentre os principais tipos de fungos que sdo comumente encontrados nos graos
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armazenados, temos os Aspergillus sp. e Penicillium sp. que sdo responsaveis pela perca de 30% dos graos
armazenados (TALAMINI et al., 2010).

Visando tornar a agricultura mais sustentavel e ocasionar o aumento de produtividade e lucro, tem se tornado
cada vez mais comum a substituicdo dos defensivos agricolas pelos microrganismos eficazes (EM), que consiste
em um meio liquido composto pela microbiota natural do solo, capturada e ativada de forma simples ¢ eficaz
através de iscas de arroz, agua e melago de cana-de-agucar. Esses microrganismos tém despertado cada vez mais
o interesse dos pesquisadores, uma vez que ha a melhora no desempenho agronomico e de produtividade, com
maior taxa de germinacao, vigor e velocidade de emergéncia da semente. Ademais, sdo uma ferramenta de baixo
custo que pode ser produzida pelo préprio agricultor (PORTO et al., 2020; SANTOS et al., 2021).

Assim, diante da importancia da producdo do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) para os agricultores
familiares e populagdes de baixa renda, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito dos EM na qualidade
germinativa e fitossanitaria do feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia Ambiental e Agricola da Universidade
Estadual de Goias, Campus Sudoeste-Sede em Quirinopolis, Goias (UEG). As sementes de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp) estavam armazenadas em uma garrafa PET de dois litros, por um periodo de 2 anos e foram
fornecidas por um agricultor do municipio de Santo Antdnio da Barra, Goias, Brasil (17°33’ de latitude Sul e 50°40°
de longitude Oeste, a 636 m de altitude).

Obtivemos os EM utilizando “iscas”, usando arroz cozido apenas em agua sem cloro, como matéria organica
para colonizacdo. Preparamos as iscas com o cozimento de aproximadamente 3,5 kg de arroz, e as distribuimos
em 5 pranchas de madeira de 15x20 cm (700 g de arroz por prancha). Instalamo-as em solo exposto na Unidade
de Conservagdo Refuigio da Vida Silvestre Serra da Fortaleza, em Quirinopolis Goias, cuja fitofisionomia ¢
vegetacdo com floresta de galeria, ¢ as cobrimos com serapilheira conforme metodologia de Porto et al. (2020)
(Figura 1).
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Figura 1. Unidade de Conservagdo Reftigio da Vida Silvestre Serra da Fortaleza, Quirindpolis. Goids. Brasil.
a) Local designado para instalacdo das iscas. b) Retirada total da serapilheira para instalacdo das iscas. c)
Prancha de madeira de 15x20cm com 700g de arroz cozido, instalada em solo exposto apds a retirada total da
serapilheira. d) cobertura das pranchas dispostas no solo com uma camada de serapilheira. Fonte: Mapa de
localizacdo da area de estudo adaptado de Morais et al. 2021. Imagens A. B, C e D adaptadas de Porto et al.
(2020).

Monitorou-se diariamente a colonizag@o das iscas pela microbiota local, a partir do 11° dia de incubacio, e
observamos a colonizagdo total no 15° dia, quando retiramos as pranchas e levamos ao Laboratorio Microbiologia
Ambiental e Agricola da Universidade Estadual de Goias - Campus Sudoeste SEDE Quirinopolis, para isolamento
de EM.

Selecionou-se nas iscas, para a produg@o do bioinsumo, somente as colonias que apresentavam as cores rosa,
azul, amarela e laranja, descartando as coldnias com colorag@o cinza, marrom e preta, conforme a metodologia
apresentada por Sousa et al. (2019). A ativagdo dos EM foi feita colocando as colonias selecionadas das cinco
pranchas em um tambor plastico de 70 litros, sendo adicionados 5 litros de melago de cana em 50 litros de agua
limpa (sem cloro) de pogo semiartesiano. O recipiente foi hermeticamente fechado, mantido & sombra por 25 dias.
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Para reduzir a pressao do processo fermentativo (anaerdbico) no tambor, este era aberto a cada dois dias. Esse
procedimento foi feito durante os 25 dias de fermentagdo. Finalizado o processo fermentativo (a partir do 26° dia),
o inoculante de EM apresentou as caracteristicas esperadas, coloragdo alaranjada e odor doce agradavel.
Realizamos a identificacdo visual para confirmagdo das bactérias presentes através da técnica de coloragdo de
Gram, para a qual foram utilizados os corantes da marca comercial Newprov e seguido a metodologia indicada
pelo fabricante. Preparamos as laminas com EM sem dilui¢do e diluigdes seriadas em solucdo salina de 0,9%
estéril em de 107! a 10 e observadas em microscopio Leica DM500 Microscopio educacional.

Preparou-se 10 placas de Petri para analise de fungos, contendo 15 ml de meio BDA (Batata Dextrose Agar),
em um fluxo laminar realizamos as estriagens em autoclavadas por 15 minutos a 121°C. Observamos diariamente
as placas em estufa bacterioldgica por 5 dias a 32°C. Apds identificagdo visual, com uma alga de platina retiramos
um fragmento da coldnia, colocamos sobre uma lamina, adicionamos uma gota de corante azul de metileno,
cobrimos com uma laminula e observamos no microscopio (SANTOS, 2023).

O experimento foi conduzido com dois tratamentos: sementes controle sem biocondicionamento e sementes
biocondicionadas com EM. Realizamos os seguintes testes para a avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes:
porcentagem de germinagdo, indice de velocidade de germinagdo e determinagdo da umidade.

O biocondicionamento com EM foi feito colocando 1,2 mL de EM g! de sementes e, entdo, dispostas em
papel toalha por 1 minuto e, posteriormente, colocadas nos recipientes para teste de germinagdo. O teste de
germinagdo foi feito utilizando caixas acrilicas transparentes do tipo Gerbox® (11x11x3,5cm) previamente
desinfestadas com alcool 70%, em substrato sobre papel (duas folhas de papel mata-borrdo), previamente
esterilizadas, umedecidas com agua destilada deionizada, com proporg¢do de 2,5 vezes seu peso seco.

Utilizaram-se 16 caixas para cada tratamento, cada uma com 25 sementes, totalizando 400 sementes por
tratamento. As sementes foram levadas ao germinador de cidmara modelo Mangelsdorf, com temperatura
controlada de 25 °C, sendo a germinagio avaliada do 1° ao 8° dia (BRASIL, 2009a). O Indice de Velocidade de
Germinagdo (IVG) foi realizado concomitante ao teste de germinacdo e determinado através da contagem de
sementes germinadas do primeiro ao nono dia de avaliagdo (BRASIL, 2009a). Consideramos germinadas as
sementes com radicula de tamanho igual ou superior a 0,2 cm. Calculamos o IVG por meio do somatorio do
nimero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo numero de dias decorridos entre a semeadura e a
germinacdo, segundo a formula de Maguire (1962). Utilizamos o método de estufa a 105°C para realizar o teste de
umidade de sementes, no qual, o grau de umidade de uma amostra é representado pela perda de peso quando esta
¢ submetida a esta temperatura, seguindo a orientagdo do manual de analises de sementes Brasil (2009b).

Examinaram-se individualmente as sementes por meio de um microscopio estereoscopio. Os resultados
foram expressos em percentual de ocorréncia de fungos e identificados por uma especialista de microbiologia
(BRASIL,2009b). Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo
dois tratamentos (sementes biocondicionadas com EM e controle) com 16 parcelas divididas em 4 repeti¢des
contendo 25 sementes em cada repeticdo. Os dados foram expressos em percentual de germinagdo, indice de
velocidade de germinacdo, percentual de umidade e incidéncia de fungos. Efetuamos o teste T de Wilcoxon para
comparar os diferentes dados obtidos nas sementes controle e biocondicionadas com EM utilizando-se o R (CORE,
2020).

RESULTADOS

Observamos bactérias gram-positivas, gram-negativas e arranjos do tipo cocos, nas laminas com EM
indicando a presenca de diplococos, estreptococos e estafilococos. As laminas possibilitaram a visualizagdo de
leveduras estando presentes Saccharomyces cerevisiae ¢ Candida sp. Tivemos ainda estruturas como hifas,
pseudo-hifas e basidiésporos que ressaltam a presenga de fungos (SOUSA et al., 2019). A observacao microscopica
com azul de metileno possibilitou a visualizagdo de actinobactérias, Bacillus mycoides e Aspergillus sp. O
resultado da analise do teor de umidade de sementes de feijao-caupi, armazenadas em garrafa PET por um periodo
de 2 anos, foi de 7,1%.

As sementes biocondicionadas com EM apresentaram uma maior taxa de germinagdo (66%) quando
comparado ao controle (33%) (Figura 2), bem como, maior indice de velocidade de germinagédo (16,37) quando
comparadas ao controle (11,84).
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Figura 2. Resultado do teste T de Wilcoxon, na comparagdo de médias de a) percentual de Germinagdo (G%),
b) Indice de velocidade de Germinagdo (IVG), ¢) Incidéncia percentual de Aspergillus flavus, d) Incidéncia
percentual de Diaporthe sp., e) Incidéncia Percentual de Fusarium oxysporum e f) Incidéncia percentual de
Colletotrichum trucatum, em sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), biocondicionadas com
microrganismos eficazes (EM) e sementes controle (CT).

Observou-se a incidéncia de Aspergillus flavus (8,7%); Fusarium oxysporum (0,8%), Colletotrichum
trucatum (3,4%), pelo método “blotter teste” em sementes inoculadas com EM. Diante da auséncia de Diaporthe sp.,
inferimos que houve eficacia quanto ao uso de EM para promover a inibicdo do desenvolvimento deste patdgeno nas
sementes (Figura 2 e 3).

'
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a) Aspergillus flavus b) Diaporthe sp c) Colletotrichum truncatum d) Fusarium oxysporum
Figura 3. Sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), inoculadas com microrganismos eficazes
avaliadas pelo método “blotter teste”. a) Aspergillus flavus, b) Diaporthe sp. ¢) Colletotrichum trucatum e d)
Fusarium oxysporum, observados apos 7 dias de incubagdo a 25° C. Quirinopolis, GO. 15 de fevereiro de 2022.
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Observou-se a incidéncia de Aspergillus flavus (2,4%) (Figura 3A), Diaporthe sp. (11%)(Figura 3B),
Fusarium oxysporum (1,3%) (Figura 3D) e Colletotrichum trucatum (5,6%) (Figura 3C), nas sementes controles.
No entanto, ndo se verificou efeito do EM na inibig8o da incidéncia de Aspergillus flavus (W=10,5, P=0,27)
(Figura 3A) e Fusarium oxysporum (W=2,5. P=1) (Figura 3D) e Colletotrichum trucatum (W=4, P=1) (Figura 3C)
pelo teste de t de Wilcoxon.

Ao avaliar-se os parametros de qualidade sanitaria de sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp),
obtidos pelo teste de sanidade de sementes considerando a presenca de microrganismos, de acordo com Athayde
et al. (2020) as sementes foram classificadas com padrao de incidéncia bom. Durante a realizagdo desse estudo o
género Aspergillus sp. foi observado com menor incidéncia, explicando a classificacdo boa. Além disso a aplicacdo
dos microrganismos eficazes nas sementes conseguiu inibir a incidéncia de Diaporthe sp.

DISCUSSAO

A presenca dos arranjos do tipo cocos, corroboram com Bonfim et al. (2011), sobre a presenga ¢ o papel
desempenhado por bactéria Pediococcus sp no EM, como produtoras de 4cido latico sobre o controle de
microrganismos nocivos. Enquanto a predominancia de leveduras também ¢ esperada, ja que apds a fermentagao
¢ possivel verificar ndo apenas teor alcodlico como também odor adocicado e agradavel ao final da fermentagao.
O teor de umidade obtido de 7,1% foi semelhante aos valores obtidos por Barros et al. (2021) que ao avaliarem a
qualidade de sementes de feijdo-caupi produzidas em Paragominas, Para, observaram umidade variando de 7,5 a
8,6%. Importante ressaltar que os teores de umidade entre 9% e 13% sdo o ideal para um armazenamento seguro
dos graos, pois valores acima de 13% induzem um aumento na taxa respiratdria da semente e proporcionam
condicdes favoraveis para o desenvolvimento de fungos (PESKE et al., 2019). Considerando este resultado, o teor
de umidade ndo ¢, portanto, um fator que influenciou nos resultados de potencial fisioldgico e sanitario neste
estudo.

As garrafas PET sdo comumente apontadas como uma alternativa eficaz para o armazenamento de sementes,
uma vez em que elas retardam o processo de deterioracdo dos grios e apresentam menores custos ¢ perdas
(RODRIGUES et al., 2018). Dessa forma, podemos supor que o uso de recipientes herméticos associado ao teor
de umidade e a temperatura adequada no local de estocagem, promoveram uma maior longevidade dos grios, ¢
quando adequadamente condicionadas ocasionam em um bom percentual de germinacdo (RODRIGUES et al,
2018).

Os maiores valores de percentual de germinagao e IVG, nas sementes biocondicionadas se da principalmente
pelo fato de que os microrganismos que compdem o EM podem estar relacionados a sintese de fito-hormonios
como giberelinas, auxinas, citocinas, acido indolacético e 4cido abcisico, ou até mesmo pela liberagdo de enzimas
que tem efeito na degradacdo do tegumento da semente, reduzindo assim a resisténcia fisica a germinagdo
(MOURA et al. 2020; ARAUJO et al., 2022). Ademais, os Microrganismos Eficazes podem também realizar a
disponibilizagdo de substancias soluveis (aminoacidos e agucares) por meio da degradagdo da matéria organica,
que podem ser absorvidas na fase de plantulas, promovendo assim o seu crescimento (MOWA & MAASS, 2012).
Diversos autores avaliaram os efeitos do uso de EM na promogio da germinagdo de sementes. Pulgas et al. (2013)
verificaram que a aplicagdo de EM nas sementes de abobrinha proporcionaram alteragdo no pH do solo,
promovendo uma maior emergéncia de plantulas e crescimento mais acentuado. O mesmo foi apresentado por
Porto et al. (2020) que avaliando a eficiéncia da aplicagdo de EM e Azospirillum brasilense no crescimento e
produtividade do milho, verificaram que a aplicagdo do EM influenciou na matéria fresca e seca do sistema
radicular, comprimento da raiz e altura da planta, promovendo um efeito positivo sobre o crescimento inicial do
milho.

Na agricultura familiar € comum que o armazenamento das sementes, seja feito em garrafas PET por um
periodo de até 2 anos. Contudo esse armazenamento prolongado, favorece a proliferacdo de fungos, podendo
acarretar perdas superiores a 28% dos graos armazenados (RODRIGUES et al., 2018). Segundo Carvalho, (2016),
o armazenamento por periodos mais longos, ¢ um dos principais fatores que ocasiona a perda da qualidade das
sementes. Vale destacar, que o feijdo-caupi e uma cultura atacada por varias doengas fingicas que podem causar
danos diretos a produgdo, assim como afetar a qualidade das sementes produzidas, sendo, portanto, as sementes
veiculadoras para a disseminagao e manutengdo dessas doengas, seja na reintrodugdo na mesma ou em novas areas
de cultivo (ATHAYDE et al., 2020). Portanto, além dos cuidados com o armazenamento, obten¢do de sementes de
qualidade e o cultivo em 4reas sanitizadas, o uso dos microrganismos eficazes surge como alternativa sustentavel
para o controle de doengas.

Em estudos cientificos a contaminacao por fungos de armazenamento tem apontado as sementes de feijao
como fonte da cominagdo comum, bem como, foi observado nesse estudo. Santos et al. (2021), ao avaliar a
qualidade fitossanitaria e germinativa de sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) biocondicionadas
com microrganismos eficazes, verificaram a presenca de Aspergillus sp. com porcentagem de incidéncia de 22%
nas sementes biocondicionadas com EM e de 36% nas sementes controle, e sua presenga foi confirmada no EM,
durante analise microscopica, justificando assim a nfo inibigdo. Ja, Talamini et al. (2010) que ao avaliarem a
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qualidade fisiologica e sanitaria das sementes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) produzido por agricultores
familiares, observaram Fusarium sp. com percentual de incidéncia variando de 0,5 a 15% em oito dos lotes de
sementes analisadas. Foi averiguado também a presenca de Rhizopus sp. com porcentagem variando de 3 a 15,5%
em dez lotes de sementes analisados.

De acordo com Athayde et al. (2020), em se tratando de parametros de qualidade sanitaria de sementes de
feijdo-caupi em testes de sanidade de sementes, considerando a presenga de microrganismos. Pela analise dos
resultados obtidos, para Aspergillus sp. e Fusarium sp. percebe-se uma baixa incidéncia tanto para sementes que
receberam o biocondicionamento com o EM, quanto para o controle, o fitopatdégeno Aspergillus sp. tem sido
apontado com maior frequéncia como o principal responsavel por perdas acima de 30% em graos armazenados. O
género Fusarium sp. € um dos principais patogenos do feijoeiro, e sua incidéncia em quantidades consideraveis €
de importancia econdmica por ser um dos principais patdogenos capazes de promover infestagdes durante o
desenvolvimento, colheita e armazenamento (TALAMINI et al., 2010, DOURADO, 2018). J& o género
Chaetomium sp. ¢ um dos patdgenos contaminantes mais encontrandos em sementes de feijao-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp). Contudo de acordo com Athayde et al. (2020) esse ¢ um patégeno inofensivo que de modo
geral ndo representa problemas aos graos.

CONCLUSAO

A aplica¢io do EM com dosae de 1,2 mL g*!, reduziu a incidéncia de fungos de armazenamento (com exce¢io
de Aspergillus flavus), conseguindo inibir a incidéncia de Diaporthe sp. nas sementes biocondicionadas, além de
proporcionar um aumento de 66% na taxa de germinac¢do e maior indice de velocidade de germinagao.
Ademais, o lote das sementes de feijdo-caupi, armazenadas em garrafas PET, apresentou padrdo de qualidade
fitossanitaria considerado bom.

Deste modo, o uso dos EM ¢ uma alternativa promissora para melhoria da produtividade em feijdo-caupi,
uma vez que atuam como promotores do crescimento vegetal, podendo também serem utilizados como fiungicidas
naturais, proporcionando em uma atividade agricola sustentavel e de baixo custo.
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