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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desempenho de feijao-caupi (Vigna unguiculata)
na producao de massa seca e fixacao de nitrogénio
(N), utilizando-se da coinoculag@o das sementes
com Bradyrhizobium sp. (SEMIA 6462) e Bacillus
subtilis (prbs-1). O experimento foi conduzido em
um Argissolo Vermelho Amarelo distroférrico,
durante o periodo de abril a junho de 2009,
em Presidente Prudente, SP. Foram estudados
4 tratamentos sob o delineamento experimental
de blocos casualizados (T1- Feijao-caupi
sem inoculacdo; T2- Feijdo-caupi inoculado
com Bradyrhizobium sp.; T3 Feijdo-caupi
inoculado com B. subtilis; T4- Feijao-caupi com
Bradyrhizobium sp. e coinoculado com B. subtilis).
A cultivar de feijao-caupi utilizada foi a BRS
Guariba. Avaliou-se a nodulag@o, massa seca da
parte aérea e aciimulo de N total em duas épocas
(40 e 55 dias apds a semeadura). A inoculacio
do feijao-caupi com a estirpe de Bradyrhizobium,
recomendada comercialmente, aumentou a
nodulagdo na planta. A simples inocula¢do do
feijdo-caupi com B. subtilis proporcionou o
maior crescimento da planta, a fixacdo de N e ndo
afetou a nodulag@o. Entretanto, na coinoculagio
ndo ocorreram ganhos nas varidveis avaliadas.
No tratamento, em que se inoculou B. subtilis
nas sementes de feijao-caupi, foram produzidos
cinco megagramas de massa seca por hectare
com actimulo 209 kg de N em 55 dias de cultivo.
O feijao-caupi apresentou-se como de grande
potencial para uso na adubag@o verde em periodos
curtos de cultivo.

PALAVRAS-CHAVE: Vigna unguiculata, fixagao
bioldgica de nitrogénio, nodulagao.

ABSTRACT: The purpose of this research was
to evaluate the performance of cowpea
(Vigna unguiculata) as green manure and
also the viability of co-inoculation of seeds
with Bradyrhizobium sp. (SEMIA 6462) and
Bacillus subtilis (PRBS-1). The experiment was
carried out in Argisoil from April to June 2008
in Presidente Prudente, State of Sao Paulo.
Four treatments were evaluated in randomized
blocks design (T1- Cowpea control; T2- cowpea
inoculated with Bradyrhizobium sp; T3- Cowpea
inoculated with B. subtilis; T4- Cowpea inoculated
with Bradyrhizobium sp and co-inoculated
with B. subtilis. BRS Guariba cowpea cultivar
was utilized. Nodulation, biomass and total N
accumulation were evaluated at two time periods
(40 and 55 days after sowing). The inoculation
with the strain of Bradyrhizobium commercially
recommended increased nodulation in plants.
A simple inoculation of cowpea with B. subtilis
provided the greatest plant growth and N fixation
and did not affect nodulation. However, the
co-inoculation did not affect the parameters
assessed. In the treatment where B. subtilis was
inoculated in cowpea, 5.0 Mg of dry matter per
hectare was produced with accumulation of
209 kg/N at 55 days of sowing. Cowpea presented
good potential for use in green manure for short
cultivation periods.

KEYWORDS: Vigna unguiculata, nitrogen fixation,
nodulation.
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Introducao

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também
conhecido como feijao-de-corda ou feijdo-macassar, tem
grande importancia socioecondmica no Brasil, onde se
constitui em componente da dieta alimentar (FREIRE FILHO;
LIMA; RIBEIRO, 2005). A leguminosa apresenta alta
tolerancia aos estresses hidricos, térmicos e salinos, sendo
capaz de se beneficiar grandemente da fixa¢do bioldgica de
nitrogénio (FBN) (MARTINS; NEVES; RUMJANEK, 1997).
Além disso, o feijdo-caupi tem o potencial de uso como
adubo verde para incorporacdo de nitrogénio em cultivos
orgdnicos (CASTRO et al., 2004). O uso de leguminosas
como plantas de cobertura ou adubacio verde revela-se como
estratégia promissora para aumento de sustentabilidade em
agroecossistemas. Os beneficios relacionados a esta prética
podem ser relacionados ao aporte de massa seca as dreas
cultivadas, FBN, protecdo do solo contra erosdes e controle
de plantas espontaneas (GUERRA et al., 2007). Uma das
limitagdes ao uso da adubacdo verde na rotacdo de culturas
estd relacionada ao periodo e tempo do cultivo, para que nao
causem prejuizo a cultura comercial. Nesse sentido, o feijao-
caupi tem grande vantagem por ser uma espécie de ciclo curto
(FREIRE FILHO; LIMA; RIBEIRO, 2005).

A inoculagdo de estirpes de Bradyrhizobium spp., em
sementes de feijao-caupi, recomendadas comercialmente, ndo
consegue produzir beneficios significativos no rendimento
da planta devido a competicdo com as estirpes nativas do
solo (GUALTER et al., 2008). Por isso, € importante o
desenvolvimento de novas estratégias que visam melhorar o
desempenho da leguminosa durante a simbiose com o rizébio.
Uma estratégia promissora tem sido baseada na coinoculagio
de sementes com bactérias promotoras de crescimento, como
forma de melhorar o desempenho da leguminosa hospedeira
(ARAUJ O; HUNGRIA, 1999). Utilizando essa estratégia, foi
demonstrado que a associa¢do do Bradyrhizobium spp. com
rizobactérias proporcionou ganhos de nutri¢cao em feijao-caupi
(SILVA; SILVA; FIGUEIREDO, 2006).

A rizobactéria Bacillus subtilis promove controle biol6gico
de doencas no solo, indugdo de resisténcia a doencas da
parte aérea, promog¢do de crescimento de plantas, além de
incrementar a nodulagao em leguminosas quando coinoculada
com o rizébio (ARAUJO, 2008a). A utilizagdo dessa espécie
bacteriana em cultivos agricolas pode trazer ganhos adicionais
ao desenvolvimento das plantas, os quais precisam ser avaliados
para sustentar futuras adogdes de novas praticas agricolas.

Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo avaliar a
producdo de massa seca e a fixa¢do de N em feijdo-caupi em
funcdo da coinoculagido de sementes com Bradyrhizobium e
Bacillus subtilis.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no municipio de Presidente
Prudente, SP, durante os meses de abril a junho de 2009,
utilizando-se a cultivar de feijdo-caupi BRS, Guariba.
Esta cultivar tem ciclo de aproximadamente 65 a 70 dias
(FREIRE FILHO; LIMA; RIBEIRO, 2005), sendo importante

para utilizagdo como adubo verde. O preparo do solo foi
realizado por meio uma arag@o e duas gradagens niveladoras.
O solo utilizado foi classificado como Argissolo Vermelho
Amarelo Distroférrico (EMBRAPA, 1999), sendo que a amostra
foi submetida a andlise quimica (VAN RAIJ et al., 2001) antes
da instalacdo do experimento, apresentando os seguintes
atributos: pH(CaCl,) - 6,6; matéria orgénica - 41,0 g kg™';
P - 135 mg dm™; K - 6,6 mmol_dm™; Ca - 88 mmol dm™;
Mg - 21 mmol, dm™; CTC=135,0 mmol_  dm™; e saturagio
de bases de 94%. O modelo de delineamento experimental
utilizado foi de blocos ao acaso com 4 tratamentos e
5 repeti¢des. Cada parcela foi formada por 6 fileiras de
4 m de comprimento, espacadas por 45 cm. A densidade de
semeadura utilizada foi de 15 sementes por metro linear. O
experimento foi dividido em 4 tratamentos distribuidos em
20 parcelas com 4 m de comprimento com 6 linhas espagadas
de 45 cm, sendo utilizadas 15 sementes por metro linear.
Foram conduzidos os seguintes tratamentos: Tratamento
1- Feijdo-caupi sem inoculac¢do; Tratamento 2- Feijao-caupi
inoculado com Bradyrhizobium sp. (Semia 6462); Tratamento
3- Feijdo-caupi inoculado com Bacillus subtilis (PRBS-1); e
Tratamento 4- Feijao-caupi inoculado com Bradyrhizobium sp.
(Semia 6462) e coinoculado com Bacillus subtilis (PRBS-1).

Nos tratamentos com inoculacdo das sementes com
Bradyrhizobium sp.(Semia 6462), utilizou-se inoculante
turfoso comercial recomendado para o feijao-caupi fornecido
pela TURFAL, Curitiba, PR. O inoculante apresentava a
concentrac¢do de 1,0.10° células g'. Para a inoculagdo, as
sementes foram inicialmente submetidas ao tratamento
com solug@o adesiva aquosa a base de acucar cristal (10%
de acgucar), na propor¢do de 1 mL da solugdo para 1,0 kg
de sementes. Depois desse procedimento, foi realizada
a inoculagdo das sementes com Bradyrhizobium sp. na
propor¢do de 100 g do inoculante para 15 kg de sementes.
Posteriormente, foi realizada a inoculagdo das sementes com
Bacillus subtilis. Para isso, a estirpe PRBS-1 (ARAUJO;
HENNING; HUNGRIA, 2005) foi multiplicada durante 7 dias
em 100 mL de caldo nutriente. Decorrido esse periodo, o meio
de cultura foi centrifugado e o precipitado, contendo as células
de B. subtilis, foi misturado a 500 g de torta de soja (textura
fina, <210 mm) e secado durante 48 horas em estufa a 60 °C.
O produto final apresentava a concentracdo de 1,0 10° células
¢! de B. subtilis. O produto foi entdo misturado as sementes,
utilizando-se a propor¢ao de 500 g do produto para 50 kg de
semente. A inoculacdo das sementes e a semeadura foram
realizadas no mesmo dia.

Aos 40 e aos 55 dias (inicio da formacdo de vagens e
enchimento dos graos) apdés a semeadura, foram coletadas
10 plantas ao acaso, na area util de cada parcela, para
avaliacdo de nodulacdo. As plantas foram coletadas com as
raizes retiradas com profundidade de até 40 cm, com o devido
cuidado para evitar perda de nédulos; ap6s lavagem das raizes
e separacdo dos nddulos, estes foram contados e secados em
estufa com circulacio de ar for¢ada a temperatura de 65 °C a
70 °C, até massa constante, e, em seguida, pesados. Na drea
util de cada parcela, também foi demarcado previamente
1 m?, onde se fez a coleta das plantas para avaliacdo da massa
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seca produzida por m?. As plantas foram cortadas rentes ao
solo e colocadas para secar em estufa de circula¢do forcada
de ar de 65 °C a 70 °C, até massa constante, em seguida,
pesadas e, posteriormente, moidas para determinagdo do
teor de N foliar, pelo método N-Kjeldhal (MALAVOLTA;
VITTI; OLIVEIRA, 1997). O N acumulado na parte aérea foi
calculado, multiplicando-se a massa seca das plantas pelos seus
respectivos teores de N. Os valores obtidos de massa seca e N
acumulados foram transformados para megagrama por hectare
(Mg ha™). Os dados de temperatura média e precipitacgéo didria,
durante o periodo de condug¢ao do experimento foram obtidos
na estacdo meteoroldgica instalada a aproximadamente 500 m
do experimento.

Para efeito de analise estatistica, os dados foram submetidos
a andlise de variancia, utilizando-se o teste de Tukey a 5% para
comparacdo das médias dos tratamentos.

Resultados e Discussao

A temperatura média didria oscilou entre 15 °C e 25 °C,
durante a condug¢ao do experimento, e o acumulado de chuvas
durante o experimento foi de 178 mm, distribuidos em periodos
distintos (Figura 1). Os perfis de temperatura e precipitacio
encontrados, durante o periodo do experimento, sao tipicos do
outono na regido Sudeste.

De acordo com as Figuras 2 e 3, observa-se que apenas
aos 55 dias apds a semeadura (DAS), ocorreram diferencas
significativas pelo teste F (P < 0,05) na nodulagdo. As
sementes inoculadas apenas com o rizébio apresentaram
melhor desempenho nesse quesito, apesar de que a inoculacao
apenas com B. subtilis proporcionou também aumento da
massa seca de nédulos aos 55 DAS, em comparag¢do com a

testemunha. A nodulacdo encontrada na testemunha revela
que, no local do experimento, existe comunidade estabelecida
de Bradyrhizobium spp., a qual desenvolveu simbiose com
o feijdo-caupi, apesar de ndo haver histérico de cultivos
recentes da leguminosa no local. Ha relatos da associacio
do feijao-caupi com pelo menos seis espécies conhecidas de
rizébio, além de outras espécies ndo identificadas (ZILLI et al.,
2006). Isso reforga a tese de que o feijao-caupi ndo apresenta
especificidade dentro da relagdo simbidtica, ou seja, a planta
pode desenvolver simbiose e formar nédulos com vdrias
espécies de rizébio encontradas no solo. Essa auséncia
de especificidade hospedeira justifica os vérios relatos
encontrados de insucessos de inoculagao de caupi, em diversos
locais, nos quais € constatado que a testemunha apresenta
desempenho de nodulagido semelhante aos tratamentos
inoculados (GUALTER et al., 2008; SILVA et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2008).

A coinoculacdo do rizébio com B. subtilis ndo conseguiu
incrementar, significativamente, a nodulacio no feijao-caupi
(Figura 2), diferentemente do que foi relatado por Aradjo et al.
(2010), com aumento da nodulagdo e fixacdo de N, quando
se fez a coinoculagdo de ambas as espécies microbianas em
condicdes de casa de vegetacao.

Na avaliag@o de producdo de massa seca da parte aérea de
feijdo-caupi, efetuada aos 40 e 55 dias ap6s a semeadura, foi
observado que o tratamento que recebeu a inoculacdo com
B. subtilis promoveu crescimento significativo (P > 0,05) da
planta na avaliacdo aos 55 dias (Tabela 1). Esse resultado
demonstra que a inoculagdo de sementes, apenas com
Bacillus subtilis, promoveu maior crescimento da planta,
confirmando os resultados encontrados por Aradjo (2008b) em
soja, milho e algoddo. Em relacdo a producdo de massa seca
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Figura 1. Precipitagio pluviométrica (grifico em colunas) e temperatura média didria (grafico em linha), durante o periodo de condugio do experimento em

campo, Presidente Prudente, SP.
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Figura 2. Nodulacao em feijao-caupi aos 40 e 55 dias apds a semeadura em fun¢ao da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium sp. e Bacillus subtilis.
Colunas com mesma letra, dentro de cada periodo de avaliagdo, nio diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Massa seca de nédulos em feijao-caupi aos 40 e 55 dias ap6s a semeadura, em funco da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium sp. e Bacillus
subtilis. Colunas com mesma letra, dentro de cada periodo de avaliacdo, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

por hectare, o valor encontrado na testemunha foi semelhante  cultivo de leguminosas de inverno (trevo-branco e cornichio)
ao observado por Silva et al. (2005), que conduziu a cultura semeadas em maio, como fonte de N para a cultura do arroz,
do feijao-caupi durante 69 dias e encontrou a producdo de foi encontrada producio média de massa seca na parte aérea de
3,52 Mg ha™', com a finalidade de incorporagio no solo como 5,3 Mgha™ em ciclo médio de 150 dias (SCIVITTARO et al.,
adubagdo verde para o cultivo de milho. Em um trabalho com  2002). O tratamento em que se inoculou apenas B. subtilis
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Tabela 1. Producdo de massa seca da parte aérea em feijao-caupi aos
40 e 55 dias apds a semeadura (DAS), em funcdo da inoculacdo com
Bradyrhizobium sp. e Bacillus subtilis.

Massa seca (Mg ha™) vajor relativo

Tratamentos H0DAS 55 DAS (%)?
Testemunha 1,09 a' 3,28b 100
Bradyrhizobium 1,17 a 4,56 ab 139
B. subtilis 1,25a 5,00 a 152
Bradyrhizobium+B. subtilis 1,27 a 4,01 ab 122
C.V.(%) 14,8 10,3

"Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade; *Considerando 100% o valor da testemunha aos 55 DAS.

Tabela 2. Aciimulo de N em feijao-caupi aos 40 e 55 dias ap6s a semeadura
(DAS), em funcdo da inoculacdo com Bradyrhizobium spp. e Bacillus subtilis.

N acumulado (kg ha™) valor relativo

Tratamentos 10 DAS 55 DAS (%)
Testemunha 45,36 a' 13390 100
Bradyrhizobium 48,96 a 188,8 ab 141
B. subtilis 53,28 a 209,2 a 156
Bradyrhizobium+B. subtilis 50,8 a 159,6 ab 119
C.V.(%) 4,71 11,3

"Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade; *Considerando 100% o valor da testemunha aos 55 DAS.

na semente de feijao-caupi, produziu 5,0 Mg ha™' de massa
seca em 60 dias de cultivo. Morgado (2006) encontrou
rendimento médio de massa seca de 4,5 Mg ha™' no cultivo
de feijao-caupi, durante 72 dias, em 2 anos consecutivos no
semidrido nordestino. Com base nesses dados, o desempenho
do feijao-caupi inoculado com B. subtilis pode ser considerado
satisfatério e mostra o potencial de uso dessa técnica para
incremento na produg@o de adubo verde dessa cultura.

Em relacdo ao acumulo de N na parte aérea, nao houve
diferencas significativas entre a testemunha e a estirpe de
Bradyrhizobium sp. inoculada sozinha ou associada a B. subtilis
(Tabela 2). Entretanto, o tratamento, apenas com o B. subtilis,
apresentou desempenho significativo no quesito acimulo de
N na planta, quando comparado a testemunha aos 55 dias, o
que foi decorrente também da maior produ¢do de massa seca
na parte aérea nesse tratamento. Os resultados encontrados
indicam que a coinoculagdo de B. subtilis e Bradyrhizobium sp.
ndo incrementou a produgdo de massa seca e o consequente
actimulo de N na planta, mas B. subtilis inoculado sozinho
proporcionou aumento na massa de nédulos nas plantas
(Figura 3), sugerindo que esse tratamento contribuiu, de alguma
forma, para rizébios nativos fixarem mais N em simbiose
com o feijao-caupi. Salientando também que a inoculacdo de
apenas uma bactéria na semente proporciona maior potencial
do indculo, ou seja, maior quantidade de bactérias € adicionada
ao solo via semente.

O maior acimulo de N na parte aérea do feijdo-caupi,
proporcionado pela inoculagdo apenas com B. subtilis,
confirma potencial da rizobactéria para incrementar o
crescimento da planta e colaborar, de alguma maneira, para
fixagdo bioldgica de N por rizébios nativos, como também ja
foi apresentada a produc@o de amdnia por isolados de Bacillus,
que pode contribuir para maior acimulo de N nas plantas
(MARQUES et al., 2010). Além disso, os valores de acimulo
de N encontrados na maioria dos tratamentos aos 55 dias, ap6s
a semeadura, sdo superiores aos encontrados em trabalhos com
outras leguminosas tais como crotaldria (136 kg de N ha™)
e trevo persa (165,8 kg de N ha™'), em épocas de cultivo
semelhantes, com ciclos de 80 e 150 dias, respectivamente
(ALCANTARA et al., 2000; SCIVITTARO et al., 2002).
Ressaltando-se, também, que o tempo reduzido de cultivo do
feijao (55 dias) € extremamente importante para utilizag@o
desta planta na entressafra da cultura principal.

Conclusoes

e A inoculacdo do feijao-caupi, apenas com a estirpe de
Bradyrhizobium, aumenta a nodulacio da planta, enquanto
que Bacillus subtilis, inoculado sozinho, contribui
para maior produ¢do de massa seca e acimulo de N na
leguminosa.
O feijao-caupi apresenta potencial para uso como adubo
verde em curto periodo de cultivo.
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