SELECAO Dk CULTIVARES DE FEIJAO E ESTIRPES
DE RHIZOBIUM PARA NODULACAO PRECOCE
E SENESCENCIA TARDIA DOS NODULOS (1)
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RESUMO

A fixacdo bioldgica do nitrogénio em feijoeiro tem, como um dos principais fatores
limitantes, o ciclo curto da cultura, devendo-se entio procurar maximizar o periodo ativo
de fixacao. Tem-se observado, porém, um periodo inicial de deficiéncia de N, que ocorre
entre os 15 e os 22 dias apés a emergéncia do feijoeiro nodulado, bem como uma aceleracio
no processo de senescéncia dos ndédulos logo apds o floresciiaento. Por isso, procurou-se
identificar, em dois experimentos sob condicoes de casa de vegetacao, cultivares de feijao e
estirpes de Rhizobium que apresentassem nodulacgiao e fixacao do N2 precoce e senescéncia
tardia dos nédulos. Dentre 14 estirpes eficientes usadas, H-20, H-24, CNPAF 126, CNPAF
233 + 234, CIAT 899 e CFN 299 se destacaram por um maior periodo ativo de fixacao
quando comparadas com as demais estirpes, inclusive com as recomendadas nos inoculan-
tes comerciais, até entdo: SEMIA 487, COS Il e CNPAF 146. Entretanto, a comparacio com
plantas que receberam 10mg N.planta'l.dia'1 mostrou que as plantas inoculadas com essas
estirpes ainda estavam limitadas pelo N no inicio do ciclo vegetativo e no periodo médio de
enchimento dos graoes. A inoculacdo de vinte cultivares de feijao com uma mistura de cinco
estirpes eficientes de Rhizobium mostrou pequena variabilidade nos parametros de fixacao
do N2. Houve destaque para os cultivares Carioca e Negro Argel, que apresentaram maior
periodo de fixacdo, mas somente Preto Cariri, IAPAR 16 e Rio Piquiri ndo se mostraram
boas plantas hospedeiras. Os resultados indicam que existe um potencial para selecio de
cultivares de feijao e estirpes de Rhizobium que apresentem nodulacao precoce e
senescéncia tardia dos ndédulos.

Termos de indexacdo: fixacdo de N, senescéncia de nédulos, nodulagio precoce, Phaseolus
vulgaris.

SUMMARY: SELECTION OF BEAN CULTIVARS AND RHIZOBIUM STRAINS FOR
EARLY NODULATION AND LATE SENESCENCE OF NODULES

One of the main limitations for biological nitrogen fixation in common beans (Phaseolus
vulgaris L.) is the short growth cycle of most economically important cultivars. Therefore, it is
necessary (o maximize the active period of nitrogen fixation. However, an initial period of N

() Resumo apresentado no I Congresso e Feira Nacional de Biotecnologia, Rio de Janeiro, 4-8 de abril de 1988. Recebido para publicacéo e
aprovado em 7 de junho de 198%.

2) Engenheiro-Agronomo, bolsista do CNPg, Rio de Janeiro.
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stress is often observed in nodulated beans, between 15 and 22 days after emergence, as well as
an acceleration in the process of nodule senescence, soon after flowering. Consequently, in two
experiments performed under greenhouse conditions, an attempt was made lo identify bean cul-
tivars and Rhizobium strains showing early nodulation and nitrogen fixation, and late nodule
senescence. Among fourteen efficient strains used, some of them, H-20, H-24, CNPAF 126,
CNPAF 233 + 234, CIAT 899 and CFN 299 showed longer periods of nitrogen fixation, includ-
ing the strains recommended in commercial inoculants, SEMIA 487, CO5 II and CNPAF 146.
Howev:r. compared to the plants receiving 10mg N.plant'l.day'l, the plants inoculated with
these strains were still limited by N at the beginning of the growth cycle and at the mid-pod fill-
ing stage. The inoculation of twenty bean cultivars with a mixture of the efficient strains showed
small variability in the parameters related to nitrogen fixation. Cultivars Carioca and Negro
Abrgel presented a longer period of N fixation, and Preto Cariri, IAPAR 16 and Rio Piquiri were
poor hosts. The results obtained in these experiments indicated that there is a selection potential
for bean cultivars and Rhizobium strains for early nodulation and late senescence of nodules.

Index terms: nitrogen fixation, nodule senescence, early nodulation, Phaseolus vulganis.

INTRODUCAQ

As leguminosas produtoras de graos tém grande
importancia nos paises tropicais, representando a prin-
cipal fonte de proteina das populagdes de baixa renda,
além de seu valor econdmico, relacionado com as expor-
tagoes. Entre os fatores que contribuem para o in-
cremento da produtividade das leguminosas, 0 aumento
na disponibilidade de nitrogénio nos estadios criticos do
crescimento das plantas € um dos mais importantes. A
fixagdo do nitrogénio passa, entdo, a representar um
papel relevante, particularmente nos trépicos, pois per-
mite o desenvolvimento adequado das plantas, enquan-
to mantém os custos de produgdo baixos, além de
diminuir os problemas de polui¢o causados pelo uso in-
discriminado dos fertilizantes nitrogenados
(Débereiner, 1977, 1979).

O potencial para a obtengdo de produgdes
elevadas via fixagao biol6gica do nitrogénio existe para
a maioria das leguminosas. No caso do feijoeiro, porém,
os programas de sele¢do até recentemente conduzidos
ndo consideraram sua capacidade de fixar N2. Isso foi
provavelmente devido as suposigdes iniciais de que a
planta apresentaria baixa capacidade de fixagdo do N,
relacionada com o ciclo curto da cultura, sua sen-
sibilidade aos fatores ambientais (Burton, 1974) e pe-
quena percentagem de células infectadas nos n6dulos
(Vincent, 1974), o que causaria baixa atividade
especifica e queda abrupta da fixacdo apés o flores-
cimento (Westerman & Kolar, 1978, ¢ Franco et al,
1979).

A utilizagdc de cultivares e estirpes mais ade-
quadas, porém, tem moctrado que o feijoeiro nodulado
pode acumular N nos tecidos em quantidades com-
paréveis as das plantas recebendo N mineral (Hungria
et al., 1985b, e Dubois & Burris, 1986), indicando, por-
tanto, que os estudos devem concentrar-se nos fatores
limitantes 3 maximizagdo da fixagdo biologica de
nitrogénio.

Uma das principais limitacdes estd justamente no
ciclo curto da cultura, devendo-se prolongar o periodo
ativo de fixagdo do Nz. Deve-se procurar, pois, en-
contrar combinagbes simbidticas com nodulagdo e
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fixagao biol6gica precoces do N2. Isso porque tem sido
observado um periodo inicial de estresse de N, que
ocorre devido a falta de sincronizagdo entre o es-
gotamento das reservas de N dos cotilédones da planta
hospedeira e o inicio da fixagdo e exportacao do N2
fixado pelos nédulos (Sprent & Thomas, 1984, Hungria
& Thomas, 1987). Essa deficiéncia inicial de N pode
prejudicar o desenvolvimento das plantas, o que tem
levado & recomendagio de uma dose de arranque de
fertilizante nitrogenado (Rigaud, 1981), mas que pode
prejudicar seriamente a nodulagao e fixagdo do N, par-
ticularmente no caso do feijoeiro nodulado, que € con-
siderado como extremamente sensivel ao N mineral
(Cartwright, 1967, Hungria et al., 1985a, ¢ Hungria &
Thomas, 1987).

A senescéncia precoce dos nédulos € outro fator
importante que restringe a otimizagdo do processo de
fixagio do N2 no feijoeiro. Nessa cultura foi observado,
sob condigdes de campo, que logo apés o florescimento
ocorre uma queda na atividade da nitrogenase (Franco
et al, 1979, CNPAF, 1984). Os fatores ambientais,
como temperatura ¢ umidade exercem um papel muito
importante na senescéncia dos nédulos (Sutton, 1983),
mas também j4 foi detectada grande variabilidade entre
cultivares de feijdo e estirpes de Rhizobium no grau de
senescéncia dos n6édulos apés o florescimento (Hungria
& Franco, 1988).

Este trabalho teve como objetivo avaliar cultivares
de feijao e estirpes de Rhizobium que apresentassem
nodulagdo precoce e senescéncia tardia dos nédulos. Os
cultivares usados foram escolhidos entre material
genético proveniente de programas de selegdo para
fixagio do Na. As estirpes de Rhizobium foram as que
se haviam destacado em trés experimentos anteriores
(Barradas & Hungria(s) ¢ Boddey & Hungria(é).

() BARRADAS, C.A.A. & HUNGRIA, M. Selegiio de estirpes de
Rhizobium para o feijoeiro. I - Precocidade para nodulagdo e
fixa¢do do nitrogénio. Turrialba, Costa Rica (in press, 1988).

(® BODDEY, LH. & HUNGRIA, M. Selegio de estirpes de
Rhizobium para o feijoeiro. II - Scnescéncia tardia dos nédulos.
Turrialba, Costa Rica, (in press, 1988).
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MATERIAL E METODOS

Em dois experimentos em casa de vegetagdo, na
EMBRAPA-UAPNPBS, km 47, Rio de Janeiro, de
agosto a dezembro de 1987, utilizaram-se catorze estir-
pes, selecionadas entre as que haviam obtido, em ex-
perimentos anteriores, melhor desempenho em relagao
a nodulagio precoce e senescéicia tardia dos nédulos:

ESTIRPES DE
Rhizobium leguminosarum '~ PROCEDENCIA
Biovar phaseoli
H-20 EMBRAPA/CPAC, Brasilia
H-24 EMBRAPA/CPAC, Brasilia
H41 EMBRAPA/CPAC, Brasilia
H-20+ H41 EMBRAPA/CPAC, Brasilia
CNPAF 109 EMBRAPA/CNPAF, Goiania
CNPAF 119 EMBRAPA/CNPAF, Goidnia
CNPAF 126 EMBRAPA/CNPAF, Goiinia
CNPAF 146 EMBRAPA/CNPAF, Goidnia
CNPAF 233 EMBRAPA/CNPAF, Goidnia
CNPAF 233 + CNPAF 234 EMBRAPA/CNPAF, Goidnia
CNPAF 512 EMBRAPA/CNPAF, Goiinia
SEMIA 487 IPAGRO, Porto Alegre
COS5 (ID) CENA, Piracicaba
CIAT 899 CIAT, Coldmbia
CFN 299 (= UMR 1026) CIAT, Colombia
W mineral * (10mg N.planta™ .dia™)

No segundo experimento, utilizaram-se vinte cul-
tivarcs de Phaseolus vulgaris L., proveniente de diversos
programas de selegdo de cultivares para a fixagdo do N2
(Quadro 1).

Os cultivares foram inoculados com uma mistura
de cinco estirpes (H-20, CIAT 899, CNPAF 119,
CNPAF 126 ¢ SEMIA 487) crescidas em meio YMA
liquido sem 4gar (Vincent, 1970) por quatro dias a
28°C, com agitagdo. As sementes de feijao foram desin-
fetadas com HgCl 0,2% (Vincent, 1970). O HgCl, foi
utilizado nessa concentragdo para possibilitar uma
redugdo do tempo em que as sementes ficaram em con-
tato com o agente desinfetante, Colocou—st:f entdo, 1ml
de inoculante (com cerca de 10® células.ml™?) para cada
quinze sementes, empregando-se vasos de Leonard
esterilizados (Vincent, 1970). Apds contato com o in-
oculante por uma hora, colocaram-se cinco sementes
por vaso, cobrindo-as, em seguida, com uma camada de
areia esterilizada de 3cm aproximadamente. Cinco dias
ap6s a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando-se
duas plantas por vaso. Semanalmente, foi fornecida as
plantas solugdo nutritiva isenta de N, contendo:
NaH2PO4 (0,725mM), KH2PO4 (0,725mM),
MgS04.7H20 (3,1mM), CaS04.2H20 (2,9mM), K2SO4
(1,5 mM), MnSO44H;0 (1ImM), CuSOs 5H20 (0,1
pM), ZnS0Q4.7H20 (0,1 uM), H3BO3 (5,0 pM), NaCl
(10,0 pM), NaMoO4.2H20 (0,5 uM), CoSO4.6H20
(0,02 uM) e FEEDTA (5.0 uM), pH 6,0-6,2.

Quadro 1. Cultivares de feijio Phaseolus vulgaris L., prcvenientes de
diversos programas de sele¢do de cultivares para a fixacdo do N,

Peso de cem Nitrogénio

Cultivares Origem
sementes na semente
. g %

22-14 20,10 3,75 Ica Pijao x Puebla 152

22-24 19,52 3,16 F1 retrocruzada duas
vezes para o Ica Pijao
e autofecundada trés
vezes

Preto Cariri 18,41 2,99 Raga crioula do Nor-
deste de Honduras

SNC 480 26,19 2,99 Raga crioula > Nor-
deste de Honduras

Puebla 152 27,83 2,88 Raga crioula do México

Ica Pijao 20,27 3,32 Inst. Colombiano de
Agronomia

1896 20,04 2,92 Honduras

IAPAR 16 2943 3,24 Carioca x Great Nort
Nebrasca, Selegio 27

CPP, 48 26,35 4,01

Rio Piquiri 23,12 3,09 Aruana (IAC-SP) x
Cornell 49242 (EUA,
linhagem resistente a
antracnose. Desc. X
retroc.)

Col 513 21,40 342

Carioca 21,27 3,00 Selegdo do IAC, SP

Carioca 80 21,38 3,09 Carioca x Cornell 242

Negro Argel 2334 331 Raga crioula do Chile

Xodo 21,38 2,78 PESAGRO, RJ

No primeiro experimento, o delineamento ex-
perimental usado foi o de blocos ao acaso, com trés
repeticoes e trés coletas, respectivamente, aos 17 (inicio
da fixagdo), aos 38 (florescimento pleno) ¢ aos 52 dias
apbs a emergéncia (periodo médio de enchimento dos
grios). No segundo, o mesmo delineamento, com trés
repeti¢des e duas coletas, aos 17 € aos 45 dias apés a
emergéncia (inicio de enchimento dos graos).

Em cada coleta, cortou-se a parte aérea na altura
do né cotiledonar € uma raiz de cada vaso foi
empregada para determinar a atividade da nitrogenase
e, a outra, para determinar a evolugio do Hz pelos
nédulos.

Avaliou-se a atividade da nitrogenase em raizes
noduladas destacadas, pelo método de reducio de
acetileno. Colocaram-se as raizes em frascos de 270ml,
fechando-se hermeticamente e incubando-se por quatro
minutos com 15% de acetileno (Hungria & Neves,
1986a). Analisaram-se as amostras num cromatbgrafo
Perkin Elmer F11 com detector de ionizagio de chama,
usando-se uma coluna de ago inoxiddvel com 0,32cm
(didmetro interno) por 50cm de comprimento contendo
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Poropak N (80-100 mesh) e operada a 40°C, com N2
como gés carregador a um fluxo de 40ml/minuto.

Determinou-se a evolugdo do Hz em raizes des-
tacadas (Schubert & Evans, 1976), incubando-as por
quinze minutos em frascos de 70ml (inicio da fixagao)
ou 270ml (periodo final da fixa¢ao), sob atmosfera nor-
mal. Avaliou-se o Hz produzido mediante um detector
de condutividade térmica. Analisaram-se as leituras em
cromatégrafo Varian modelo 1420, usando uma coluna
de ago inoxidavel com 0,32cm de didmetro externo por
100cm de comprimento, contendo peneira molecular 5
A° (80-100 mesh), a 40°C, usando-se o argbnico como
gas de arraste a um fluxo de 25ml.min’’,

A eficiéncia relativa (ER) dos elétrons destinados
a nitrogenase foi calculada pela equagao de Schubert &
Evans (1976)

3 _H; evoluido (ar)

= C2H3 reduzido

Apb6s essas determinagdes, as raizes foram 1 las
e secas em papel absorvente, € os nédulos destacaacs,
cortados para exame da coloragdo interna e clas-
sificados, de acordo com a coloragao e textura, num * 3
seguintes grupos: nodulos réseos ativos, nédulos em
inicio de senescéncia e nédulos completamente senes-
cidos.

Colocaram-se as folhas, caules, raizes, vagens e
nédulos para secar em estufa a 60-70°C até atingirem
peso constante, determinando-se, entdo, o peso seco. O
N total dos tecidos foi determinado segundo Boddey et
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al. (1987), e as médias dos tratamentos, comparadas,
pelo teste de Duncan a 5%.

RESULTADOS

Os resultados do primeiro experimento relativos a
nodulagio do feijoeiro inoculado com diferentes estir-
pes podem ser vistos no quadro 2. De modo geral todas
as estirpes proporcionaram boa nodulagdo inicial,
apresentando acima de 50mg de nddulos por planta
aos 17 dias apé a emergérria. As estirpes CNPAF 109,
CNPAF 146, SEMIA 4:. e CFN 299 tiveram uma
nodulagdo um pouco inferior, mas somente a CO5 II
apresentou uma nodulagio inicial fraca. Nessa primeira
coleta algumas estirpes se destacaram pelas taxas de
reducdo do acetileno bastante elevadas: H-20, H-24 ¢
CIAT 899. Taxas baixas de reducao de acetileno ocor-
reram nas plantas inoculadas com a COS5 II, SEMIA
487, CNPAF 126, CNPF 146, CNPAF 233 e¢ CFN 299
(Quadro 3). A CNPAF 233 ¢ a CNPAF 126 porém,
apresentaram boa nodulagio (Quadro 2) e acumularam
teores elevados de N total na parte aérea até os 17 dias
ap6s a emergéncia (Figura 1).

A eficiéncia relativa da nitrogenase (ER) foi bas-
tante elevada para a maioria das estirpes nessa primeira
coleta. Os valores obtidos, maiores do que 0,75, indicam
a acgdo da hidrogenase, com excegao da CFN 299, onde
a eficiéncia relativa foi de 0,71 (Quadro 3).

O 17 total das raizes variou pouco aos 17 dias apos
a emergéncia: de 2,12mg N.planta’ (CNPAF 146) a

Quadro 2. Pesosecoe N total dosnddulos de feijic. cv. Negro Argel, inoculado com quinze estirpes de Rhizo bium. Médias de trés repetigbes( 1)

17 DAE(?) 38 DAE 52 DAE
Estirpes de s .
Rhizobium Peso N Peso N Peso N
seco total seco total seco total
== mg planta_1
H-20 5%a-d 348a 476ab 25,08ab 353b-c 19,87a<
H-24 65ab 3,55a 308ab 16,22a< 464ac 25,79a<
H41 €lac 2,63a-d 468ab 18,76a< 704a 2141a<c
H-20 + H41 55a-d 2,76a-d 476ab 21,16a< 587a<c 24 95a<
CNPAF 109 37c-e 1,56c¢ 418ab 22,00ac 606ab 27,02a<
CNPAF 119 72a 3,58a 315ab 15,002 457a< 21,03a<
CNPAF 126 57a-d 3,06ab 332ab 18,00a< 622ab 33,26a
CNPAF 146 32de 1,68b-e 286b 13,62bc 260c 13,70bc
CNPAF 233 62ac 3,27a 371ab 16,58ac 470a< 24 60a<
CNPAF 233 + 234 56a-d 2,90a< 587a 28,942 496ac 26,23a<
CNPAF 512 57ad 2,87ac 340ab 16,53a<c 434a< 1944a<
SEMIA 487 43b-e 248a-d 240b 9,26¢ 471a< 17,30a<
COS5 (1) 18e 0,96¢ 225b 9,26¢ 257c 9,82c
CIAT 899 S52a-d _2,15a,~c 352ab 19,702 291be 16,61la<
CFN 299 (= UMR 1026) 35c-e 1,37de 344ab 22,242 463a< 29,85ab

(1) Valores seguidos pela mesma letra dentro de cada coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan ao nfvel de 5%.

(2) DAE: dias apds a emergéncia.
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344mg N.planta! (CIAT 899) e os maiores teores, de
4,0mg N.planta'l, foram obtidos pelas plantas que
receberam N mineral (Figura 1). Entretanto, diferengas
significativas indicaram que as estirpes mais eficientes
conseguiram, nessa fase inicial, acumular o dobro do N

|

Figura 1. N total acumulado, até os 17 dias apds a emergéncia, na parte aérea e nas raizes de feijdo, cv.
Negro Argel, inoculado com quinze espécies de Rhizobium ou recebendo 10mg N. planta '.dia L
Média de trés repeticdes. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

mg planta

N TOTAL ACUMULADO,

301

251

201

15

173

total na parte aérea (Figura 1). Apesar de algumas plan-
tas inoculadas ndo terem apresentado os sintomas
cléssicos de estresse de N, as que receberam N mineral
acumularam o dobro do N total em relagdo as plantas
inoculadas com as melhores estirpes (Figura 1). A par-

D FOLHA + CAULE

RAIZ

ESTIRPES DE RHIZOBIUM

de Duncan ao nivel de 5%.

Quadro 3. Atividade da nitrogenase, avaliada pelo método da reducio de acetileno e eficiéncia relativa (ER), aos 17, 38 e 52 dias ap0s a emer-
géncia (DAE) de feijio, cv. Negro Argel, inoculado com quinze estirpes de Rkzizobium. Médias de trés repeticoes(]

Buiiipes:d Atividade da nitrogenase ER
Rhizobium 17 DAE 38 DAE 52 DAE 17 DAE 38 DAE 52DAE
umoles.planta ! .hora !
H-20 22,02 72,62a 11,90d-g 0.93ab 0,85ab 067
H-24 19,70ab 46,84b-d 14,79cf 0,88ab 0,67d 0,88
H41 16,00bc 64,91ab 24,88a 0,91ab 0,73b-d 0,902
H-20 + H41 16,17a- 45,86be 16,25c-¢ 0,89ab 0,72cd 0,69de
CNPAF 109 12,02c¢ 26,92d¢ 19,86a- 0,89ab 0,69d 0,83bc
CNPAF 119 12,26¢d 26,98¢¢ 9,76e¢ 0,92ab 0,83a< 0,88a<
CNPF 126 7,62d-f 26,58d-g 17,26b-d 0,93ab 0,892 0,91a<
CNPAF 146 6,61d-f 37,16¢f 6,61g 0,95a 0,86ab 0,81c
CNPAF 233 7,47df 48,45bc 23,27ab 0,88ab 0,90a 0,91a<
_NPAF 233 + 234 10,75c-¢ 51,71bc 21,20a< 0,952 0,87a 0,93ab
CNPAF 512 11,66¢c- 21,72fg 18,74a-d 0,76¢ 0,61d 0,852
SEMIA 487 5.95ef 17,26fg 9,19fg 0,85b 0,83a< 0,93ab
€05 (II) 4,12f 9,96g 5,88¢ 0,92ab 0,61d 0,82bc
CIAT 899 16,59a-< 49,72bc 14,18cf 0,89ab 0,73b-d 0,962
CFN 299 8,46d-f 43,79c-¢ 15,82¢-F 0,71¢ 0,73b-d 0,80cd
(= UMR 1026)

() Valores seguidos pela mesma letra dentro de cada coluna nao diferem sig

= —

i

ficativamente ﬁdlo teste de Duncan ao nivel de 5%.
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tir dos dados de N total da parte aérea, raiz (Figura 1)
e n6dulos (Quadro 2), pode-se concluir que todas as es-
tirpes, exceto CNPAF 109, CNPAF 146, SEMIA 487,
CO5 II e CFN 299, podem ser consideradas como
precoces em relagao a nodulagio e fixagao do No, des-
tacando-se, porém, as estirpes H-20, H-24 e CIAT 899.

Nessa primeira coleta, os nédulos acumularam, em
média, 2,55mg N.planta'l, semelhante aos 2,79mg
N.plamta’1 acumulados nas raizes, e representaram
16,6% do N total das plantas (Quadro 2 e Figura 1).

Houve grande incremento no peso seco de nédulo
entre a coleta inicial e o florescimento, e todas as estir-
pes apresentaram excelente nodulagido, mas que con-
tinuou inferior nas plantas inoculadas com a COS5 II,
SEMIA 487 e CNPAF 146 (Quadro 2).

No florescimento, as estirpes H-20 ¢ H-41 con-
seguiram um desempenho excepcional em relagio a
atividade da nitrogenase, mas a combinagio dessas duas
estirpes apresentou atividade um pouco inferior.
Atividades da nitrogenase bastante elevadas também
foram relacionadas, nessa época, com as estirpes H-24,
CNPAF 233, CNPAF 233 + 234, CIAT 899 e CFN 299
(Quadro 3). Em alguns casos, como o da CNPAF 233,
chegou a haver um aumento de seis vezes na atividade
da nitrogenase entre os 17 e os 38 dias apés a
emergéncia. A eficiéncia relativa caiu consideravel-
mente no florescimento, ¢ somente a CNPAF 233 man-
teve a mesma eficiéncia. Em média, a eficiéncia relativa
caiu de 0,88 aos 17 dias ap6s a emergéncia para 0,77 no
florescimento (Quadro 3).

C.A. BARRADAS et al.

No florescimento, a porcentagem de nédulos com-
pletamente senescidos foi inferior a 10% (Figura 2). Al-
gumas estirpes, como a SEMIA 487, CNPAF 512 e
COS5 11, que foram menos eficientes, apresentaram alta
porcentagem (respectivamente 48, 37 ¢ 33%) de seus
nédulos no estidio de inicio de senescéncia. As estirpes
mais eficientes apresentaram, em média, 70% de
nddulos ativos, com coloragdo interna mnessa coleta
(Figura 2).

Houve, para a maioria das estirpes, um incremento
no peso seco de nédulos entre o florescimento (38 dias
apds a emergéncia) e o periodo médio de enchimento
dos graos (52 dias ap6s a emergéncia), com excegio da
H-20, CNPAF 146 e CIAT 899 (Quadro 2). A atividade
da nitrogenase, porém, caiu drasticamente nesse
periodo, embora os niveis relativos as estirpes H-41,
CNPAF 109, CNPAF 233, CNPAF 233 + CNPAF 234
e CNPAF 512 ainda se tenham mantido elevados (Qua-
dro 3). Essa queda nas taxas de redugéo foi um reflexo
da aceleragdo no processo de senescéncia dos nédulos
(Figura 2). Algumas estirpes, como a H-20, que foram
bastante precoces na fixagdo do Np, apresentaram uma
senescéncia drastica, com 91% de seus nédulos no
estddio de inicio de senescéncia ou completamente
senescidos aos 52 dias apds a emergéncia (Figura 2), €
as estirpes CNPAF 233 ¢ CNPAF 233 + CNPAF 234,
com boas taxas de redugao do acetileno aos 52 dias
ap6s a emergéncia (Quadro 3) apresentaram maior por-
centagem de nédulos réseos ativos nessa mesma €poca,
respectivamente 40 e 35% (Figura 2). Com excegio das
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estirpes H-20, H-20 + H-41 e CNPAF 146, a eficiéncia
relativa voltou a subir aos 52 dias ap6s a emergéncia,

apresentando valores bastante elevados para o feijoeiro
(*Juadro 3).

O N total das raizes, folhas, caules e vagens foi
maior nas plantas que receberam N mineral (Figuras 3
e 4). Aos 52 dias ap6s a ermergéncia, essas plantas
acumularam nas vagens 192,87mg N.planta'l, enquanto
nas estirpes que .apresentaram melhor desempenho,
CIAT 899, H-24 ¢ CNPAF 126, os valores forami
respectivamente, 101,28, 96,57 e 92,35mg N. planta”
(Figura 4). Considerando-se o somatério do N total das
raizes, folhas, caules e vagens, pode-se verificar que a
maior fixagio do N2 ocorreu com as estirpes H-20, H-
24, CNPAF 126, CNPAF 233 + CNPAF 234, CIAT 899
e CFN 299, que acumularam entre 255 e 236mg N.plan-
tal, cerca de 36% a menos do que as plantas que
receberam N mineral. Dessas, H-20, H-24 e CIAT 899
apresentaram fixagdo do N2 precoce, € a combinagio
de CNPAF 233 + CNPAF 234 apresentou boas taxas
de redugao do acetileno no periodo médio de enchimen-
to dos graos.

No segundo experimento, onde se procurou avaliar
o desempenho de vinte cultivares de feijao, observou-se
que todos apresentaram Otima nodulagdo inicial,
avaliada aos 17 dias apés a emergéncia, € mesmo a
nodulagio de Puebla 152, de 41mg de ndédulos, pode ser
considerada como bastante satisfat6ria (Quadro 4).

- Essa relativa homogeneidade na nodulagio refletiu
na atividade da nitrogenase, podendo-se considerar que
somente os cultivares IAPAR 16, Carioca 80 e 22-24
apresentaram menores taxas de reducdo do acetileno

Quadro 4. Peso seco de nodulos aos 17 e 45 dias apos a emergeéncia
(DAE) e distribui¢do percentual dos nddulos (aos 45 DAE)
segundo o grau de senescéncia em vinte cultivares de feijao
inoculados com cinco estirpes de Rhizobium (H-20, CIAT 899,
CNPAF 119, CNPAF 126 e SEMIA 487). Médias de trés repe-
tigoes (1)

Peso seco de nodulos Classificacio dos nodulos

Cultivar de
Rific  |7DAE 4SDAE Réseos MCi0de o o cidos
senescéncia
_— mg.plan‘ta_1 %

22-14 73ac  447ad 56a 32a 12a
22-24 66a-d 312b-d 47ac 41a 12a
22-34 5la-d 371ad 40ac 25a 35a
22-50 53ad  319bd 44ac 35a 21a
22-52 59a-d 328bd 56a 34a 10a
22-55 50b-d 465ab S54a 34a 12a
21-58 66a-d 457a< 6la 33a 6a
Preto Carii  49cd  263bd 27c 23a 50a
SNC 480 62ad 217cd 28bc 37a 35a
Puebla 152 41d 369a-d 49a< 31a 20a
Ica Pijao 63a-d 396a-d 39bc 26a 35a
1896 58a-d 263b-d 43a<c 45a 12a
IAPAR 16 49cd  204d 43a< 46a 11a
CPP, 48 80a 394a-d 42a 40a 18a
Rio Piquiri 59a-d 288bd 53ab 35a 12a
Col 13 53a-d 40lad 38a< 42a 20a
Carioca 62a-d 583a 55a 3la 14a
Carioca 80 65a-d 417a-d 35a< 43a 22a
Negro Argel 79ab  443a-d 44ac 34a 22a
Xodd 62a-d 431ad 48a<c 30a 22a

(1) valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna n3o diferem
significativamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5%.
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nessa fase inicial. As maiores atividades foram obtidas
com os cultivares 22-14, 22-34, 22-50, 21-58 e, principal-
mente, com o 'CPP248 cujas taxas foram bastante
elevadas para os 17 dias ap6s a emergéncia (Quadro 5).
As eficiéncias relativas também foram bastante elevadas
nessa primeira época, com fndices superiores a 0,80
(Quadro 5).

A elevada nodulagdo, atividade da nitrogenase €
eficiéncia relativa conseguidas pelo 'CPP248’ im-
plicaram maior actmulo de N total na parte aérea ¢
raizes nessa coleta, indicando-o como mais precoce
para fixagio do N2 (Figura 5). Os cultivares 22-14, 22-
34, 22-50 e 21-58, que haviam apresentado taxas de
redugio de acetileno e eficiéncia relativa elevadas,
porém, nio acumularam teores elevados de N total na
parte aérea, o que pode indicar deficiéncia na as-
similagdo ou transporte do N2 fixado nessa fase inicial.
Os cultivares SNC 480, Carioca 80 ¢ Xod6 também
acumularam teores elevados de N total na parte aérea

nessa época (Figura 5).

No periodo inicial de enchimento dos graos, aos 45
dias ap6s a emergéncia, todos os cultivares revelaram
boa nodulagdo; somente o 'SNC 480’ ¢ o 'IAPAR 16
apresentaram menos de 250mg de n(’)dulos.planta'1
(Quadro 4), o que provavelmente implicou menor
atividade da nitrogenase (Quadro 5). Os cultivares 22-
14 e 22-52 destacaram-se nessa época pelas taxas de
redugio do acetileno mais elevadas. Bom desempenho
também foi obtido por 21-58, Ica Pijao, Carioca e
Negro Argel. Os demais demonstraram atividades
semelhantes, A excegdo de SNC 480 ¢ IAPAR 16, com
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Quadro 5. Atividade da nitrogenase, avaliada pelo método da reducdo
do acetileno e eficiéncia aos 17 e 45 dias apds a emergéncia
(DAE) de vinte cultivares de feijao inoculados com uma mistura
de cinco estirpes de Rhizobium (H-20, CIAT 899, CNPAF 119,
CNPAF 126 ¢ SEMIA 487). Médias de trés repeticoes(1)

CvilGvar da Atividade total Eficiéncia relativa
Feijio 17 DAE 45DAE  17DAE  45DAE
umoles .planta * .hora |
22-14 24 ,80ac 55,79a 0,90a< 0,82a<
22-24 14.00e 20,15gh 0,93ab 0,80c
22-34 24,235{: 26,15e-h 0,90ac 0,84a<
22-50 2 3ab 40,64b-d 0,92ab 0,902
22-52 22,03bd +9,67ab 0,92ab 0,89
22-55 20,37b-e 35,81cf 0,90ac 0,80bc
21-58 23,90a< 42,38bc 0,90a< 0,80bc
Preto Cariri 20,60b-¢ 23,92fh 0,92ab 0,83a<
SNC 480 18,90be 14,25h 0,90ac 0,91a<
Puebla 152 21,90bd 28,30d¢g 0,94a 0,86a<
Ica Pijao 18,70b-¢ 40,37bd 0,942 0,88a<
1896 17,50c-e 20,35gh 0,90a< 0,90a<
IAPAR 16 6,83f 13,82h 0,86¢c-¢ 0,90a<
CPP, 48 29,27a 20,13gh  0,94a 0,89a<
Rio Piquiri 1733c-¢ 2136gh  0,9la< 0,942
Col 13 20,57b-e 23,56f-h 0,88bd 0,91a<
Carioca 18,77b-¢ 37,23b-¢ 0,82ef 0,85a<
Carioca 80 13,43e 35,34¢ce 0,8'f 0,83a<
Negro Argel 18,90b-¢ 39,78bd 0,83d-f 0,93ab
Xodo 17,40ce 28,88dg 0,84d-f 0,85ac

(1) valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem
significativamente pelo teste de Duncan ao nfvel de 5%.
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baixa atividade (Quadro 5). Nessa coleta, a eficiéncia
relativa ainda continuou bastante elevada (Quadro 5).
Os cultivares também diferiram pouco em relagao ao
processo de senescéncia dos nodulos. Preto Cariri e
SNC 480 apresentaram, em média, 77% dos nddulos
ativos (Quadro 4).

O N total das plantas nessa época (folha + caule
+ raiz + vagem) mostrou que os cultivares que mais se
destacaram foram Carioca e Negro Argel (Figura 6),
acumulando cerca de 170mg N.planta’l. A grande
maioria deles, ou seja, 22-14, 22-24, 22-34, 22-50, 22-55,
21-58, SNC 480, Puebla 152, CPP248, Col 513, Carioca
8 = Xod6 acumularam quantidades semelhantes de N,
entre 120 ¢ 155mg N.planta'l. Mostraram também bom
desempenho Ica Pijao, 1896 e.22-52, que acumularam
entre 108 ¢ 118mg N.planta™. O pior desempenho ficou
com Preto Caririy ITAPAR 16 ¢ Rio Piquiri, que
acumularam entre 44 ¢ 70mg N.planta'1

DISCUSSAO

Algumas estirpes de Rhizobium empregadas, como
a H-20, H-24 ¢ CIAT 899, nio mostraram os sintomas
visuais tipicos de deficiéncia de N no inicio do ciclo
vegetativo, ¢ suas taxas de redugao do acetileno foram
bastante elevadas aos 17 dias ap6s a emergéncia, quan-
do comparadas com as estirpes usadas amplamente e

recomendadas nos inoculantes comerciais: SEMIA 487
e COS II. Quando comparadas com as plantas que
reccberam N mineral, porém, essas estirpes
acumularam cerca de 50% menos N total na planta,
mostrando que tais plantas ainda estavam limitadas
nessa fase inicial pelo N, conforme foi observado por
Williams et al. (1981).

Logo ap0s essa coleta, houve um incremento acen-
tuado na atividade da nitrogenase até o florescimento, o
que também foi observado por Hungria et al. (1985a) €
Hungria & Neves (1986) e que provavelmente ocorre
devido a um estimulo hormonal (Graham & Halliday,
1977). Aos 38 dias ap6s a emergéncia, o N total
acumulado por estirpes eficientes, como CNPAF 233 +
234, nao foi estatisticamente diferente (P = 0,05) do N
total acumulado pelas plantas que receberam N mineral
(Figura 3), j4 sendo observado, porém, um inicio de
senescéncia dos nddulos.

No periodo médio de enchimento dos graos, aos 52
dias apos a emergéncia, constatou-se uma aceleragao
drastica no processo de senescéncia dos nédulos, resul-
tando na queda da atividade da nitrogenase. Esse
declinio apos o florescimento é ainda mais dréstico sob
condigoes de campo (Franco et al, 1979, CNPAF,
1984) e, embora tenha sido atribuido, desde os anos
trinta, a uma competi¢io por fotossintetizados entre os
nédulos e os 6rgios reprodutivos, hoje se acredita que
esteja relacionado com estimulos hormonais (Neves &
Hungria, 1987). As estirpes, porém, também podem
afetar a taxa de senescéncia dos nédulos (Hungria &
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Franco, 1988, ¢ Boddey & Hungria((’) e algumas delas,
como H-41 ¢ CNPAF 233 + 234, caracterizaram-se
pela maior atividade da nitrogenase e menor
senescéncia dos nodulos.

Nessa coleta, constatou-se novamente que as plan-
tas estavam limitadas, embora menos drasticamente,
pelo N, e que as melhores estirpes acumularam cerca
de 30% menos N do que as plantas que receberam fer-
tilizantes, mostrando haver certa recuperacao dessas es-
tirpes em relagdo a testemunha nitrogenada.

As condigdes deste experimento, porém, foram ex-
tremas, uma vez que se pretendia selecionar estirpes al-
tamente eficientes. Por isso, nao se adicionou nenhum
N mineral as plantas noduladas. Em um experimento
conduzido anteriormente, com a adigdo de 2,5mg
N.planta-l' representando o N do solo que € liberado
durante o crescimento das plantas, ndo se encontrou
diferenca no N total entre essas plantas e as nao
noduladas recebendo 10mg de N.planta-l‘dia-1
(Hungria et al., 1985a). Devido as condigdes estéreis em
vasos de Leonard, que limitam o crescimento das plan-
tas até o final do ciclo, também nao se pdde colher as
sementes, mas diversos experimentos, contudo, tém
mostrado que o N proveniente da fixagdo é mais facil-
mente incorporado nas sementes do que o N mineral,
tanto em feijao (Hungria et al., 1985b, Dubois & Burris,
1986) como em soja (Imsande, 1986).

Os resultados deste experimento, porém, confir-
mam que existe o potencial de selegao de estirpes de
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli que apresen-
tem fixacao e translocagdo do N fixado mais precoces

C.A. BARRADAS et al.

(Voss, 1981, Barradas & Hungria(s) e senescéncia mais
tardia dos n6dulos (Hungria & Franco, 1988, Boddey &
Hungria“™”. i

A avaliagio de vinte cultivares de feijao promis-
sores para a fixagao de N2 e inoculados com uma mis-
tura de boas estirpes mostrou que, embora houvesse um
destaque pequeno para o ’Carioca’ e 'Negro Argel’, o
desempenho dos demais foi relativamente uniforme e
somente ’Preto Cariri’, 'IJAPAR 16’ ¢ ’Rio Piquiri’
apresentaram baixa fixagao do N2. Embora estcjam
sendo conduzidos alguns programas de selegdo do
feijoeiro para a fixagdo do N2, os resultados aqui ob-
tidos confirmam a complexidade dessa selegao, uma vez
que os dois cultivares com melhor fixagdo, Carioca ¢
Negro Argel, como observado anteriormente (Hungria
& Neves, 1986b) nao sao provenientes dos cruzamentos
resultantes desses programas.

Conforme foi apresentado, a fixagdo do Nz em
feijoeiro tem como uma de suas principais limitagoes o
ciclo curto da cultura (Hungria & Neves, 1986). Os
dados obtidos nos dois experimentos feitos em
condigbes de casa de vegetagdo com vasos de Leonard,

() BARRADAS, C.A.A. & HUNGRIA, M. Selecio de estirpes de
Rhizobium para o feijoeiro. I - Precocidade para nodulacdo e
fixacdo do nitrogenio. Turrialba, Cost2 Rica (in press, 1988).

(°) BODDEY, L.H. & HUNGRIA, M. Selecio de estirpes de R/izo-
bium para o feijoeiro. Il - Senescéncia tardia dos nodulos. Tur-
rialba, Costa Rica (in press, 1988).
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mostraram, porém, que existe um potencial muito
grinde para selegdo tanto de cultivares como de estir-
p's que apresentem nodulagio e fixagio do N
precoces ¢ senescéncia tardia dos no6dulos, indicando
un caminho para tornar essa cultura, a exemplo da
soja, independente da aplicagio de N mineral. Uma
" avaliagdo do material contrastente se faz necessaria em
campo, para confirmagdo dos resultados obtidos, in-
clusive em condigdes de competigdo com outras estir-
pes de Rhizobium e com a microflora nativa do solo.
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