Sele¢@o de Estirpes de Rhizobium para o Feijoeiro.
II. Senescéncia Tardia dos Nodulos!

ABSTRACT

One of the main limitations of biclogical nitrugen fixation
in beans {Phascoius vulgaris L.} is the ecarly senescence of
nodufes, which begins just after flowering Consequently, we
kave tried to identify, in three experiments performed under
glasshouse conditions, some R/uzohium strains with delayed
nodule senescence which maintain  nitrogenase activity
through a longer period during reproductive plant growth.
Harvests were performed at 35, 45 and 55 days after emer-
gence (DAE). Twenty-four Rhiizobim strains were investi-
gated, and in five of them (H-20, H-41, CNPAF 119, CNPAT
233 and CNPAF 234) rates of acetylene reduction activity
doubled between 35 DAE (flowering) and 45 DAE (begin-
ning of pod filling). These stesins showed not only good no-
dulstion, with a high nodule dry weight, but also a higher
percentage of active pink nedules during the reproductive
period. However, after 45 days, there was z drastic drop in
all parameters related to N, fixation although in the five
best strains the drop in nitrogenase activity and the prade
of nodule senescence was less drastic. The best strains accu-
mulated in shoots, at 55 DAE (mid-pad fill stage) between
229 and 290 mg of N per plant. Results showed that it is
possible to select Riizobium strains for beans that show kate
nodule senescence.

INTRODUCAD

processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio em
leguminosas apreseniz tma demanda energética
elevada, dependendo diretamente do forneci-
mento de fotossintatos pela planta hospedeira Existe,
entdo, uma interagdoe entre a fotossintese e a fixagio
bictogica do nitrogénio: a plants fornece fontes de C
para os néduios, que passam a enviar de N para a legu-
minosa hospedeira Consequentemente, a variacio
estacional da fixagdo do N, sempre foi vista como
um probiema de nutri¢do de C para os nodulos (16,
17)
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RESUMO

A fixacio biologica de nitrogénio em feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.} tem, como uma de suas principais limitagBes, a
senescéneia precoce dos nédulos, que inicia logo apds o flo-
rescimento. Por isso, procurou-se identificar, em trés experi-
mentos conduzidos sob condiges de casa-de-vegetacio, algu-
mas estirpes de Rhiizobium que apresentassem senescéncia
tardia dos nodulos, mantendo a atividade dz nitrogenase por
um perfodo mais longo no ciclo reprodutivo. As coletas
foram realizadas aos 35, 45 ¢ 55 dias apds a emergéncia
(DAE). Das 24 estirpes de RAszobium investigadas, em cinco
defas (H-20, H-41, CNPAF 119, CNPAF 233 ¢ CNPAF 234)
as taxas de redugio do acetileno chegaram a dobrar entre os
35 DAE (florescimento) e os 45 DAE (periodo inieial de en-
chimento dos grios). Essas estirpes nio s0 apresentarim uma
boa nodulagie, com um peso seco de nddulos alto, como
também spresentaram maior porcentagem de nddulos ativos,
com coloragiio interna rosea, durante todo o perfodo repro-
dutivo, Apds os 45 dias, porém, houve um decirnico acen-
twado em todos os parimetros de fixacfo do N, avalisdos,
embora nas § estirpes que se destacaram o declinio na ativi-
dade da nitrogenase e no grav de senescéncia dos npddulos
tenha sido menos acentuado. As melhores estirpes acumula-
ram, 205 55 DAE (perfodo médio de enchimento dos grios),
estre 229 ¢ 290 mg de N pro plania na parte adrea, Qs resul-
tados obtidos mostram que ¢ possivel selecionar estirpes de
Rhizobinm para o feifoeiro que aspresentem senescéncin
tardia dos nédulos,

Assim, logo apds o florescimento, pode ter inicio
um declinic acentuado na atividade da nitrogenase,
que ocorre devido a uma acelera¢io no processo de
serescencia dos nadulos, o gue jd foi constatado, sob
condigdes de campo, para o feijoeiro (3, 5}, e que tem
sido atribuido 4 competigao por C entre os nodulos e
0s Orgaos repredutivos em desenvolvimento (13, 14)
ou a algum “fstor fisioldgico”, provavelmente de ori-
gem hormonal, que seria transmitido aos nodulos e
resuitarisz na perda de sua eficiéncia {20) A senescén-
cia precoce dos nodulos € lhmitante 3 otimizagao da
fixagdo do N, em leguminosas, afetando diretamente
a produtividade, particularmente no caso de culturas
de cicle curto, como o feijoeire

Nio hd duvidas de que os fatores ambientais sio
muito importantes no controle da senescéncia dos no-
dulos {21} e, sob condigdes tropicais, as temperaturas
clevadas e deficiéncias hidricas devem representar um
papei refevante nesse processo Contudo, a senescéncia
precoce pode ocorrer mesmo sob condigoes ambien-
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tais controladas de casa-de-vegetagdo (8) Muito em-
bora os efeitos das estirpes de Rhizobium na longevi-
dade dos nodulos nde tenham sido adequadamente
caracterizados, hd indicagoes de que diferentes estir-
pes inoculadas na mesma planta  hospedeira podem
diferir na taxa de senescéncia dos ncdulos em trevo
(18) e feijoeiro (7}

Nesse contexto, este trabalho procurou estudar
alguns parimetros relacionados com a senescéncia dos
noduios de feijoeiro inoculado com 8 diferentes estir-
pes de Rhizobium,

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos, sob condi-
¢oes de casa-de-vegetagdo, com feijdo (Phaseolus viel-
garis 1) cultivar Negro Angel O delineamento expe-
rimental, crescimento das estirpes, inoculagdo, semea-
dura. desbaste e foinecimento de solugao nutritiva
foram descritos na primeira parte deste trabatho (1)
As estirpes. escolhidas entre material jd seleccionado
e promissor foram: experimento 1 (estirpes prove-
nientes da EMBRAPA-CPACY: H-20. H-24, H-37,
H-39. H-40, H-41 e V-23; experimento 2 (provenien-
tes da EMBRAPA-CNPAF)Y. CNPAF 100, 109, 111
112, 125, 126, 192 e 512; experimento 3 (provenien-
tes da  EMBRAPA-CPAC e CNPAF): H-3, H-4,
CNPAF 103, 105, 107, 119, 233 ¢ 234 As coletss
foram realizadas aos 35, 45 e 55 dias apds 3 emergén-
cia (DAE)

A atividade da nitrogenase foi avaliads usando-se
raizes destacadas noduladas, conforme descrito na
primeira parte deste trabalho (1).

Apds a determinagdo da atividade da nitronenase
as raizes foram lavadas, secas em papei absorvente e

os nédulos foram destacados. Os nddulos foram entdo
cortados para o exame da coloragde interna, sendo
classificados em um dos seguintes grupos: roseos
(néduios ativos), em senescéncia (inicic da senescén-
via, com mudan¢a de coloragio de roses para esver-
deada), completamente senescidos e nddulos brancos
{ineficientes). Apos a classificacio os nédulos foram
colocados para secar em estufa a 50-60°C até atingi-
rem peso constante determinando-se, entio, o peso
de matéria seca A parte aérea também foi colocada
paru sccagem em estufa, determinando-se ¢ peso de
matéria seca e o N total (1}

RESULTADOS

No primeiro experimento houve um incremento
na atividade da nitrogenase logo apds o florescimento,
aos 35 dias apds a emergéncia {DAE), atingindo o
pico de atividade no periodo médio de enchimento de
graos, aos 45 DAE (Tabela 1) Em alguns casos como
o das estirpes H-20, H-39 e H-41, a atividade da nitro-
genase duplicou nesse periodo de inicio de estabeleci-
menio e enchimento das vagens {Tabela 1}, 0 que
pode ter também ocorrido devido ao grande aumento
no peso seco de nodulos (Tabela 2) Nos 10 dias que
se seguiram aos 45 DAE, pordm, teve inicio uma
queda drdstica na atividade da aitrogenase ¢ somente
as plantas inoculadas com a estirpe H-41 ainda manti-
veram uma iaxa razodvel de reducao do acetileno De
um modo geral, as estirpes H-20 & H-41, seguidas
pelas H-24 e H-38, foram as que apresentaram maior
atividade da nitrogenase duranie o ciclo reprodutivo
(Tabela 1), apresentando também uma excelente no-
dulagdo (Tabela 2)

A distribuicao percentual das classes de nddulos
durante o periodo reprodutivo mostrou também que
as estirpes H-20, H-24 ¢ H-41 foram as que consegui-

Tabela 1. Efeito de 8 estirpes de Rhizobiwm, provenientes da EMBRAPA-CPAC, nu atividade da nitrogenase, avaliada pelo método da
reduciio do acetifeno {umoles C, H, -pl~" (h~'), de feijio cv. Negro Argel uos 35, 45 ¢ 55 dias apos @ emergéneia (DAE), Mé-
dias de 3 repetigDes. Valores seguidos pela mesma fetra nib diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (P = 0,05).
Atividade da nitrogenase
Estirpe de Rhizobium 35 45 55
H-20 21 80 bedet 3801 a 3 68et
H-24 21.30 bedet 36.80 abe 1801
H-37 17 85 bedef 33.10 bed 103§
H-38 24.43 bedef 331.03 bede 370ef
H-39 12.88 cdef 28 40 bedef 335et
H-4{ 5.98 def 5.80 def 9.80 cdef
H-41 1773 bedef 4063 a 15905 bedef
V-23 5.50 ef 6.18 def 378 ef
cv %) 81 59




BODDEY, HUNGRIA: SELECAO DE ESTIRPES DE RHIZOBIUM PARA O FELJOEIRO 35

Yabela 2.

Efeito de 8 estirpes de Rhizobium, provenientes da EMBRAPA-CPAC, no peso seco de nodulos (mg-pl~') e N total (mg

N.pl='} da parte aérea de feijio, cv. Negro Argel, durante o pericdo reprodutivo. Médias de 3 repeticdes. Valores seguidos
pela mesma letra nfio diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (P = 0.05).

Peso Seco de Nodulos N total

Estirpe de Riizobium 35 DALE® 45 DAE 55 DAE 35 DAE 55 DAE
H-20 344 abe 5710 ab 590 a 124 60 a 236727a
H-24 440 a 640 u 6400 153502 194.90 ab
H-37 390 abed 490 ab 400 a 121 00 ab 129 8% b
H-38 390 ab 690 a 400 1 13283 159 00 ab
H-39 240 bed 400 ab 390 a 78.27 be 115878
H-40 140 d 280 b 400 u 5850¢ 168.53 ab
H-41 280 abed 520 sb 670 a 108 50 ab 229 33a
V-23 160 cd 410 ab 410 5580 ¢ id41 i7ab

CV (90 68 80 5110 4328 22.83 28 96

¥ DAL . dins apos a emergéncia

ram manier maior porceniagem de seus nodulos ati-
vos, com coloragdo interna rosea (Lig 1) Logo apés
os 45 DAE, houve uma aceleracdo no processo sengs-
céncia dos nddules, mas que foi mais acentuada em
algumas estirpes como ¢ V-23.11-37, H-39 e H-40 As
plantas inoculadas com a estirpe H-40 também apre-
senieram maior porcentagem de nédulos brancos ine-
ficientes

A maior porcentagem de nédulos roseos e atives,
que resuftaram em mator alividade da nirogenase
Levou so muior actimulo de N total na parte aérea
(Tabela 2) Entre os 35 e 0s 55 DAE, as laxas de fixa-
¢do de N, proporcionadas por algumas estirpes foram
bastante elevadas, como de 558 mp N pl™" dia ™' nas
plantas inoculadas com a estirpe H-20 e de 6 04 mg
Nopl™ dia™ nas plantas inoculadas com H-41
{Tabela 2. Lssas duas estirpes foram as mais promis-
soras  desse primeiro experimento, maniendo a
fixacdo de N, por mais tempo

CPAC H-20 V-

As estirpes empregadas no segundo experimento,
apesar de jd terem passado por testes de selegdo na
EMBRAPA-CNPAF, apreseniaram o perfit tipico de
queda na atividade da nitrogenase que ocorre em fei-
joeiro, caindo acentuzdamente logo apos o floresci-
niento {Tabela 3) Lssa queda chegou a ser linear e
foi ainda mais acentuada para as estirpes CNPAF 112,
125, 126 ¢ 512, o que fica evidente ao s¢ analizar o
coeficiente b de regressdo inear para a alividade
da nitrogenase (Tabela 4). Ao contrdrio duv primeiro
experimento, porém, o peso seco de nddules pratica-
mente nio aumentou apds o florescimento {Tabela 5)
A classificagde dos nodulos foi realizada somente
para a coleta aos 55 DAE (Fig. 2} e refletiv direta-
mente os dados de atividade da nitrogenase nessa co-
letz (Tabela 3} Assim, as estirpes CNPAF 100, 109 e
125. que mantiveram maior % de nodulos roseos
alivas no periodo de encimento dos grios, foram
também as que apresentzram major atividade da ni-
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Efeito de oito estirpes de Ridzobinm, s EMBRAPA-CPAC na distribuigiio pereentual das classes de nodulos segundo sew gras

de senescénein Colvtas realizadas apds o Horeseimento e os valores representam médias de tres repeticbes Letras jguads indizam
que os valores nfo dilerem estatistivamente pelo teste de Duncan (P = 9 05) para cada clase
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Fig 2 Lteito de oito estivpes de Rhizobium, du EMBRAPA - CNPAT  na distribuigTo percentua} das classes de nadulos sepundo o
graw de senssedncin dos mesmos Coleta realizada 2os 35 DAY ¢ os valores representam médias de trés repetigbes Letras iguais
indicam que os valores niio diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (P = 0 05) para cada clase:  completamente senesci-
dos: em senescéacing roscos:  brancos

tropenase nessa mesma época. Apesar do declinio
precoce na atividade da nitrogenase, apresentando
faxas muito baixas de redugao do acetileno aos 55
DAE (Tabelz 3) as estirpes CNPAF 111 e 112 apre-

fente nodulagio, com excecio das estirpes H-3, H-4
e UNPAF 103 Apods o ftorescimente houve um incre-
mento no peso seco de nddulos para todas as estirpes.

sentaram excelente nodulacao e acumularam teores As taxas de reducao do acetileno no florescimento
elevados de N total na paric aérea sos 55 DAE {Ta- foram elevadas nas plaatas inoculzdas com as estirpes
bela 5). CUNPAF 119 e CNPAF 234, provavelmente refletindo
a boz nodulagao dessas plantas. Apds o florescimento,

Os dados relativos ao terceiro experimento podem houve um incremento na atividade da nitrogenase,
ser vistos na tabela 6. Ag estirpes apresentaram exce- atingindo picos elevados para tedas as estirpes,

Tabela 3. Efeito de 8 estirpes de RAizobium, provenientes da EMBRAPA-CNPAF | na atividade da nitrogenase, avaliada pelo método da
redugdo do acetileno (pmoles C,H, . pl~* .h~') de feija o, cv, Negro Argel, 2os 35, 45 e 55 dias apds a emergéncia (DAE).
Médias de 3 repeticbes. Valores seguidos pela mesma letra nio diferem estatisticamente pelo feste de Duncan (P = 0.03).

Atividade da nitrogenase

Estirpes de Rhizabium 35 DAE 45 DAE 55 DAE
106 16.27 abedel 14.09 defghi 4 68 hij
109 22 .58 nbed 15.00 cdefgh 5.59 ghij
11t 1968 abede 15.50 bedefg 109]
112 2563 ab 13 85 defghi 1.60 }
125 15 24 ahe 5 68 ghij 4.09jj
126 260842 3534 174
192 535 ghij 320 119
512 18 43 abede 6.20 fghii 109j

CV (%) 36.60
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Tabela 4, Efeito de B estirpes de Rivzobium. provenientes da EMBRAPA-CNPAF, no peso seco de nddulos (mg-pl—*) e N total
{mg N.pl™*) da parte aéren de fejjiio, cv, Negro Argel, sos 35, 45 e 55 dias apos ¢ emergéneia (DAK). Médias de 3 repeticDes.
Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (P = 0.05).

Peso seco de nodulos N Total
Estirpe de Rhizobium 35 45 55 35 55
100 430 cde 580 a 5301 1406 47 be 187.20 b
169 890 a 7501 430 a 13363 b 15640 b
[il 740 abe B30 a 320 a 11843 212.86 ab
112 810 ab 870 a 3001 176.57a 263 50a
[25 340 de 380 ab 460 a Si67de 5990 ¢
126 620 abed 6802 440 a 12000 b 16490 b
152 130 e 170 b 200 a 3900¢ 3990 ¢
512 480 bede 620 a 410a 7110 cd 81 57¢
v (50 3562 5149 5126 19.07 28.20

excelo H-3, H-4 ¢ CNPAF 103 Na coleta seguinte,
porém, realizada apenas apds 10 dias, a atividade da
nitrogenase caiu drasticamente, chegando a apresentar
uma reducio de cerca de 30 vezes na estirpe CNPAF
105, Somente as estirpes CNPAF 119, CNPAF 233 e
234 ainda apresentaram alguma atividade aos 55 DAE
{Tabela 6)

As estirpes CNPAF 119, 233 e 234 acumularam
teores elevados de N total na parte aérea aos 55 DAE,
destacando-se como estirpes muito eficientes Essas
trés estirpes também foram as que apresentaram
maior porcentagem de nddulos roseos ativos durante
o cicio reprodutivo {dados nao mostrados)

DISCUSSAO

Durante o forescimento do {ejjdo ocorre um esti-
mulo, provavelmente de origem hormonal, que esti-
mula 2 fixacdo do N, (6} Logo apds o [lorescimento,
porém, {oi constatado, sob condigdes de campo, que
ocorre um declhinio acentuzdo na atividade da nitro-
genase {3, 5} Posteriormente, com obtengao de cubti-
vares de [eijdo ¢ estirpes de Rhizobium com maior po-
tencial de fixagdo de N, foi demonstrado que, pelo
menos sob condigbes de casa-de-vegetacdo, ¢ possivel
obter altas 1axas de {ixagdo do N, durante o periodo
de enchimento dos grios {8, 10} Isso também ficou
evidente no primeiro & terceiro experimentos deste
trabalho, onde algumas estirpes chegaram a dobrar a
atividade da nitrogenase logo apos o [lorescimento

O declinio na atividade da nitrogenase e a acelera-
gdo na senescéncia dos nddulos tém sido peralmente
atribuidos a algum fator relacionado com a plania
hospedeira. Dentre esses falores, poderizm ser citados
os de menor disponibilidade de fotossintatos para os
nodulos, devido & competicio com as vagens em cres-
cimento (13, i4). Entretanto, a senescéncia dos no-

Tabela 5. Pariimetros da regressiio linear, para B estirpes de
Rhizobium, onde X = dias de coleta (35 45 e 55
dias apds a emergéncia) e Y = taxa de redugiio do
acetileno, Os dados representam médias de 3 re-
petiches em cada coleta. Valores do coeficiente b
seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste
de Duncan (P = 0.05).

Estirpes de Riurobium r 1 b

CNPAF 100 ~0941%* 3776 ~0580¢c
109 —(.998** 5262 0850 be
il1 -G53 5392 -0.929ab
112 ~1.000%* 6776 -1202a
125 -0 899** 3826  -105Bab
126 ~0 8e7** 6522 ~1217a
162 -0 959** 1227 -0.208d
512 ~0.973%F 4759 D B67 ke

dulos em caupi (19) e feijdo (8) pode ocorrer muito
antes dos frutos representarem uma fonte importante
de competicdo pelo carbono A retirada das floras em
{eijao pode, inclusive, aceierar a senescéncia dos adé-
dulos (9), provavelmente porque, sem as vagens, dimi-
nui a demanda por N A senescéncia pode ser entdo
controlada por alpum fator fisioldgico, provavelmente
de origem hormonal, que seria enviado aos nddulos
apos o florescimento {15, 21} Os resultados mostra-
dos neste trabalho, porém, deixam claro que 2 estirpe
de Rhizobian também pode afetar a taxa de senes-
céncia dos nddulos, Embora todas as estirpes tives-
sem sido inoculadas na mesma planta hospedeira,
algumas delas conseguiram manter uma maior por-
centagem de seus nddulos ativos no periodos repro-
dulivo e apresentar um menor declinio na atividade
da nitrogenase Esses dados confirmam, portanto, re-
sultados encontrados em 1940, que mostraram senes-
céncia prematura em estirpes inefetivas (2) As estir-
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Tabela 6. Efeito de 8 estirpes de Rhizobitm, provenientes da EMBRAPA-CPAC e CNPAF, no peso de nodulos (mg - pl™"), na atividade
da nitrogenase {umoles C, H, - p!™") e no N total scumulado na parte aérea (mg-pl™') de feijio cv. Negro Argel. Médizs de
3 repeticoes e valores seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente pelo Teste de Duncan (P = 0,03).

Pego seco de nddulos Adividade da nitrogenase N total
Estirpe de Rluzobium 35 45 55 35 45 55 55
H-3 104 ¢ 266 2Mc¢ 721 ctg 11.29 defg 082¢g 8490 ¢
H-4 75¢ i120¢c 75d 128 efg 176 cdefg 1.14 fg 111.78¢
CNPAF 103 133 ¢ 190 ¢  169ed 10 15 deig 17 40 cdefg 1 86 efg 90.12 ¢
105 583ab  704a 580D 16 90 cdefy 34 .65 abed 116 fg 208120
107 478ab  510b 4500 20 26 cdefg 27 32 bedef 143 fp 19815 b
119 7294 807a  850a 5702a 38 30 abe 4 86 efg 290.15a
333 416 b 491 b 500b 28.03 bede 46,15 ab 4.82 cfp 240.05 ab
234 708 a 840  RBOa 38.48 abe 38 78 abce 4.49 cty 250,12 ab
CV (%) 3326 2700 3397 - 74 72 - 25 20

pes talvez possam influenciar a senescéncia dos nddu-
los pela predugdo de diversas substincias de cresci-
mento, compostos nitrogenados, polissacarideos, etc,
que seriam transportados para a célula hospedeira
(21} Também é possivel que as estirpes afeterm a se-
nescéncia alterando a disponibilidade de oxigénio
para os nodulos, devido a algum efeito na barreira de
oxigénio (20, 22

Entretanto, algumas estirpes como as H-20 e H-41
{experimento 1), CNPAF 119, (NPAF 233 e CNPAF
234 (experimento 3), que se mostraram precoces em
relacdo & nodulacac e fixagdo do N, (1) também
apresentaram senescéncia tardiz dos nddulos devendo,
portanto, ser recomendadas, uma vez que apresentam
um pericdo ativo de fixagao do N, mais prolongado

Todavia, ap6s o periodo médio de enchimento dos
graos, aos 45 DAL, houve um declinio acentuado na
atividade da nitrogenase mesmo com as estirpes mais
promissoras para a senescéncia tardia dos nodulos.
Inicialmente, foi demonstrado, em feijoeiro, que o
pico da atividade da nitrato redutase ocorriz apds o
declinio na atividade da nitrogenase, sugerindo Gue a
complementagio com fertilizante nitrogenado apds
o florescimento beneficiariz 2 produtividade (5) A
utilizagdo de cultivares e estirpes malis responsivas
4 fixagdo do N, porém, nido confirmou, em casa-de-
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