OCORRENCIA NATURAL DE MICORRIZA E RHIZOBIUM PHASEOLI
EM AREAS COM FEIJOEIRO'

S.M. TSAI SAITO?, ELEONORA C.5. MARTINS?, J.R. DE FREITAS® e
A.J. ROSTON®

RESUMO - Experimentos padrdes de 5 m x 5 m (10 linhas de 5 m) foram instalados usando a cultivar
Carioca, em 16 locais no sul de S3o Paulo, de cultivo tradicional de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), para
determinar a existéncia de micorriza vesicular-arbuscular (MVA) e de Rhizobium phaseoli nativos. De-
tectou-se elevado nimero de Rhizobium nos solos {em média, 4 x 10° bact/g dé solo), com abundante
nodulagdo, em condigBes controladas de casa de vegetacdo, e baixa hodulagio em campeo, indicando
que fatares ambientais (principalmente dgua) limitaram o desenvolvimente dos nddulos nas condigdes
de campo. A percentagem de infecgdo pelo fungo MVA no campo variou entre 13,3 e 83,3%, com mé-
dia geral de 53%, ¢ em casa de vegetagdo, entre 6,6 ¢ 53,3%, com média geral de 32%. O niimero de
esporos variou entre 4 ¢ 65 por 50 g de solo, com média ao redor de 21 esporos/50 g solo. A maior
ocorréncia do Rhizobium em casa de vegetagio em relagdo i encontrada no campo € a resposta in-
versa observada com o fungo MVA indicaram que fatores diversas atuaram no estabelecimento e so-
brevivéncia dos microrganismos.

Termos para indexagio: Phaseolus valgoris.

NATURAL OCCURENCE OF MYCORRHIZA RHIZOBIUM PHASEOL!
IN AREAS UNDER BEANS CULTIVATION

ABSTRACT - Standard experimental plots 5 m x 5 m {10 rows of 5 m each) were set with the bean
cultivar Carioca in 16 sites in the south of Sdo Paulo State, Brazil, to determine the presence of native
vesicular-arbuscular mycorrhiza (VAM) and native Rhizobium phaseali, |t was bbserved that Rhfzobfym
phasecli and VAM.are_present in those areas. In respect to Rhizobium, the abundant nodulation in
the glasshouse and high number of Rhizobium in the soil {around 4 x 10° bact/g of soil), compared
to the poor nodulation at those sites, indicate that environmental factors (mainly drought} limited
nodule development under field condition, VAM infection varied between 13,3 to 83,3% in the field,
with an average of 53% and between 6,6 to 53,3% in the glasshouse, averaging 32%. The spore numbers
varied from 4 to 65 per 50 g of soil, with an average of 21 spores/50 g of soil. The higher occurrence
of Rhizobium in the glasshouse when compared with that under field conditions, and the inverse
response observed with VAM fungi indicate that diverse factors have acted on the establishment and

survival of both microorganisms.

Index terms: Phaseolus vuigaris.

INTRODUCAD

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado, em
nossas condi¢des, principalmente em pequenas
propriedades, utilizando baixa tecnologia e solos
pobres (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecui-
ria 1981}, A produtividade média do feijio cultiva-
do no Brasil é muito baixa, cerca de 550 kg/ha
{Projeto Feijdo 1976). Por isso, estudos sobre
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tecnologias que minimizem a dependéncia da cul-
ra aos fertilizantes representariam um passo
importante para o melhor estabelecimento e au-
mento da produtividade do feijoeiro a um menor
custo,

Dois microrganismos se evidenciam em associa-
¢3o simbiética com o feijoeira, aumentando sua
eficiéncia no aproveitamento de nutrientes. Sio
0 Rhizobium phaseoli, cuja contribuigio se deve i
capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico e
cedé-lo a0 hospedeiro (Saito 1982), ¢ a micorriza
vesicular-arbuscular (MVA), fungo da famflia
Endogonoceae, que, ao colonizar a planta, aumen-
ta a superficie de absor¢io do sistema radicular do
hospedeiro com suas hifas (Mosse 1573), tendo pa-
pel principal na absorgio de fosforo e de outros
nutrientes (Mosse et al. 1976, Daft & Nicolson
1966).
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No Brasil, 0 uso de inoculagio como Rhizobium
phaseoli é irrisbrio (AraGjo 1974).° As respostas
4 inoculagdo sdo muito varidveis, desde o insucesso
(El-Beheidi 1970, Nuiiez & Valdez 1976) até res-
postas de 25 a 71 kg N/ha ciclo (Graham & Rosas

1977, Saito 1982, Ruschel et al, 1982). Muitos

fatores estio associados a estes resultados; entre

eles, a competigio com estirpes nativas e a sobrevi.-

véncia da estirpe introduzida em condig3es adver.
sas (Saito & Ruschel 1980},

Deve-s¢ enfatizar a grande dependéncia do fei- -
joeiro em relagdo ao f6sforo e seu microssimbionte .
Rhizobium phaseoli para uma efetiva fixagio de -

nitrogénio (Saito & Ruschel 1978a), Neste contex-
“to, o papel da micorriza se evidencia suprindo a
planta de fosforo ¢ micronutrientes,
O estabelecimento  desta triplice : associagio
Rhizobium-leguminosa-micorriza poderd causar

aumentos ¢fetivos na produgdo, quando eficiente,

Neste trabalho, foi feito um levantamento das

populaqﬁes autéctones de R, phaseoli ¢ da ocor-

téncia de MVA naturalmente estabelecida na cul-
tura,
5m x 5 m (10 linhas de 5 m) com a cultivar
Carioca, em cada um dos 16 locais, onde se cultiva
tradicionalmente o feijoeiro, tentando abranger
uma drea representativa da cultura no Estado de
Sio Paulo, Estas informagdes sio consideradas es-
senciais 3 concepgio de um programa de inocula-
30 com Rhizobium phaseoli, neste estado, aliado

a uma avaliagio do potencial de infeccdo dos mi-

crossimbiontes em condi¢@es naturais de cultivo,

MATERIAL E METODOS

O levantamento foi realizado em 16 locais, tentando
abranger 50% da drea econdmica da cultura, .

Procurou-se, inicialmente, obter informagﬁes sobre

produgdo, produtividade, sistema de cultivo, sistema de
predugio e periodo de cultivo de cada 4rea escolhida para
instala¢io do ensaio (Tabela 1), através de um questiond-
rio respondido pelos proprictdrios.

Experimento de campo

' Foi instalado, em cada drea, um experimento padrdo’

de 5 m x 5 m (10 linhas de 5 m), 4 base de 15 sementes
por metro linear,” empregando a cultivar Carioca, As
sementes foram esterilizadas com H;0, (10% volume)
parz eliminagfio do Rhizobium e imediatamente semeadas.

A adubacio foi feita no plantio usando 80 kg onsfha de.
superfosfato simples € 30 kg K,Q/ha de cloreto de potds-’
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sio. Eliminou-se a adubagfo nitrogenada a fim de evitara
inibigio do Rhfzobium. Qs demais tratos culturais foram
conduzidos normalmente pelos proprietdrios, Dados de
precipitagio pluviométrica foram obtidos posteriormente
junto ao Departamento de Aguas e Energia Elétrica de
Sdo Paulo (Tabela 2).

. Foram tiradas amostras de solo (3 kg) para andlise
quimica (Tabela3), determinagio do nimero mais pro-
vivel de Rhizobium em cada solo e repetigio do ensaio
em casa de vegetagdo. .

Apds seis semanas da semeadura, foram retiradas as
amostras em cada drea, que constavam de 20 plantas
colhidas a0 acaso, A avaliagio da nodulagio foi feita com
base no nimero, tamanho, cor e distribuigao dos nédulos
nas plantas (Tabela 4). Com relagio 4 infecgdo micor-
rizica, utilizou-se o sistema radicular das plantas, que fo-
ram guardadas em frascos “snap cap” de 100 ml, junta-
mente com solugdo conservante FAA (formol, 4cido acé-
tico e dlcool etilico). Foram retiradas amostras (tergo
médio do sistema radicular) e, separadamente, coloridas
pelo método de Phillips & Hayman (1970).

A percentagem de infeccdo micorrfzica foi avaliadaa
partir de observag¢@es ao microscépio dptico, Cada leitura
constou da observagdo de dez segmentos de 1 cm de raiz.
Foram feitas trés leituras para cada local, adotando-se o
critério de considerar positivo o segmento que apresentas-
se estruturas caracteristicas do fungo (vesfculas efou ar-
blsculos) em seu interior, obtendo-se, assim, a percenta-
gem de infecgdo que, apds andlise de variincia, revelou a
percentagem mais provdvel de infecgfo nos solos anali-
sados.

Experimento em casa de vegetagdo

Foi realizado um ensaio em casa de vegetagdo, utilizan-
do os solos trazidos dos locais estudados, Para cada local,
utilizaram-se 500 g do solo amostrado, colocando-se em
sacos de pldstico escurecido (trés repeticBes).

A adubagio fo fejta na dosagem equivalente 4 do cam-
po, tendo sido semeadas quatro sementes por vaso, dei-
xando-s¢, apds o desbaste, duas plantas por vaso, -

As plantas foram colhidas apds seis semanas da semea- .
dura e realizaram-se as andlises de infeccdo e nodulagao '
conforme descrito para o campo. ’

-0 solo da rizosfera das plantas foi pesado (50 g) para’
contagem de esporos pelo método de decantag3o e penei-
ragem (Gerdemann & Nicolson 1966).

A determinagio do nimero mais provivel de hazo-
bium (NMP) em cada solo foi feita com base em plantas
de feijoeiro, mantidas em condigSes assépticas em ver-
miculita. e - solugio nutritiva deficlente em N mineral”
(McKnight '1949). - Adotouse o método de Brockwell
(1963) e o sistema de tubos com vermiculita de Saito
& Ruschel (1978b) modificado. Para cada solo, -
usou-se uma série de diluicdes de 10° a 107 em dupli-
cata e os dades estdo incluidos na Tabela 4. As condi-
gbes do “fitotron™ foram de 259C/20°C para dia/noite;
13 horas de fotoperiodo & intensidade de 20.000 lux
(24 w/m?) & 60 a 70% de umidade relativa.
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RESULTADQOS E DISCUSSAO

A maioria das dreas estudadas, do sul do Estado
de Sdo Paulo, representam pequenas propriedades,
com drea variando de 10 a 60 ha, exceto -trés
propriedades de 4rea superior a 100 ha. Plantam
feijao solteiro em segundo e terceiro ciclos consecu-
tivos, praticam adubagdes pesadas em N mineral
€ n3o irrigam a cultura (Tabela 1),

TABELA 2, Precipitagio pluviométrica mensal (mm/més)
durante a condugdo dos experimentos no
campo {margo/maio 1981).

Precipitagdo {mm/més}

Local Margo Abril Maio
Avard 61,0 161,6 66,5
Itaf 726 1274 45,5
Taquarituba 54,3 110,3 33.9
Fartura 66,7 151,0 11,9
Itaparanga 85,3 157,9 30,2
Itapeva 48,3 115,9 19,4
ltabera 55,5 103.8 25,0
Buri 1348 103,58 243
Capdo Bonito 87.4 1172 415

Fonte: DAEE - Departamento de Agua e Energia Elétrica
{nio publicado)

Nao estdo inclufdos os dados de Itararé

TABELA 3. Anilise quimica dos solos estudados,

S.M.T, SAITO et al.

Observou-se, durante a condugio do experimen-
to (perfodo de margo a maio de 1981), baixa preci-
"pitagdo pluviométrica, principalmente no infcio da
cultura (Tabela 2},

Devido talvez as adubagSes praticadas, as ani-
lises dos solos das 4reas estudadas revelaram teores
adequados dos macronutrientes P, K, Ca, Mg na
maioria das 4reas (Tabela 3). Alguns teores consi-
derados deficientes foram encontrados esporadica-
mente, Em contrapartida, os nifveis de pH destes
solos indicam que s3o, em geral, solos 4cidos,
Em 11 das 16 4reas estudadas, o pH foi inferior
a6,

Levantamento de R. phaseoli nativo

Observando-se a Tabela 4, percebe-se que os
solos estio populades com alto ntimero de R,
phaseoli nativo, dado o nlimero mais provivel
(NMP) de Rhizobium nos solos. Brockwell et al,
{1968}, em estudos de populagdes autdctones de
R, trifolii, consideraram como alta uma popula-
¢io de 9,8 x 10° bact/g de solo, Observa-se, neste
trabalho, que, em dez 4reas, o NMP superou o va-
lor 1,5 x 10° bact/g de solo, Apesar deste alto ni-
mero de Rhizobium no solo, os dados de nodula-
¢3o no campo foram baixos, com nddulos em geral
pequenos (> 2 mm}, em pequenc niimeto e de colo-
ragdo verde efou branca, indicando fixagio pouco

+ +
NOexp.  Local C% P Ca? PN Wt Mo’ pH
e.mg/100 g solo ppm

1 Avaré 4,95 0,17 0,52 4,73 1.41 0,16 0,48 72 5,74
2 Itaf 8,00 0,58 0,76 4,14 1,03 Q0,56 0,48 97 5,25
3 Taquarituba 8,40 0,13 0,45 5,00 1,86 0,32 1,12 72 5,67
4 Taquarituba 4,20 0,13 0,80 6,78 1,44 0,16 0,64 70 5,64
5 Fartura 3,30 0,25 0,21 6,33 0,88 0,16 0,48 72 591
6 Itaporanga 6,30 0,30 0,40 3,76 0,89 0,80 0,64 69 5,28
7 1tapeva 12,75 0,52 0,75 5N 0,77 1,36 0,08 75 5,22
8 Itapava 4,65 0,28 0,59 12,50 1,37 0,24 0,24 61 7.00
9 Itapeva 9,45 0,06 0,33 3,60 1.44 0,24 0,72 61 6,056
10 ltabers 6,00 0,58 2,60 6,96 2,42 D,16 0,72 64 6,50
11 Itaberd 3,75 0,35 0,65 5,73 1,02 0,16 0,32 62 6,53
12 Itabera 6,75 0,21 0,82 4,68 0,66 0,66 0,72 64 5,25
13 Itararé 4,20 0,41 0,67 1,13 1.13 0,40 0,40 62 6,50
14 Buri 10,60 0,35 0,40 0,93 0,72 1,28 0,01 62 4,84
15 Capéo Bonito 3,30 0,21 0,51 2,46 0,77 1,04 0,08 69 5,10
16 Capao Bonito 7.20 0,35 0,42 3,24 0,73 0,96 0,88 78 5,23

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 18(8):855-861, ago. 1983,
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TABELA 4. Contagem do nimero mais provivel (NMF}
de Rhizobium phaseoli e do nimero de es-
poros de fungo micorrizico (VA) nas dreas

estudadas.

Local Rhizobium phasaoli VAM esporos

NMP (n®bact/g solo) VA/50 g solo
1. Avaré 7.0x 108 9
2. ltaf 6,9 x 10° 16
3, Taquarituba 0,6x10° 10
4. Taquarituba 8,9 x 108 8
5. Fartura 1,8x 108 20
6. ltaporanga 5,9 x 10° 4
7. ltapeva 5,9 x 10° 59
8. ltapeva 6,9 x 10° 10
9, ltapeva 6,9 x 104 12
10, ttaberd 5,8x 10° 42
11. Itabera 6,9 x 10° 65
12. Itaber4 1,8 x 10° 10
13. ltararé 1,8x10° 7
14, Buri - 24
15, Capio Bonito 59x10° 39
16. Capio Bonito 6,9 x 10° 7

259

eficiente (Tabela 5). Vérios fatores poderiam estar
envolvidos nesta baixa nodulagio observada. Se-
gundo Graham (1980), o teor de nitrogénio no
solo, o “stress” hidrico, a temperatura e acidez do
solo, entre outros, afetam substancialmente a
nodulagio e fixagio de nitrogénio. O efeito de
inibi¢io do Rhizobium pelo nitrogénio nio deve
ter sido tio marcante, desde que se evitou a aduba-
¢io nitrogenada no plantio. A acidez dos solos
pode ter influenciado, porém presume-se que uma
das principais causas da baixa nodulagio observada
em campo seja o “stress” hidrico sofrido pela cultu-
ra na maioria das ireas (Tabela 2), principalmente
no inicio do desenvolvimento vegetativo, aliado a
temperatura desfavordvel, Tais causas fundamen-
tam-se, ainda, na observagio de que a capacidade
de nodulag@o das estirpes nativas aumentou, quan-
do em condigdes de temperatura e umidade favo-
rdveis, obtidas em casa de vegetagio (Tabela 5).
Observa-se que, em algumas ireas, como Taquari-
tuba 3 e Capdio Bonito 15, havia menor ntimero

TABELA 5. Determinacio da nodulagic natural de Rfizobium em campo, observada em 20 plantas por 4rea e em casa
de vegetagio (duas plantas/vaso e trés repetigGes), com idades variando entre 40 e 50 dias.

Campo Casa de vegetagao
Local Ne Temenho Distribuigio  Peso Tamanho
or . X Cor
médio {mm) na raiz* {ma/pl) médio {mm)
1. Avaré 113 <2 branca 2 37,75 2-3 rosada
2. 1tal 84 2-3 verde 2 41,75 >3 rosada
3. Taquarituba N <2 branca 2 31,27 <2 rosada
4. Taquarituba 69 <2 verde e rosa 1,2 58,30 >3 rosada
5. Fartura <10 <2 deteriorada 2 10,50 <<2 rosada
8. ltaporanga 19 <2 branca 2 47,52 2-3 rosada e verde
7. Itapeva 74 .2-3 verde e rosa 2 68,25 <2 rosada
8. Htapeva 192 <2 verde e rosa 2 44,00 <2 rosada
9, Itapeva 36 <2 verde e braca 2 16,00 <2 muito verde
10, Itabers - - - - 29,00 <2 rosada
11, Itaberé 257 <2,2-3 verdeerosa 2 41,25 <2,2-3 rosada
12, ltaberd 17 <2 verde 2 39,75 <2 rosada
13. ltarard 309 2-3 verde e rosa 1 42,25 2-3 rosada
14, Buri - - - - 9,50 >3 rosada
15. Capédo Bonito 25 2-3 branca 2 46,52 >3 rosada
- 16. Capdo Bonite 262 2-3 verde e rosa 2 41,07 <2 rosada

* 1= primdria - nédulos no eixo principal

2= secundéria - nddulos nas rafzes secundérias

Os nodulos em casa de vegetagio estavam uniformemente distribufdos.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 18(8):855-861, ago. 1983.
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de Rhizobium nativo (0,6 x 10? bactfg de solo
e.59 x 10° bact/g de solo, respectivamente),
‘rnas, sob condigSes controladas em casa de vege-
tagdo, estas estitpes nodularam bem. Em outras
ireas, como Fartura e Itapeva 9, havia alto nimero
de Rhizobium nativo (1,8 x 10° bact/g de solo ¢
6,9 x 10® bact/g de solo, respectivamente), mas,
-em casa de vegetagdo, estas estirpes presentes no
solo nio nodularam abundantemente; em Iltapeva
9, além de baixo peso de nédulos (16 mg/pl), os
nédulos existentes eram muito verdes, indicando
baixa eficiéncia fixadora."

Este comportarnento das estirpes nativas, em
campo e casa de vegetagio, poderia ser indicativo
da necessidade de inoculagio. As dreas altamente
populadas ¢ com bom potencial de nodulagio,
como Itaf 2, Itapeva 8, Itaberd 11, Capao Bonito
16 e “Jtararé 13 & amda, irea com baixo ntimero
de Rhizobium, porém com boa nodulagio, neces-
‘suarlam, em primeiro lugar, dar condi¢Bes satis-
fatérias 4 expressio da slmbxose, principalmente
na forma de priticas agricolas, como uso de cala-
gem, priticas que aumentem ou retenham a umi-
‘dade do solo e irrigagiao,

Isto, porém, exigiria o uso de tecnologia, du-

rante todo o ciclo da cultura. Aliado a isso, seria

necessirio o uso de inoculagio, mas com base em
selegio de estirpes nativas mais eficientes e mais
competitivas, Nas 4reas em que hd alto nimero de
Rhizobium, mas com baixo potencial de nodula-

¢do (Fartura 5 e Itapeva 9), haverd necessidade da

introdugio de estirpes altamente competitivas,
eficientes e adaptadas para eliminar o Rhizobijum
native pouco eficiente,

Levantamento da micorriza VA

O potencial de indculo pelo fungo micorr{zico,
tefletido pelo nimero de esporos por 50 g de solo
nos diversos locais, foi muito varidvel (Tabela 4).
Em nove 4reas estudadas, porém, o nfimero de
esporos foi inferior a 14 esporOSISO g de solo,

Nio houve correlagao entre niimero de esporos
nos solos e percentagem de infecgio micorrizica en-
contrada em cada solo, fato constatado também por

Danese & Cardoso {1981) em cana-de-agiicar, Com -~

base nos dados obtidos de infecgio micorrizica em
campo (Tabela 6), percebe-se que a micorriza VA es-

ti presente, infectando a planta, em grande parte .
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das 4reas estudadas, Os dados variam entre um mé-
ximo de 83,3% em Itaporanga 6 e Capiic Bonito
15 ¢ o minimo de 13,3% de infecgdo micorr{zica
em Buri 14, Entretanto, verificou-se uma infecgao

-pelo fungo, superior a 40%, em-12 das 16 dreas

estudadas, valores estes bem maiores que os en-
contrados por Kruckelmann {1975) em feijoeiro

“inoculado (ao redor de 20% de infecgio). Estes

dados denotam que hi fungo micorrfzico nestas
4reas e que fatores ambientais, principalmente se-
ca, ndo tém influéncia muito grande no estabeleci-
mento e desenvolvimento da micorriza VA. Isto
¢ salientado quando verifica-se que, em casa de
vegetagdo, mesmo sob condigBes de umidade ¢
temperatura ideais ao desenvolvimento do hospe-
deiro, houve um grande decréscimo na percenta-
gem de infecgio micorrizica em todos os solos,
com excecdo de Buri 14 e Itararé 13, Alguns
fatores podem estar envolvidos nesta. menor
infecgio observada, principalmente ligados 3
sobrevivéncia do fungo VA, como perfodos de ar-
mazenamento sem o hospedeiro, Outros fatores,
como menor espago ffsico dado pelo vaso para ex-

_ploragdo das rafzes e umidade alta dos solos, po-
dem- ter influfdo também na menor resposta em

casa de vegetagio.

TABELA 6. Determinagio da infecdo natural de fungos
VA (20 plantasfdarea) e casa de vegetagio
(duas plantas/vaso) em raizes de feijoeiro,
com 42 dias de idade, Dados de trés repeti-

gOes,

Local Campo - Casa vegetagdo
: % infecgdo - % infecgdo
Avarg 733+230: 366% 58
Ital 53,3% 58" 66+ 58
Taquarituba 733 58 166% 5,8
Taquarituba 7001100 366115
Fartura : 43,3 58 1661115
Itaporanga 83,3% 58 433t 58
{tapeva 3331153 36,61 58
Itapeva 4001100 33,3 58
. Itapeva 30,0173 2661153
Itabers 56,6 X 25,2 5331115
Itabers 66,6 £11,6: 30,0100
Itaberd 300 58 23,3153
ftararé - 40,0100 400210,0
Buri 133% 58 400% 0 -
Cap3o Bonito 83,3120,8 40,0%17.3
Capéo Bonito 30,0%10,0 333% 58
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