INiCIO DA NODULAGAO EM SETE CULTIVARES DE FEIJOEIRO
INOCULADAS COM DUAS ESTIRPES DE RHIZOBIUM'
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RESUMO - A nodulagio precoce e manutengdo de nédulos efetivos durante o florescimento do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L..) podem favorecer a fixagdo biologica do N, nessa cultura. Dessa forma, procurou-
-se identificar o potencial de indugdo dos genes da nodulagdo e o potencial de atragdio simbidtica das
raizes de sete cultivares de feijoeiro inoculadas com duas estirpes de Rhizobium. As simbioses diferiram
quanto 4 exsudagio dos indutores dos genes nod, pela planta hospedeira, e quanto  sintese de moléculas,
pelo rizébio, responséveis pelo incremento no nimero de pélos radiculares e esses dois parametros
estiveram relacionados positivamente com a nodulagdo ¢ fixagio do N,. Todas as cultivares apresentaram
boa adesdo do rizobio, com recuperagdo média de 0,72% a 8,61% do inéculo inicial, respectivamente, na
raiz primaria € nas raizes secundarias. Nas cultivares de griaos bege ou amarelo, entretanto, a recuperagio
de células nas raizes secundarias superou em mais de dez vezes aquela encontrada nas raizes primarias,
indicando um potencial para nodulagfo secundaria. As cultivares Carioca e ESAL-580 apresentaram os
melhores desempenhos simbi6ticos, enquanto a IAPAR-20 e a Rio Tibagi apresentaram os piores
desempenhos.

Termos para indexag@o: adesdo radicular, fixagdo bioldgica do nitrogénio, fator Nod, flavonéides, genes
danodulagdo, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, Rhizobium tropici.

INITIAL NODULATION IN SEVEN BEAN CULTIVARS INOCULATED
WITH TWO RHIZOBIUM STRAINS

ABSTRACT - Early nodulation and maintenance of nodule activity after common bean (Phaseolus
vulgaris L.) flowering can favor higher N, fixation rates with the culture. Consequently, we have tried
to identify the potential of induction of rhizobial nodulation genes and the potential of attraction of
rhizobia to roots of seven bean cultivars inoculated with two Rhizobium strains. Differences were found
among symbioses in relation to the exudation of nod-gene-inducing compounds by the host plant and in
relation to the synthesis of molecules, by the Rhizobium, responsible for the increase in the number of
root hairs. These two parameters were positively related to higher nodulation and N, fixation rates. All
cultivars have shown good adhesion of rhizobia recovering, in average, 0.72% to 8.61% of initial
inoculum, respectively on the primary and secondary roots. The recovery of cells on the secondary
roots of cultivars with light-brown or yellow seed coat was ten times higher than in the primary root,
indicating a good potential for secondary nodulation. The best symbiotic performances were achieved
by cultivars Carioca and ESAL-580 and the worst by IAPAR-20 and Rio Tibagi.

Index terms: biological nitrogen fixation, flavonoids, Nod factor, nodulation genes, Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, Rhizobium tropici, root adhesion.

' Aceito para publicagdo em 19 de margo de 1996. INTRODUCAO

Eng. Agr., M.Sc., EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa O feijdo ¢ largamente consumido no Brasil, cons-
de Soja (CNPSo), Caixa Postal 231, CEP 86001-970 tituindo uma das principais fontes de proteina da
Londrina, PR. Bolsista da CAPES. populagdo. Ocupa grandes areas cultivadas, mas com

* Bidlogo, TURFAL LTDA. Caixa Postal 7410, CEP 82530-030  produtividade baixa, em média 505 kg/ha (Anuario...,
Curitiba, PR. 1993). A falta de tecnologia, na maioria dos cultivos,

*Eng? Agrs, Ph.D., EMBRAPA-CNPSo. Bolsista do CNPq.  contribui decisivamente para a perda de produtivi-
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dade do feijoeiro no Pais e, nesse quadro, o forneci-
mento adequado de nutrientes, particularmente o N
e o P, é um dos fatores limitantes a obten¢fo de mai-
ores rendimentos (Araujo, 1994).

A inoculagdo das sementes com bactérias do gé-
nero Rhizobium apresenta-se como uma tecnologia
de baixo custo para o fornecimento de nitrogénio as
plantas. Ndo ha dividas de que, em condigdes de
casa de vegetagdo, determinadas combinag¢des de
cultivares de feijoeiro com estirpes de Rhizobium
podem fornecer N ao feijoeiro em quantidades
equiparaveis as das plantas que recebem N mineral
(Hungria et al., 1985; Hungria & Neves, 1987;
Barradas et al., 1989). No campo, porém, tanto ha
relatos de respostas positivas a inoculagdo (Ferraz,
1982; Duque et al., 1985; Costa et al., 1989; Araujo,
1994), quanto negativas (Pereira et al., 1984; Nicoloso
& Santos, 1990). Desse modo, freqlientemente se
questiona a capacidade do feijoeiro em suprir suas
necessidades nitrogenadas pelo processo de
fixagdo biologica do N,, fazendo-se recomendavel o
uso de fertilizantes nitrogenados naquela cultura
(Brasil, 1993).

Diversos fatores ambientais, como temperatura,
umidade e acidez, podem ser responsaveis pelo
insucesso da simbiose Rhizobium-feijoeiro no cam-
po (Hungria & Franco, 1993; Araujo, 1994). Entre os
fatores intrinsecos a simbiose, porém, o mais citado
¢ o ciclo curto da cultura, que ndo permitiria o
acimulo das quantidades necessarias de N ao de-
senvolvimento das plantas (Hungria & Thomas, 1987;
Barradas et al., 1989; Chaverra & Graham, 1992; Kipe-
-Nolt & Giller, 1993; Kipe-Nolt et al., 1993; Araujo,
1994). Um aumento no periodo ativo de fixagdo do N,
pode ser conseguido pela sele¢do de plantas e bac-
térias que permitam a nodulagdo precoce (Barradas
& Hungria, 1989; Barradas et al., 1989; Hungriaetal.,
1991a) ou a senescéncia tardia dos nddulos (Hungria
& Franco, 1988; Barradas et al., 1989; Boddey &
Hungria, 1990).

A formagdo dos nédulos ocorre como resultado
de um processo com etapas multiplas, que inicia com
a exsudagdo de substincias quimiotaticas e/ou com-
postos que estimulam a multiplicagdo do rizobio. Si-
nais moleculares sdo, entdo, exsudados pela planta
hospedeira e, no caso do feijoeiro, o principal grupo
de compostos indutores das sementes foi identifica-
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do como antocianinas e flavonoéis, que também sdo
responsaveis pela coloragdo dos grdos. A bactéria
responde aos indutores da planta com a sintese de
outros sinais moleculares, os fatores Nod, que sdo
lipo-oligossacarideos (também denominados, mais
recentemente, oligossacarideos lipo-quitinicos), os
quais provocam alteragdes morfolégicas nas raizes,
que devem ocorrer, obrigatoriamente, no estadio da
pré-infecgdo. Somente apds essas etapas, seguem-
-se a aderéncia das bactérias aos pélos radiculares, a
penetragdo do rizobio naraiz e a formagéo, propria-
mente dita, dos nodulos (Hungria, 1994).

Embora a nodulagio do feijoeiro ocorra, inicial-
mente, na raiz principal, sabe-se que as raizes laterais
tém uma participagdo efetiva na nodulagdo e fixagdo
de N,, contribuindo para a formag&o de nédulos em
etapas posteriores do desenvolvimento da planta €
incrementando o periodo ativo de fixagdo, o que
resulta em maior acimulo de N nos tecidos (Wolyn
et al., 1989; Hardarson et al., 1993). Conquanto as
interagdes entre a nodulagfo primaria e a secundaria
no feijoeiro tenham sido pouco estudadas, em estu-
dos com outras leguminosas, foi estabelecido que a
nodulagdo é um processo auto-regulado pela planta
hospedeira e que a formagao de nédulos na raiz pri-
maria inibe a nodulag&o posterior (Pierce & Bauer,
1983; Rolfe et al., 1988). No Brasil, ndo ha estudos
sobre a nodulagfo nas raizes secundarias e desco-
nhecem-se as caracteristicas das cultivares de
feijoeiro e estirpes de rizébio que se relacionam com
a nodulagdo precoce e a senescéncia tardia dos
nédulos, permitindo a prolongago do periodo ativo
de fixacdo do N..

Este trabalho teve como objetivo avaliar a res-
posta de diferentes cultivares de feijoeiro, inocula-
das com as duas estirpes de Rhizobium (SEMIA 4064
e SEMIA 4077), que hoje sdo recomendadas comer-
cialmente, em relagdo a algumas etapas iniciais do
processo de nodulagio nas raizes primaria e secun-
darias do feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

Cultivares de feijoeiro e estirpes de bactéria

Foram avaliadas sete cultivares de feijoeiro, uma com
graos de coloragdo amarela, tipo comercial jalinho
(EMGOPA-201), trés com coloragio bege com rajas havana,
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tipo comercial Carioca (ESAL-580, Carioca, Carioca-80),
uma do grupo comercial mulatinho, com coloragdo bege
(IPA-7) ¢ duas do tipo comercial preto, com tegumento de
coloragdo preta (IAPAR-20 e Rio Tibagi). Essas cultivares
foram escolhidas como representativas de diferentes
regides do Pais (Tabela 1). Para a inoculagio, utilizaram-se
duas estirpes de Rhizobium que nodulam o feijoeiro,
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli SEMIA 4064
(= UMR 1135 ou =UFRGS 196, isolada na Universidade
de Minnesota, Estados Unidos) e Rhizobium tropici
SEMIA 4077 (= CIAT 899, =UMR 1899 ou =HAMBI
1163, isoladano CIAT, Colémbia). Até a V RELARE (Rede
de Laboratérios para Recomendagdo de Estirpes de
Rhizobium e Bradyrhizobium), essas duas estirpes foram
recomendadas para a utilizagdo em inoculantes comerciais.
Como a SEMIA 4064, contudo, vinha mostrando perda da
capacidade de nodular e da eficiéncia no campo, ela deixou
de ser recomendada a partir da VI RELARE (Hungria &
Araujo, 1995). O meio de cultura para crescimento das
estirpes foi o extrato de levedura-manitol (YM)
(Vincent, 1970).

Inducio dos genes da nodulagio de Rhizobium pelos
exsudatos das sementes

As sementes de feijoeiro foram desinfectadas superfi-
cialmente (Vincent, 1970) ¢ incubadas em agua deionizada
e estéril, sob agitagdo, para permitir aeragdo, durante 24
horas. As solugdes foram esterilizadas por filtragdo, em
filtros millipore estéreis, com didmetros de poros sucessi-
vos de 0,8, 0.4 € 0,2 um. Antes do uso, as solugdes foram
checadas para contaminagdo em meio YM, por 72 horas.
A indugdo dos genes da nodulagio foi avaliada pela ativi-
dade da -galactosidase, conforme descrito por Hungria et
al. (1991b), utilizando-se a estirpe RBL 1283 de
R. leguminosarum bv. phaseoli, que contém a fusdo
nodA::lacZ em seu plasmideo simbiético. O ensaio foi
conduzido com quatro repetigdes.

Efeito da inoculagio no fenétipo Hai

O fenétipo Hai (hair induction, aumento no nimero de
pélos radiculares) nas raizes primaria ¢ secunddrias, em
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resposta a inoculagdo, foi estudado em condigdes axénicas,
isto ¢, na auséncia de outros microrganismos. As sementes
foram desinfectadas superficialmente, pré-germinadas em
cdmara de germinag#o a 25°C, por dois dias, ¢ plantadas
em frascos de 500 ml, que continham 150 ml de meio com
8 g.I" de agar e solugdio nutritiva isenta de N, adicionados
de 0,5 mL1"! da solugdo estoque de Somasegaram & Hoben
(1985), a um pH final de 6,8. Os frascos foram cobertos
com algodao e gaze e esterilizados em autoclave, antes do
plantio. A seguir, as sementes foram inoculadas com 1 ml
por semente das estirpes crescidas em meio YM, com 10°
células.ml”'. O experimento foi conduzido em condig¢des
controladas, em cdmara de crescimento a 26°C e 60% de
umidade, com regime de luminosidade de 12h/12h
(dia/noite). Aos 15 dias apos o plantio, o fenétipo Hai foi
avaliado por microscopia Optica, ap6s a coloragdo com
0,01% de azul de metileno (p/v) em agua deionizada, incu-
bagdo por 15 minutos em cadmara Umida a temperatura
ambiente ¢ lavagem cuidadosa, por pelo menos trés vezes,
em agua deionizada (Hungria et al., 1994). Foram atribui-
das notas de 0 a 5 para a densidade de pélos radiculares,
segundo escala de Hadas & Okon (1987), com 0 para a
menor densidade e 5 para a maior. O ensaio foi conduzido
com quatro repetigdes.

Adesdo de Rhizobium as raizes

O teste de adesdo as raizes foi adaptado do descrito
por Boiardi & Galar (1988). Inicialmente, procedeu-se a
desinfecgdo superficial das sementes (Vincent, 1970), que
foram, entdo, colocadas em placas de Petri com algodao
umedecido, em incubadora, a 28°C, durante quatro dias.
Ap0s a germinagdo das sementes, as pontas das raizes
primarias (2 cm) foram cortadas com estilete esterilizado.
Para cada cultivar, utilizaram-se 30 pontas de raizes, que
foram colocadas em erlenmeyer de 500 ml, contendo
100 ml de inoculo das estirpes SEMIA 4064 ¢ SEMIA
4077 (1:1, v:v), na concentragdo de 10° células.ml.
O material foi submetido & agitagdo mecéanica constante
(100 rpm, a 28°C), por 1 hora. Ap6s esse procedimento,
as raizes foram retiradas ¢ secas, assepticamente, em
papel-filtro esterilizado, sendo transferidas, em seguida,

TABELA 1. Caracteristicas das cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) utilizadas nos experimentos.

Cultivar Massa de 100 Nitrogénio nas Cor do tegumento Origem
sementes (g) sementes (%)

EMGOPA-201 20,10 3,86 Amarelo APROSSUL, Dourados (MS)

ESAL-580 18,95 3,80 Bege com rajas havana UFLA, Lavras (MG)

Carioca 21,10 3,90 Bege com rajas havana IAC, Campinas (SP)

Carioca-80 25,26 3,68 Bege com rajas havana UFLA, Lavras (MG)

IPA-7 25,20 3,66 Bege IPA, Recife (PE)

IAPAR-20 19,21 3,97 Preta IAPAR, Londrina (PR)

Rio Tibagi 17,48 3.41 Preta IAPAR, Londrina (PR)
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para erlenmeyer (1.000 ml), que continha 700 ml de 4gua
deionizada estéril, e novamente agitadas mecanicamente
(150 rpm, a 28°C), por 5 minutos. Em seguida, foram
retiradas oito pontas de raizes e distribuidas, duas a duas,
em quatro tubos de ensaio, que continham 5 ml de solugio
Tween 80 a 0,1%, em agua. Os tubos foram agitados por 1
minuto, procedendo-se, em seguida, a diluigao seriada e ao
plaqueamento (técnica de pour-plate, Vincent, 1970). As
placas foram incubadas por quatro dias, em incubadora, a
28°C. No ensaio com raizes secunddrias, as sementes
foram germinadas em incubadora, durante cinco dias, para
emissdo de raizes, separando-se 64 pontas (32 sementes),
com 3 cm de comprimento, de cada cultivar, seguindo-se a
mesma metodologia descrita para raizes primérias. Apés a
incubagdo ¢ a lavagem das raizes, foram retiradas 16 pon-
tas de raizes do erlenmeyer, que foram distribuidas, quatro
a quatro, em tubos de ensaio com 5 ml de solugdo Tween
80 a 0,1%. Em seguida, realizaram-se a diluigdo e o
plagueamento com incubagio, conforme descrito anterior-
mente. Os resultados foram expressos pelo nimero de
células rizobiais recuperadas (formadoras de coldnia em
placa) para cada cultivar, com quatro repeti¢des por trata-
mento.

Experimento de nodulagio

Utilizaram-se, nesta etapa, vasos de polipropileno
(9,0 cm de altura e 7,5 cm de didmetro) com 100 g de
vermiculita, esterilizados em autoclave (1 h, 128°C,
1,5 atm), sendo, posteriormente, umedecidos com 70 ml
de 4gua deionizada estéril ¢ 50 mi de solugdo nutritiva de
Norris isenta de N (Vincent, 1970). Sementes de cada cul-
tivar foram desinfectadas superficialmente e incubadas a
28°C, conforme descrito anteriormente. Apds 48 h, as
raizes das sementes germinadas tiveram suas pontas
marcadas com tinta 4 prova d’agua (exceto as testemu-
nhas), transplantando-se duas sementes por vaso. As es-
tirpes de Rhizobium (SEMIA 4064 e 4077) foram multi-
plicadas, separadamente, em meio de cultura liquida (YM),
por 48 h, em tubos que continham 10 ml de meio. Proce-
deu-se, em seguida, a contagem de células em camara de
Petroff-Hauser, padronizando-se a concentragio das es-
tirpes em 10°células.ml”, pela diluigdo em 4gua deionizada
estéril. A seguir, as sementes foram inoculadas com 1 ml
da concentragio final de cada estirpe por semente. Os va-
sos foram colocados em cAmara de crescimento, com tem-
peratura de 25/28°C (dia/noite), 14 h de fotoperiodo e
60% de umidade relativa. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repe-
tigdes. Passados 30 dias, procedeu-se a coleta do experi-
mento, avaliando-se a nodulagdo e considerando-se todos
os noédulos formados acima da marca como nodulag3o aci-
ma da coroa. As plantas foram secas em estufa (65°C), até
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atingirem peso constante e, para se obter o nitrogénio total
fixado simbioticamente (analisado pelo método de
Kjeldahl), somou-se o nitrogénio total da parte aérea ¢ da
raiz da planta, subtraindo-se o nitrogénio contido nos graos
de cada cultivar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relag@o a atividade indutora dos genes da
nodulagdo, constatou-se que os maiores valores no
ensaio da B-galactosidase foram conseguidos com
exsudatos das sementes da cultivar Carioca, e que a
ESAL-580 apresentou niveis de indu¢do semelhan-
tes (Tabela 2). J4 a menor exsudagdo de indutores foi
observada nas duas cultivares de grios pretos,
IAPAR-20 e Rio Tibagi. O fenétipo Hai, produzido
por compostos soluveis sintetizados apés a indugdo
do rizobio, espelhou a atividade indutora dos genes
nod, tanto em relagdo ao maior nimero de pélos
radiculares (Carioca e ESAL-580), como em relagio
aos menores valores desse pardmetro (IAPAR-20 e
Rio Tibagi) (Tabela 2).

Embora n3o fossem detectadas diferengas esta-
tisticas entre as cultivares na recuperagio de células
naraiz primaria, a'lAPAR-20', a'Carioca-80' e a 'Rio
Tibagi' foram as que apresentaram maior aderéncia
de rizébio (Tabela 3). A adesdo das células foi maior
nas raizes secunddrias, destacando-se o bom desem-
penho da'ESAL-580', da'Carioca 80'e da'[APAR 20'
(Tabela 3). As cultivares recuperaram, em média,
0,72% do in6culo inicial na raiz primériae 8,61% nas
raizes secundarias.

Foram observadas diferengas significativas, en-
tre as sete cultivares de feijoeiro, no comportamento
simbiético (Tabela4). A cultivar Carioca, seguida pela
ESAL-580, apresentou destaque nos pardmetros de
ntiimero de nédulos, massa nodular seca e N total
fixado. As demais cultivares nio apresentaram dife-
rengas significativas nesses mesmos pardmetros, mas
aquelas de grdos pretos, IAPAR-20 e Rio Tibagi,
foram as que apresentaram menores valores de N
total proveniente da fixag#o. O parAmetro de percen-
tagem de nédulos acima da marca na raiz demons-
trou uniformidade entre as cultivares (Tabela 4).

Na primeira etapa do processo da nodulagéo, ocor-
re a troca de sinais moleculares entre a planta hospe-
deira e o microssimbionte (Hungria, 1994). Inicial-
mente, a planta hospedeira exsuda indutores dos
genes da nodulagdo (genes nod) do rizobio e, no
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TABELA 2. Atividade indutora dos genes da nodulagiio (avaliada indiretamente pelo ensaio da B-galactosidase
com a estirpe RBL1283, contendo a fus#io nodA::lacZ no pSym) de exsudatos de sementes de sete
cultivares de feijoeiro e fenétipo Hai (aumento no niimero de pélos radiculares) dessas cultivares
infectadas com as estirpes de Rhizobium SEMIA 4064 e 4077, na concentragdo de 10° células.ml™.

Meédias de quatro repetiq;iies.l

Cultivar Atividade da 8 Densidade de pélos radiculares?
galactosidase
(U.semente’.h™") Raiz principal Raizes Secundarias

EMGOPA-201 1001 b 2,75a 4,13 a
ESAL-580 1312 a 2,75a 425a
Carioca 1514 a 2,75 a 425a
Carioca-80 802 b 2,25 a 4,00 ab
IPA-7 998 b 2,75a 4,00 ab
IAPAR-20 687 ¢ 2,50a 3.13 be

Rio Tibagi 622 ¢ 1,25b 3,00 c

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

? Escala de notas de 0 (menor) a § (maior), segundo Hadas & Okon (1987).

TABELA 3. Nimero de células recuperadas de rafzes primarias e secundarias de sete cultivares de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) infectadas com as estirpes SEMIA 4064 e 4077 (105 células.ml"). Parametro
avaliado aos quatro dias apés a inocula¢dio. Médias de quatro repeti<;6es.l

Cultivar Nimero de células aderidas (log)
Principal Secundaria
EMGOPA-201 272a 3,43 ab
ESAL-580 223a 4,60 a
Carioca 2,64a 331b
Carioca 80 2,92 a 3,94 ab
IPA 7 220a 3,19b
JAPAR 20 333 a 3,68 ab
Rio Tibagi 290 a 2,83b

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

caso do feijoeiro, os compostos das sementes foram
identificados como flavonoéides, que estdo associa-
dos a cor do tegumento (Hungria et al., 1991b). Foi
demonstrado, ainda, que uma cultivar mutante com
grios brancos exsudava menos indutores e, apre-
sentava, também, nodulago reduzida (Hungria &
Phillips, 1993). O feijoeiro apresenta uma grande va-
riagdo na coloragio das sementes, controlada por
diversos genes relacionados com a sintese de

flavoudides (Feenstra, 1960). Neste trabalho, os
exsudatos de duas cultivares com coloragdo bege
com rajas havana, ESAL-580 e Carioca, apresenta-
ram maior atividade de indugdo dos genes rnod, en-
quanto os menores valores foram encontrados nas
cultivares de grdos pretos, IAPAR-20 e Rio Tibagi.
No segundo passo de sinalizagdo molecular, o rizobio,
induzido pelos flavondides, sintetiza oligossacari-
deos lipo-quitinicos, chamados de fatores Nod, que
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TABELA 4. Nodulagiio e N total acumulado nos tecidos de sete cultivares de feijoeiro infectadas com as estirpes
SEMIA 4064 e 4077. Plantas coletadas aos 30 dias ap6s o plantio. Médias de quatro repetic;ﬁes.1

Cultivar Nodulagao N total fixado
Numero Massa % acima da coroa (mg N.pl™)
(m.pl’h) (mg.pl')
EMGOPA-201 145b 47.8b 40,5 a 23,6b
ESAL-580 196 a 69,2 a 332a 26,6 ab
Carioca 232 a 78,0 a 39,6 a 36,0 a
Carioca-80 121b 385b 50,2 a 248b
IPA-7 101 b 458b 45,0 a 238b
IAPAR-20 84b 48,8 b 50,7a 16,6 b
Rio Tibagi 108 b 52,5b 426a 214b

" Médias seguidas pela mesma letra nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

sdio responsaveis por modificagdes no fendtipo das
raizes, como o incremento no nimero de pélos
radiculares (fendtipo Hai). De fato, constatou-se que
a maior atividade indutora dos genes nod
correspondeu ao maior nimero de pélos radiculares
nas raizes primaria e secundarias das cultivares Cari-
ocae ESAL-580. As cultivares Cariocae ESAL-580
destacaram-se, também, pelo melhor desempenho
simbidtico, avaliado tanto em termos de nodulagdo
como de N total fixado, enquanto as cultivares de
grios pretos caracterizaram-se pelas menores taxas
de fixagdo do N,

A adesdo das bactérias as raizes também vem sen-
do amplamente estudada, havendo relatos sobre o
envolvimento de adesinas, lecitinas e fibrilas das
bactérias (Bohlool & Schmidt, 1974; Dazzo &
Hubbell, 1975; Smit et al., 1986; Vesper & Bauer, 1986),
entre outros. Em diversos estudos foi constatado,
ainda, que apenas uma pequena proporgdo das bac-
térias presentes no meio € capaz de aderir as raizes,
embora os sitios de adesdo permanegam insaturados
mesmo em concentra¢des de 10% bactérias.ml!
(Pueppke, 1984; Vesper & Bauer, 1985). Diversos fa-
tores estdo envolvidos nessa adesdo, como o esta-
dio de crescimento da bactéria (Smith & Wollum II,
1991), e existem zonas radiculares mais suscetiveis a
nodulagfo, cuja maior capacidade de aderéncia ocorre
somente por algumas horas (Bhuvaneswari et al.,
1980; Smith & Wollum 11, 1989). Essa combinag@o de
exigéncias, aliada a diversos relatos de correlagdo
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positiva entre a capacidade de adesdo de uma bacté-
ria e a nodulag3o, faz crer que esse seja um passo
limitante ao sucesso da nodulagao.

De um modo geral, comparando-se os resultados
deste ensaio com os obtidos por Boiardi & Galar
(1988), também em feijoeiro, pode-se considerar que
todas as cultivares apresentaram bom potencial de
atragdo do rizébio, mas confirmam que apenas uma
pequena proporgdo das bactérias presentes no meio
é capaz de aderir as raizes. Neste experimento, a re-
cuperagdo variou de 0,72% a 8,61% do in6culo inici-
al e os dados citados na literatura variam de 0,4%
(Pueppke, 1984) a 15% (Vesper & Bauer, 1985) da
populagdo total. Em todas as cultivares de graos bege
ou amarelo, a recuperagdo de células nas raizes se-
cundarias superou em mais de dez vezes aquela en-
contrada nas raizes primarias, indicando um potenci-
al para nodula¢do secundaria, que seria de grande
importancia para a manuten¢do dos niveis de fixagdo
do N, nas fases vegetativa e reprodutiva do feijoeiro
(Wolyn etal., 1989; Hardarson et al., 1993).

A verificagdo de parametros que se relacionam
com a nodulagdo precoce do feijoeiro é de grande
importdncia em programas que visem incrementar o
periodo ativo de fixagdo do N, nessa cultura (Hungria
& Thomas, 1987; Barradas & Hungria, 1989; Barradas
et al., 1989). Os nodulos precoces, contudo, estdo
geralmente associados as raizes primarias que, pela
natureza auto-regulatéria da nodulagdo, podem ini-
bir a nodulagdo posterior, particularmente nas raizes
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secundarias (Pierce & Bauer, 1983; Rolfe et al., 1988;
George et al., 1992). Nesse contexto, este trabalho
procurou identificar cultivares com potencial de
nodulagdo precoce, em que o estadio de troca de
sinais moleculares fosse intensificado, mas que apre-
sentassem, ao mesmo tempo, potencial de atragdo
do rizébio pelas raizes secundarias. Pode-se concluir
que a nodulagdo e o N total fixado estiveram alta-
mente associados as etapas de comunicagdo
molecular e que as cultivares de gréos pretos, com
os menores acimulos de N proveniente da fixagdo,
apresentaram uma relag@o mais estreita entre a ade-
s@0 as raizes secundarias e a adesdo as raizes pri-
marias.

Os resultados encontrados neste trabalho indi-
cam que os pardmetros de indugio dos genes nod, o
aumento no numero de pélos radiculares e a relagéo
entre adesdo de bactérias a raiz primaria e as raizes
secundarias podem ser utilizados nos programas que
visam incrementar o potencial simbiético do feijoeiro.
Nesses programas, deve-se investigar tanto o po-
tencial infectivo das raizes primarias como o das
raizes secundarias, para permitir a maximizagao das
taxas de fixagdo do N..

CONCLUSOES

1. As cultivares diferem quanto a exsudagdo dos
indutores dos genes nod pela planta hospedeira e
quanto ao fendtipo Hai, produzido em resposta aos
fatores Nod, sintetizados pelo rizébio.

2. As cultivares apresentam boa adesdo do rizébio
e recuperam, em média, de 0,72% a 8,61% do inoculo
inicial, respectivamente naraiz primaria e nas raizes
secundarias.

3. As cultivares de grdos com coloragao bege ou
amarela apresentam maior potencial de nodulagdo
nas raizes secundarias do que as de gréos com colo-
ragdo preta.
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