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RESUMO - Os sistemas de cultivo afetam a microbiota do solo e, neste estudo, procurou-se investigar
‘algumas interagdes entre microrganismos de importancia agricola e o feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e
milho (Zea mays) em monocultura ou consércio. Em condigdes controladas, tanto os exsudatos de
feijio como os de milho estimularam a sobrevivéncia, o crescimento ¢ a indugo do genes nod de
Rhizobium, a nodulagio e o acimulo de N no feijoeiro e a sobrevivéncia de Azospirilium lipoferum.
Em um solo cultivado por dois anos com feijoeiro e milho em monocultura ¢ consércio, a populagio
de Azospirillum spp. foi elevada e ndo diferiu entre os tratamentos, enquanto a populaglo de Rhizobium
tropici, os oxidantes do nitrito e 2 biomassa microbiana foram favorecidas pela presenga do feijoeiro
em conséreio on monocultura. A espécie Rhizobium etli representou cerca de 15% da populagiio
rizobiana, exceto na monocultura de mitho, em que esteve ausente e na qual predominou Rhizobium
spp., capaz de nodular somente leucena (Leucaena leucocephala). Extratos de solo sob consdrcio
apresentaram teores mais elevados de compostos fenélicos indutores dos genes nod de Rhizobium. Os
tratamentos ndo afetaram o nimero de esporos de fungos micorrizico-arbusculares, embora o feijoeiro
em monocultura tenha proporcionado maior diversidade de espécles fingicas.

Termos para indexagdo: AzosPrr:Hum bactérias diazotrdficas, biomassa microbiana, fixagio bxolbglca
do nitrogénio, fungos micorrizicos, microrganismos amonificadores, microrganismos oxldantes do
- nitrito, Phaseolus vulgaris, Rhizobium, Zea mays.

INTERACTIONS AMONG SOIL MICROORGANISMS AND BEANAND MAIZE GROWN
IN MONOCULTURE OR IN'I'ERCROPPED

ABSTRACT - Differences in crop systems reflect in soil microorganisms and in this work some
interactions among agronomically important mictoorganisms and common bean (Phaseolus vulgaris)
and maize (Zea mays) grown in monoculture or intercropped were studied. Under controlled condi-
* tions, both bean and maize exudates stimulated rhizobial survival, growth, and nod gene inducing
activity, bean nodulation and N accumulation in tissues, and Azospirilium lipoferum survival. After
two years with bean and maize in monoculture or intercropped, Azospirilfum spp. population was high
and did not differ between treatments, while Rhizobium tropici, nitrite oxidizers and soil biomass were
favored by bean plants. Rhizobium etli represented, on average, 15% of rhizobial population, except
. for soils with maize grown alone, where this species was absent, predominating Rhizobium spp.,
. which nodulate exclusively leucaena (Leucaena leucocephala). Soil extracts from the intercropped
system showed higher content of nod gene inducing phenolic compounds. Mycorrhizal spore number
was not affected by the treatments, although bean in monoculture favored species diversity.

Index terms: amonifiers, Azospirilium, biological nitrogen fixation, diazotrophic bacteria, microbial
mass, mycorrhizal fungi, nitrifiers, Phaseolus vulgaris, Rhizobium, Zea mays.
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INTRODUCAO

O conséreio de culturas, como feijoeiro/milho,
feijoeiro/cana-de-agicar, soja/mitho, e a rotagio de
culturas, como soja/trigo, soja/milho e feijoeiro/mi-
lho, sdo utilizadas em larga escala. Os beneficios da
associagdo de culturas compreendem o suprimento
energético e de nutrientes balanceado, maximizagio
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das fontes protéicas, utilizagfo eficiente da dgua,”

controle de ervas daninhas e doengas a um baixo
custo, controle da erosfo, melhoria da fertilidade do

solo e aumento da produtividade (Wahua & Miller, -
1978a, 1978b; Saito, 1982; Faris et al.,”1983;

Siqueira et al., 1994; Hungria et al., 1995).

Como as leguminosas fixadoras de N, sfo, not--

malmente, componentes dos sistemas de rotaqﬁo e
conséreio, formou-se a crenga geral de que os prin-"
cipais beneficios ocorram devido 4 transferéncia do

N, fixado pela. leguminosa para a graminea,

(W1lson, 1940). De fato, h4 relatos de transferéncia
deN de leguminosas para ndo-leguminosas que cres-
cem em consorcio (Ruschel et al., 1979; Giller

et al., 1991), que pode ocorrer tanto por excregdo -

de compostos nitrogenados, que sdo assimilados
pela planta no- fixadora (Ruschel etal., 1979), como
por decomposicdo dos nédulos e rafzes durante a
senescéncia (Saito, 1982). Entretanto, constata-se,
fregiientemente, transferéncia ndo-expressiva de N
entre as culturas, como no estudo com milho e
feijoeiro consorciados, em que Bonetti (1991) ob-
servou que a taxa mdaxima de transferéncia da
leguminosa para a graminea foi de 4 kg.ha'de N.

" Ademais, os efeitos da associagio de gramineas
na nutri¢iio nitrogenada das leguminosas nio sio
claros e requerem maiores investigagdes. Ha diver-

sos relatos de aumentos n'a nodulagio, na atividade -

especifica dos nddulos e no aumento doN total em
legummosas consorcnadas ou cultivadas apoés
gramineas (Wahua & Miller, 1978a, 1978b;

Embrapa, 1984; Crookston et al,,. 1988 19915

Bonetti, 1991), cujas bases b1ologlcas no entanto,
nfo sdo totalmente compreendldas : :
A nutrigéo nitrogenada das plantas consorc1adas

pode, ainda, ser. afetada pelos processos de’

mineralizagdo e imobilizagAo, mediados por micror-
ganismos que também podem ser influenciados pe-

los exsudatos da rizosfera (Nye, 1979; Curl &

Trvelove, 1985; Rao, 1990). Conseqiientemente, os
fatores responsaveis pelos efeitos da interagio entre
plantas ¢ microrganismos nio estfo bem esclareci-
dos e devem ser investigados, para se poder explo-
rar ¢ potencial agricola desses sistemas e obter in-
crementos na produtividade das culturas. - _
. A simbiose entre plantas e fungos micordzico-
-arbusculares (FMA) € outro fator que pode afetar o
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balango nutricional da relago entre gramineas e
leguminosas em consércio (Munns & Mosse, 1980;
Barea & Azcon-Aguilar, 1983), 0 que pode’ocorrer,
por exemplo pela transferéncia de nutrientes de uma
planta para outra, através das hifas dos fungos, que
permitem a interconexio entre as plantas (Heap &
Newman, 1980; Francis et ai., 1986). .

0 feljoelro ¢ uma cultura de grande importéncia
social no Brasil, sendo, geralmente, cultivado em
conséreio com o milho. Na América Latina, 80% da
produgio de feijdo ocorre em plantios consorciados,
principalmente com o milho (Francis et al., 1982).
Naregigo de Irati, no Paran4, onde ¢ ensaio foi con-
duzido, 79% da culmra estd sob consorcio, ocupan- -
do 70% da drea com culturas temporarias e,
ﬁequentemente a produtividade do feijoeiro con-
sorciado supera a da monocultura, Este trabalho
avaliou alguns fatores microbioldgicos relacionados
com os beneficios proporcxonados pelo consércio
feljoelro/mllho com o objetivo de incrementar a
produgio desse sistema e reduzir, concomitante-
mente, a utilizacio de insumos agricolas.

MATERIAL E METODOS

Experimentos conduzides em laboratério e casa de
vegetagﬁo.

s

: Efe:to da adi¢do dos exsudatos de sementes de milho e
feuao nanodulagdo do feijoeiro -~ - ‘

O experimento foi conduzido em vasos de Leonard
modificados, contendo areia e vermiculita (1/2, v/v) esteri-
lizadas (Vincent,” 1970). Sementes de feijio (Phaseolus -
vulgaris), cv. Negro Argel, foram desinfectadas com dlcool
e hipoclorito de sédio a 20%. Foi inoculada a estirpe de R.
tropici CIAT 899 na proporgdo de 1 mL de indculo
(1o células.mL")por semente. Os exsudatos foram obti-
dos pela incubagio das sementes de feijio, cvs. Negro
Argel, Carioca, Carioca-80 e Rio Tibagi, e de milho (Zea
mays), cvs. Centralmex, Sintético APEAX, AG 162 ¢
Agroman 2001, em dgua deionizada e estéril, sob agitagﬁo,’
para permmr aerag3o, durante 24 horas. Os exsudatos de
cada 15 sementes foram liofilizados, ressuspensos em
10 ml, de Agua estéril e adicionados as sementes na hora da
inoculagio. O experimento foi conduzido em blocos a0
acaso, com quatro repetigdes. As plantas foram coletadas
aos 30 dias ap6s a emergéncia (DAE). Foi avaliada a massa
de nddulos e da parte aérea seca e o N total da parte aérea.
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Efeito da adi¢do de exsudatos de sementes de feijio e
mitho naindugdo dos genes da nodulago de Rhizobium

" Os exsudatos de feijio e milho foram obtidos com qua-
tro repetigdes, conforme ja descrito, durante 24 horas, ¢
* foram utilizados para a avaliagio sem serem submetidos A
liofilizagéio. A indugio foi avaliada pela atividade
da B-galactosidase, conforme descrito por Hungria et al.
(1991a), utilizando-se a estirpe RBL 1283 de R.
leguminosarum bv. phaseoli, que contém uma fusio
nodA-lacZ em sew plasmideo simbidtico.

Efeito da adigio de exsudatos de sementes de feijio e
milho no crescimento in vitro de Rhizobium

A estirpe CIAT 899 de R. tropici foi transferida de
tubos que continham meio com extrato de levedura ¢
manitol (yeast manitol, YM) (Vincent, 1970) paraum meio
minimo, com 1g.L"! de manitol (Hartwig et al., 1991), onde
foi mantida antes do inicio dos experimentos. Os exsudatos
de cada dez sementes foram obtidos em 4gua estéril, sob
agitagdo, durante 24 horas, procedendo-se, entdo, 2
liofilizagio ¢ & ressuspenso em | ml. de Agua estéril e
adi¢do ao meio, apds esterilizagdo por filtragem em mem-
branas de nitrocelulose (0,22 pm). Os ensaios foram condu-
zidos em frascos com 20 mL do meio minimo, com quatro
repetigdes, conforme descrito por Hartwig etal. (1991). A
contagem do niimero de células vidveis foi realizada pelo
método do Nimero Mais Provéavel, NMP (Vincent, 1970),
apés diluigdo em soluglio estéril com NaCl a 0,85% e
plaqueamento em meio extrato de levedura-manitol-dgar
(yeast manitol agar, YMA) com vermelho Congo a 0,05%
(Vincent, 1970).

Sobrevivéncia de Rhizobium e Azospirillum na rizosfera
do feijoeiro e do milho

Foram preparados inéculos de R, rfopici CIAT 899 ¢
A. lipoferum Sp242 na concentragio de 10° células.mL™",
Sementes de feijio, das cultivares Negro Argel, Carioca,
Carioca-80 ¢ Rio Tibagi, € de milho, das cultivares
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Centralmex, Sintético IPEAX, AG162 e Agroman 2001,
foram desinfectadas e semeadas em vasos de Leonard mo-
dificados, conforme j4 descrito. No momento do plantio,
adicionaram-se 5 mL de inéculo de Rhizobium ou
Azospirillum a cada vaso, cujas plantas foram desbastadas
apos a emergéncia, deixando-se duas plantas por vaso. Aos
vinte dias apds a semeadura, retiraram-se 10 g do substrato
dos vasoes, procedendo-se, entdo, 4 diluigZio em solugiio es-
téril com NaCl, a 0,85%. O niimero de células de Rhizobium
foi avaliado pelo método de NMP em plantas, utilizando-se
feijoeiro, cv. Negro Argel. O nimero de células de
Azospiriltum foi avaliado pela inoculagio em meio NFb N
free broth), isento de N e semi-sélido (Moreira, 1994), veri-
ficando-se o crescimento com a formagZo da pelicula tipica
dessa bactéria e constatando-se, em microscépio, caracte-
risticas morfolégicas tipicas da espécie,

Experimento conduzido em campo
S/

O experimento foi conduzide com quatro repeti¢des, em
blocos ao acaso, em um Cambissolo na regido de
Cerro da Ponte Alta, Irati, Parani, As amostras foram
retiradas apés dois anos de cultivo com os seguintes
tratamentos: 1- milho, com espagamento de 1,0m e
5-7 plantas.m™ linear; 2 - feijoeiro, com espagamento de
0,5 m, com 15 plantas.m™ linear; e 3- feijoeiro ¢ milho con-
sorciados, sendo o milho semeado na fase de pré-
-florescimento do feijoeiro, com arranjo de duas linhas de
feijoeiro parauma linha de milho, em linhas espagadas por
0,5 m € com as mesmas densidades de plantio dos trata-
mentos 1 €2, A cultivar de feijoeiro utilizada foi a LAPAR-20
¢ademilho, a BR-201. Segundo registros da 4rea, elanun-
ca foi submetida & inoculagio de Rhizobium. Um més apés
acoleta do milho, retiraram-se amostras de solo, da profun-
didade de 0 cm a 15 cm, dos diversos tratamentos, passan-~
do-se as amostras do solo por peneira de 4 mm. Para a
anélise quimica (Tabela 1), realizada segundo Pavan
et al. {1992), as amostras de solo foram combinadas. As
andlises microbiolgicas foram realizadas em amostras de
cada parcela, avaliando-se os seguintes parimetros rela-
cionados com a atividade microbiolégica:

TABELA 1, Composi¢io quimica do solo antes do plantio do experimento.

Profundidade P~ C - pH Al HtAl  Ca Mg K s T v oAl
(cm) - (mg/dm*} (%) CaClj : — (cmol/dm®) (%) ——
0-20 65 078 43 LI3 650 403 141 027 571 1221 4676 16,52
20-40 34065 4l 243 925 3,07 1,26 022 4,55 13,80 32,97 - 34,81
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Biomassa microbiana

O N da biomassa microbiana foi extraldo com
K,S0,0,25M (Brookes etal,, 1985, Vance et al., 1987)
de 20 g de solo timido, fumigado com CHC), (Jenkinson &
Powlson, 1976). Os extratos foram congelados, para ani-
lise posterior do N total por Kjeldahl.

Populagio de amonificadores e oxidantes do nitrito

Diluigdes do solo e¢m solugio salina esterilizada
(NaCl a 0,85%) foram inoculadas em meios liquidos espe-
cificos e os nimeros de células dos microrganismos amoni-
ficadores e das bactérias oxidantes do nitrito foram avalia-
dos segundo Andrade et al. (1994), expressando-se os re-
sultados com base no solo seco. O potencial nitrificante
foi determinado em 100 g de solo, suplementado com N
na forma de (NH,),S0O,, e incubado por 21 dias a 25°C,
tendo-se, como controle, o solo sem adigdo de N. Os teo-
res de nitrato ¢ amdnio foram avaliados segundo Andrade
et al. (1994).

Teor de compostos fendlicos do solo

Foi obtido segundo modificagio do método de Pedersen
et al. (1991). Amostras com 100 g de solo ¢
100 mL de Ca(OH), 40,5 mM foram agitadas por 48 ho-
ras, seguindo-se um periodo de 12 horas para sedimenta-
¢do a 4°C. O sobrenadante foi filtrado ¢ centrifugado a
2.500 rpm por 30 minutos, procedendo-se a diversas
filtragens. O teor total de compostos fendlicos foi, entio,
calculado pelo coeficiente de extingdo da genisteina
{log &€ = 4,50 2 263 nm), apds leitura da densidade optica
dos extratos a 263 nm. Os resultados obtidos foram con-
vertidos para massa de solo seco.

Indugfio dos genes da nodulagio de Rhizobium pelos
extratos de solo

Foi avaliada pela atividade da B-galactosidase, com a
bactéria RBL1283. Os extratos de solo foram coletados,
medindo-se 0 volume do sobrenadante e, entlo, liofilizados,
ressuspensos em dgua deionizada estéril e incubados coma
bactéria para o ensaio, que foi realizade conforme ja men-
cionado,

Populagio de Rhizobium

Dez gramas do solo foram dilufdos em solugdo com
NaCl a 0,85% esterilizada para avaliagio do niimero de
células vidveis pelo método do NMP. A populagio de R,
tropici foi avaliada por inoculagio das diluigdes do solo em
leucena (Leucaena leucocephala), seguida pelo isolamento
das bactérias de dois nddulos da 1ltima dilui¢io de cada
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repeticlo positiva e pela reinoculaglio desses isolados em
feijoeiro. As bactérias capazes de nodular a leucena € o
feijoeiro foram classificadas como R. tropici, e aquelas que
nodularam somente a leucena foram classificadas como
Rhizobium spp. A populagio de R, edli fot avaliada pela
inoculagio das diluigdes do solo em plintulas de feijoeiro,
cv. Negro Argel pois, como os conhecimentos atuais indi-
cam que as estirpes que nodulam exclusivamente o feijoeiro,
nas Américas do Sul e Central, pertencem 4 espécie R. etli
€ n4o & R. leguminosarum biovar phaseoli (Segoviaetal.,
1993), considerou-se que as estirpes que nodularam exclu-
sivamente o feijoeiro pertencem 4 espécie R. erli. Osresul-
tados foram corrigidos para a massa em gramas de solo
seco.

Isolamento de estirpes eficientes de Rhizobium

Cinco vasos de 1,5 L de capacidade foram preenchidos
com solo de cada um dos trés tratamentos e quatro repeti-
gdes, no total de 60 vasos. Sementes de feijdo, cv. Negro
Argel, foram desinfectadas e semeadas deixando-se, apés
o desbaste, uma planta por vaso. Aos 30 DAE foram esco-
lhidos trés nddulos eficientes por planta (pelo didmetro,
de cerca de 2 mm e coloragdo interna vermelha intensa),
procedendo-se ao isolamento das bactérias. Na etapa se-
guinte, os trés isolados foram inoculados, individualmen-
te, em feijoeiro, cv. Negro Argel, em vasos de Leonard
modificados, selecionande-se, de cada trés vasos, aos
30 DAE, aqueles que proporcionaram maior actmulo de
N total nas plantas. Isolaram-se, ento, bactérias de um
nédulo eficiente por planta, no total de 20 isolados pot
sistema de cultivo. Esses isolados foram novamente ino-
culados na cultivar Negro Argel, em vasos de Leonard mo-
dificados, avaliando-se o N tota! acumulado pelas plantas
aos 30 DAE.

Populagio de Azospirilium spp.

Utilizaram-se 10 g de solo em diluigdes sucessivasea
populagdo foi avaliada pelo método do NMP peta
inoculagdo em meio NFb semi-sélido e isento de N
(Moreira, 1994).

Nimero de esporos e classificagiio das espécies de fun-
gos micorrizico-arbusculares

Os espores de fungos micorrizico-arbusculares (FMA)
foram extraidos do solo por peneiramento Gmido ¢
centrifugagio em dgua e sacarose a 45%, sendo contados
em microscopio estereoscopico (aumento de 80X). Paraa
identificagdo, os FMA foram multiplicados em vasos de
cultivo que continham solo do experimento ¢ feijoeiro e mi-
lho como hospedeiros e observados em liminas microscé-
picas (Colozzi-Filho & Balota, 1994).
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RESULTADOSEDISCUSSZ\O

Resultados obtidos em laboratorm ecasade
vegetacﬁo

: Quando o feijoeiro, cv. Negro Argel, submetido
dinoculagdo da estirpe CIAT 899, recebeu exsudatos
de sementes de diversas cultivares de feijoeiro e
milho, cbservou-se incremento na nodulagdo e no
actimulo de N total na parte aérea, particularmente
com os exsudatos das cultivares de feijoeiro Negro

Argel e Carioca ¢ das cultivares de milho Centralmex

e AG162 (Tabela 2). Esses resultados indicam que
tanto nos exsudatos da leguminosa como nos da
graminea estava presente algum fator capaz de
incrementar a nodulagio do feljoelro pela estirpe
CIAT 899. . : - :

Em 1nvcst1gac50 posterior, procurou-se detec-
tar se esses exsudatos possuiam atividade indutora
dos genes da nodulagio (genes nod, nol e noe) de
Rhizobium. Observou-se, entio, que os exsudatos

TABELA2. Efeito da adi¢do de exsudatos aquosos es-
téreis de sementes de feijdo e de milho na
nodulagio e aciimulo de N pelo feijoeiro,
cv. Negro Argel, submetido & inoculacio
da estirpe de R. tropici CIAT 899. As plan-
tas foram coletadas aos 30 dias apés a
emergéncia. Os valores representam

‘'médias de quatro repetigdes ¢, quando
seguidos pela mesma letra, nio diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey

(P<0,05)."
Tratamento Massa de nddulos ~ N total da parte
secos aérea

- e (mg‘p!anta") (mg N.planta™) -
Controle 40d 85cd
Exsudato de feijio "
cv. Negro Argel 97a 1152b
cv. Carioca .~ 88ab 132a
cv. Carioca-30 63 90cd
cv. Rio Tibagi 50cd 88cd
Exsudato de milho : )
cv. Centralmex 74bc 104be
cv. Sintético IPEAX 50cd 80d .
cv. AGI62 6% 86cd
cv. Agroman 2001 45d 754 .
CV.(%) .. -4 102 ...
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que permitiram maior nodulag@o também apresenta-
ram maior atividade da B-galactosidase, que avalia,
indiretamente, a expressio desses genes
(Fig. 1). Sabe-se que os exsudatos de sementes e
raizes de leguminosas possuem substincias
indutoras dos genes da nodulagdo de Rhizobium ¢
os indutores do feijociro foram identificados como
compostos fenolicos, flavonédides, pertencentes as
classes das antocianinas, flavonais, isoflavondides
e flavanonas (Hungria et al,, 1991a, 1991b). Hia um
tnico relato de exsudatos de gramineas que ativam
os genes da estirpe de Rhizobium NGR234, que
possui amplo espectro de nodulagio {Le Strange
et al., 1990). Desse modo, 0s resultados encontra-
dos neste experimento, em que exsudatos de se-
mentes de algumas cultivares de milho foram capa-
zes d: induzir a atividade da -galactosidase em ni-
veis proximos aos exsudatos de algumas cultivares
de feijoeiro indicam que, em consércio, o milho tam-

4—- Feuao —_— 4—-—- Milho —
1200-—4 a
a3

1000-—

C

400

N C
200 -] . H
0 ‘

:
8
®
c

Atividade da Bgaiactosidase
(U/planta/h)
(o]
(=
o
!

L T

o

Negro Argel
Carioca
Carioca-80

Rio Tibagi
Centraimex
AG 162
Agroman 2001

si

FlG 1. Indugiio dos genes da nodulaciio, avaliada pela

atividade da B-galactosidase da estirpe RBL
1283 de R. leguminosarunt bv. phaseoli (conten-
. do uma fusdo plasmidica nod4-lacZ) pelos
"exsudatos aquosos estéreis liberados pelas
"sementes de cultivares de feijoeiro ¢ de milho
durante as primeiras 24 horas de embebigdo.
"Médias de quatro repeti¢ies, Barras com a
mesma letra nio diferem, estatisticamente,
pelo teste de Tukey (P <0,05),
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bém pode estar contribuindo para a fixagao biol6gi-
ca do N,, através da exsudagdo de indutores dos
genes da nodulagdo. Os resultados obtidos neste
experimento confirmam, também, observagdes de
que a nodulagdo do feijoeiro poderia estar limitada
pela quantidade de indutores dos genes da nodulago
liberados pelas sementes, podendo ser
incrementada pela suplementagio desses compos-
tos (Hungria & Phillips, 1993).

Estudos com os exsudatos de sementes de fei-
jdo e milho indicaram, ainda, que em meio minimo
eles podem incrementar a taxa de crescimento de
Rhizobium. Na Fig. 2, estiio representados os efei-
tos mais favordveis ao incremento no nimero de
células, que foram obtidos com as cvs, Negro Argel
¢ Centralmex, respectivamente de feijoeiro e milho.
Em um trabalho pioneiro, Hartwig et al. (1991) ob-
servaram que os indutores dos genes da nodula¢do
de Rhizobium meliloti também eram capazes de
incrementar o crescimento dessa bactéria em um
meio minimo. Esse efeito no se relacionou com o
suprimento de carbono, uma vez que OCOITeu nas
primeiras horas de multiplicag#o, quando ainda ha-
via carbono suficiente para o crescimento das bac-
térias, o que levou os autores a concluirem que o
efeito positivo desses compostos no crescimento
do Rhizobium deveria estar relacionado a outro fa-
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-0~ Controle
@ Negro Argel

-
o
-

N2 de células vidveis/mi
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FIG. 2. Crescimento de R. tropicl, estirpe CIAT 899,
em meio minimo contendo 1 gL' de manitol
¢ suplementado com 1 mL de exsudato de se-
mentes de feijlio, cv. Negro Argel, ou de mi-
tho, cv. Centralmex. Os pontos representam
médias de quatro repeticdes.
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tor ainda n3o conhecido, talvez um sinal molecular
(Hartwig et al., 1991). E importante salientar, ain-
da, que o solo normalmente representa um meio
minimo, isto &, sem nutrientes em excesso. Com o
inicio da germinaglc das sementes, esses compos-
tos presentes nos exsudatos seriam liberados para o
solo, permitindo ¢ incremento na taxa de crescimento
das bactérias e a indugdo dos genes da nodulago, o
que poderia explicar as maiores nodulagdes encon-
tradas apés a adigdo dos exsudatos (Tabela 2}.

A sobrevivéncia das bactérias na rizosfera das
plantas também ¢ um fator de grande importincia
que deve ser investigado. As cultivares de milho
Centralmex e AG162 foram capazes de, durante o
periodo de 20 dias, manter populagBes de Rhizobium
tropici em niveis compariveis aos de Carioca-80 e
Rio Tibagi (Tabela 3). Do mesmo modo, as cultiva-
res de feijoeiro Negro Argel e Carioca permitiram a
sobrevivéncia de Azospirillum lipoferum, princi-
pal bactéria fixadora de N, que se associa ao milho
{Magalhiies et al.,, 1979), em niveis comparaveis ao
do milho. Bactérias do género Azospirillum tém
sido relacionadas a gramineas, tanto pelo niimero

TABELAJ. Contagem da popula¢do de Rhizobium
tropici estirpe CIAT 899 e Azospirillum
lipoferum estirpe Sp242 na rizosfera de
gendtipos de feijoeiro e milho aos 20 dias
apébs a incculagdo, Os valores represen-
tam médias de quatro repeticdes e,
quando seguidos pela mesma letra, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P<0,05), que foi realizado com os
dados niio transformados.

Tratamento R. tropici A. lipoferum
(log n® células.g™! substrato)

Controle sem planta 3,80e 4,25¢

Feijoeiro

cv. Negro Argel 7,15a 6,83a

cv, Carigca 7.05a 6.88a

cv. Carioca-80 6,45bc 5,82b

cv. Rio Tibagi 6,03bcd 5,500

Milhe

cv. Centralmex 6,52b 7.33a

cv. Sintético IPEAX 5,97cd 6,98a

cv. AG162 6,38bc 1.21a

¢v. Agroman 2001 5.81d 6,97a

C.V. (%) 18,12 23,14
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elevado de células narizosfera dessas plantas, como
pela ocorréncia nos espagos extra e intercelulares
do cértex e intercelulares da endoderme e do xilema
(Patriquin et al., 1983). Apesar de tais observagdes
sugerirem uma relagdo fntima bactéria-planta, ndo
deve ser descartada a possibilidade de que as plan-
tas que nio apresentem essa relagZo possam tam-
bém estimular a popula¢io de Azospirillum spp.,
através da exsudagdo de metabélitos, como foi o caso
do nimero de c¢élulas na rizosfera de milho apés a
adicdo de exsudatos de feijio (Tabela 3). Essas ob-
servagdes com Rhizobium e Azospirillum podem
indicar um mecanismo evolutivo, para permitir a
sobrevivéncia das bactérias no solo, na auséncia de
seut hospedeiro principal. :

Resultados obtidos no exp.e'_rimento de campo

O rendimento do feijoeiro foi de 894 kg.ha',
quando em monocultura, e de 1.133 kg ha' em con-
séreio, enquanto, para o milho, esses rendimentos
foram de 1.758 kg.ha' e 1.955 kg.ha'!, respectiva-
mente para a monocultura e o consdrcio. Além des-
sas diferengas no rendimento, constatou-se que, apds
dois anos de cultivo sem a introdugio de qualquer
microrganismo, foram encontradas diferengas acen-
tuadas na populagio microbiana do solo.

O indice de biomassa microbiana foi significati-
vamente maior no solo cultivado com feijoeiro sol-
teiro ou em consérecio com o milho em relagdo ao
milho solteiro (Tabela 4). Os menores valores en-
contrados com milho solteiro podem estar relaci-
onados com a qualidade do substrato, uma vezque a
biomassa microbiana ¢ controlada ndo s6 pelo teor
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de matéria orginica acrescentada ao solo, mas tam-
bém pelo teor de N desses residuos (Barford &
Lajtha, 1992; Wardle & Hungria, 1994).

Embora nio tenham sido detectadas diferengas
no niamero de oxidantes do nitrito e de
amonificadores entre os sistemas de cultura, o po-
tencial nitrificante foi mais elevado com o feijoeiro
em monocultura, 0 que também deve estar relacio-
nado com a relagdo C:N desse material. Nos solos
com feijoeiro houve maior acimulo de fenélicos
(Fig. 3) e, embora alguns estudos tenham demons-
trado que compostos fendlicos e taninos exsudados
pelas raizes podem inibir o processo de nitrificagdo
(Rice & Pancholy, 1973), isso foi contestado por
outros autores (McCarty & Bremner, 1986), que ndo
observaram inibigdo do processo de nitrificagdo,
mesmo com quantidades superiores de fendlicos as
encontradas no solo. : o

A ocorréncia de Azospirillum spp. tem sido nor-
malmente associada a gramineas (Patriquin et al,,
1983}, mas sua presenga ¢ generalizada, o que fica
constatado pela populagdo elevada desse género
mesmo na presenga do feijoeiro em monocultura
(Tabela 4).

Observaram-se alteragdes qualitativas e quanti-
tativas na populagdo de rizébio nos solos sob dife-
rentes cultivos (Tabela 4 e Fig. 4). O nimero total
de células de Rhizobium vidveis no solo foi sem-
pre superior na presenga do feijoeiro, nfo diferin-
do entre o sistema de monocultura e conséreio
(Tabela 4). Em um trabatho conduzido com R.
meliloti em sistemas de rotagio de cultura, tam-
bém foi observado que a populagio era influencia-

TABELA 4. Biomassa microbiana total, potencial nitrificante e populagio de microrganismos oxidantes do
nitrito, amonificadores ¢ de Azospiriilum spp, apo6s o cultivo de milho e feijociro em monocultura
ou consércio na regido de Irati, PR, Os valores representam médias de quatro parcelas e, quando
seguidos pela mesma letra, ndio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P 0,05).

Sistema de cultivo Teor de N da

Oxidantes do -

. Azaspirillum spp.

- Potencial Amonificadores Rhizobium
biomassa ‘nitrificante nitrito . ! 5pp.
— (pg N.g"* de solo) (log n® de células.g™? de solo)
Milho - 29,38b 5221 3.77a . 574a 6,502 2,185
Feijoeiro ~ 41,65a 70,42a 327 594a 6,30a 2,70a
Milho/{eijoeiro - 4507a - 56,19b 34la 6,02a 6,453 2,6%
CV (%) 19,01 8,86 20,62 6,74 5.51 5,80

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.32, n.8, p.807-818, ago. 1997
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da pela presenca da leguminosa (Triplett et al., 1953).
Intrigantes, porém, foram as diferencas encontradas,
entre os sistemas de cultivo, nas espécies de
Rhizobium presentes no solo (Fig. 4). No solo sob
monocultura de milho, R. etli, a espécie caracteriza-
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FIG. 3. Teor de compostos fenélicos nos extratos de
solos sob cultivo com feijoeiro e milho em
monocultura e consércio e atividade dos ex-
tratos de solos na inducdio dos genes da
nodulac¢do de R. leguminosarum bv. phaseoli,
RBL 1283, avaliada pelo método indireto de
atividade da B-galactosidase. Médias de qua-
tro repeti¢bes. Barras com a mesma letra nio

diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey
(P=<0,05).
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da por nodular apenas o feijoeiro e que apresenta
menor estabilidade genética do que R. fropici
(Martinez-Romero et al.,, 1991; Segovia et al,,
1993) esteve ausente. Nos solos onde o feijoeiro
cresceu em monocultura e consdreio, essa mesma
espécie de rizobio representou, em média, 15% da
popula¢do de Rhizobium capaz de nodular o
feijoeiro. Nesses solos, houve predominincia de
Rhizobium tropici, capaz de nodular o feijoeiro e a
leucena, ¢ mais estivel geneticamente (Martinez-
-Romero et al., 1985, 1991), Pouco se sabe sobre os
fatores que determinam a dominéncia de uma das
espécies capazes de nodular o feijoeiro. H4 relatos
no México (Martinez-Romero et al., 1985) ¢ em
Burundi, na Africa (Amarger et al,, 1993), de que
R. etli representaria quase que a totalidade da popu-
lag3o rizobiana que nodula o feijoeiro, enquanto, no
Kénia (Giller et al., 1993), h4 predominéncia de R.
tropici. Nimero elevado de bactérias da espécie

1,5 ~ a a
a
§ -
3
o8 1.0 > b
o
33 2
58 b
83
09 o5
C
g . . a
b
0,0 T T
Milho Feijao Milho/Feijao

Sistema de cultivo

FIG. 4. Populagiic de M Rhizobium etli, Q Rhizobium
tropici e K1 Rhizobium spp. em solo sob culti-
vo com feijoeiro e milho em monocultura ou
conséreio. O nimero de células vidveis foi
avaliado pelo método do Niimero Mais Provi-
vel (NMP) com contagem em plantas de
feijoeiro e leucena. Os valores representam
médias de quatro parcelas do campo. Barras
com & mesma letra nic diferem estatistica-
mente, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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R. tropicitambém foi observado em solos dos Cerra-
dos brasileiros (Mercante, 1993). Gilleret al. (1993)
constataram, ainda, que solos dcidos parecem favo-
recer a predominancia de R. tropici o que, devido ao
baixo pH do solo onde este experimento foi conduzi-
do, poderia explicar a predominéncia dessa espécie.
Na monocultura de milho, houve um incremento na
populago de Rhizobium spp., isto &, de rizébio ca-
paz de nodular somente leucena.

Os extratos de solo dos trés sistemas de cultura
mostram que, na presenga do feijoeiro, houve um
maior actmulo de compostos fendlicos no solo
(Fig. 3). O maior teor de fendlicos, encontrado no
solo sob conséreio, correlacionou com a maior ati-
vidade da B-galactosidase (Fig. 3), indicando que
esses fendlicos inclufam sinais indutores dos
genes da nodulaglio e ndo substincias inibidoras
dessa atividade.

. Depois de trés etapas de seleqao das estlrpes
mais eficientes, que foram isoladas dos trés siste-
mas de cultivo, constatou-s¢ que as bactérias pro-
venientes dos tratamentos com feijoeiro em con-
sércio ou monocultura foram as mais eficientes,
promovendo maior nodulaglo e acimulo de N na
parte aérea (Tabela 5). Estudos mais detalhados
sobre esses isolados est3o sendo realizados.

_ O ntimero de esporos de fungos micorrizico-
-arbusculares foi superior no tratamento com feijoeiro
em monocultura (203 esporos. 100 mL- de solo) do
que com milho solteiro (91 esporos) ou em consédreio
(96 esporos), embora o mitho seja reconhecido como
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excelente hospedeiro para multiplicagio de FMA. Os
efeitos de exsudatos radiculares sobre os fungos MA
$0 comecaram a ser estudados recentemente e
Siqueira et al. (1991) relataram que os isoflavonéides
formononetina e biocanina, exsudados por raizes de
trevo, estimularam o crescimento micelial e a coloni-
zagdo das rafzes. Neste trabalho, a presenga do
feijoeiro em monocultura ou consércio tendeu a
incrementar o teor de fenélicos totais no solo
(Fig. 3), o que pode ter conduzido 4 maior esporulagio
de fungos. Embora o nitmero de esporos seja impor-
tante para determinar o potencial de inéculo do solo,
ele ndo determina a eficiéncia simbiética dos fungos
MA, pois a capacidade de esporular ¢ prépria de
cada espécie e pode ser afetada pelas caracteristicas
do solo e pelas culturas. No caso dos sistemas agri-
colas em estudo neste experimento, constatou-se que
o feijoeiro, particularmente em monocultura, propor-
cionou também maior nlimero de espécnes de FMA
(Tabela6).

- Esses resultados indicam que a microflora do solo
¢ bastante afetada pelos sistemas de cultivo. A pre-
sen¢a de uma leguminosa, o feijoeiro, estimulou a
biomassa microbiana, o potencial nitrificante, a po-
pulagio derizobio e de FMA. Em algumas classes de
microrganismos, ¢como os rizobios ¢ os FMA, o
feijoeiro também estimulou a diversifica¢3o de espé-
cies, Parte desses efeitos pode estar relacionada com
a maior exsudagdo de compostos fenélicos pelas
sementes e rafzes, resultando em acimulo na
rizosfera. Isto fica evidenciado pelas observagdes

TABELAS, Massa e teor de N acumulado na parte aérea de feijoeiro, cultivar Negro Argel, submetido i
* inoculagdio dos isolados de rizébio mais eficientes provenientes das parcelas com mitho ou feijoeiro

em monocultura ou em conséreio. Médias de 20 repeti¢Bes coletadas aos 30 dias apés a emergéncia.

Valores seguid os pela mesma Ietra niio diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey

(P < 0,05).

.o

. Sistema de cultivo de onde Massa da parte aérea seca

Teor de N da parte aérea N total da parte aérea

pracederam os isolados {g.pt™") (%) (mg N.pI')
Milho 2,58b 3,33a 83,80b
Feijoeiro 3,74a 3,36a 127,172

¢ Milho/feijoeiro . 4.44a 2,89b - 126,26a

- Testemunha' . 3,82 2,90 110,65
C.V. (%) 18,28 7.84 21,57

* Plantas nio submetidas & inolucagfo; receberam adubacéo com 80 mg.planta” semana’! dc N os valores comespondentes nio foram consldcrados na
P!

anilise cstatistica,
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TABELA 6. Espécies de fungos micorrizico-
-arbusculares (FMA)isoladosda rizosfera
de feijoeiro e milho cultivades em
monocultura ou consércio na regiio de
Irati, PR.

Espécies de FMA Feijoeiro Milho Feijoeiro/milho

Scutellospora heterogama (Nicol. & +2 + +
Gerd.)Walker & Sanders

Scustellospora pellucida (Nicol, & + + +
Schenck) Walker & Sanders

Gigaspora sp.' + + *
Glomus sp.! + 2

+
+

Acaulospora scrobiculata (Trappe)

' Espécies sem identificagdo confirmada.
i(+) presenca ¢ (-) auséncia de FMA.

de que os exsudatos de feijoeiro e de milho
incrementaram as taxas de multiplicagio de
Rhizobium e de Azospirillum, ativaram a indugdo
dos genes da nodulagio de Rhizobium e estimula-
ram a nodulagdo e fixagio bioldgica do nitrogénio
no feijoeiro

CONCLUSOES

1. Exsudatos de sementes de feijao e de milho
incrementam as taxas de multiplicagdo de
Rhizobium e de Azospirillum, a indugdo dos genes
da nodulagdc de Rhizobium e estimulam a
nodulagdo e a fixaglio biolégica do nitrogénio em
feijoeiro.

2. A presenga do feijoeiro em monocultura ou
em consércio com o milho incrementa, em rela-
¢d0 a4 monocultura com milho, a biomassa
microbiana, o nimero de células e a biodiversidade
de Rhizobium e o numero de espécies de fungos
micorrizico-arbusculares.
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