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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar a capacidade de nodulagéo e a especificidade de
feijao (Phaseolusvulgaris L.) dos conjuntos génicos andino e meso-americano submetidosainéeul o de
Rhizobium. O experimento foi estabel ecido em parcel as subdivididas em blocos ao acaso, com quatorze
cultivaresdefeijéo etrésestirpes de Rhizobium (R. etli KIM 5, R. etli CIAT 632 eR. tropici CIAT 899).
Somente as cultivares andinas WAF 15, WAF 7, Mineiro Precoce, WAF 6 e Antioquia 8 apresentaram
especificidade nanodulagdo. Em relag@o a massa seca dos noddul os, houve diferengas significativas dos
tratamentos de inoculago nas cultivares andinas WAF 15, WAF 7, WAF 6 e Diacol Andino, e na
cultivar meso-americana Ouro Negro. Nenhuma das cultivares restringiu a nodul agéo, emboratenham
sido verificadas diferencgas de até 53 e 103 vezes no nimero e massa de nédul os por planta, respectiva-
mente. Considerando todas as cultivares e estirpes de rizébio, WAF 15 foi a cultivar com melhor
desempenho em nlimero e massanodular. WAF 6 foi acultivar de pior desempenho, chegando quase ao
nivel derestri¢ao danodulagdo com aestirpe R. etli CIAT 632.

Termos paraindexacdo: Phaseolusvulgaris, rizobio, simbiose, nodosidade radicular.

Nodulation in Andean and M esoamerican cultivars of dry bean

Abstract — The objective of thiswork was to determine the capacity and specificity for nodulation in
dry bean (Phaseolusvulgaris L.) cultivars, arising fromAndean or Mesoamerican germplasm, inocul ated
with Rhizobium. The experiment was afactorial 14x3 in arandomized block design with fourteen dry
bean cultivarsand three strains of Rhizobium(R. etli KIM 5, R. etli CIAT 632 and R. tropici CIAT 899).
Only five cultivars (WAF 15, WAF 7, Mineiro Precoce, WAF 6 and Antioquia 8), all from the Andean
germplasm, demonstrated nodulation specificity. In relation to the nodules’ dry weight, the values
revealed significative difference when comparing the inoculation treatments of the Andean cultivars
WAF 15, WAF 7, WAF 6 and Diacol Andino aswell asthe Mesoamerican cultivar Ouro Negro. None
of the cultivars completely eliminated nodulation by the less compatible Rhizobium strains, but the
differencesin number of nodules per plant and the nodul e dry weight among inocul ation with the highly
specific strains and the non-specific strainswas 53 and 103 times greater, respectively. Considering all
of the combinationsof bean cultivarsand Rhizobiumstrains, cultivar WAF 15 wasthe most responsive
to nodulation and demonstrated superior growth and nodule number, while cultivar WAF 6 inocul ated
with CIAT 632 grew very little with practically no nodulation.

Index terms: Phaseolus vulgaris, rhizobium, symbiosis, root nodules.
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Entre os sistemas biol 6gicos envolvendo planta
emicrorganismos, asimbioseleguminosas-rizébio é
ademaior expressdo econdmica. Em razao daimpor-
téncia econdmica e social do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) no Brasil e da potencialidade e necessi-
dade de incrementar sua produtividade, estudos vi-
sando a otimizagdo do processo de nodulago, e,
conseguientemente, dafixag8o bioldgicado N2 (FBN),
como formade melhorar adisponibilidade de nutri-
entes as plantas, € uma prética de grande importan-
ciaemuito necess&ria.
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Varias espécies de rizobio sdo capazes de
nodular o feijoeiro, incluindo o Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici, R. gallicum,
R. giardinii e R. etli (Amarger et al., 1997,
Chueire, 2000). Esta compreende a maioria
das estirpes anteriormente classificadas como
R. leguminosarum bv. phaseoli etem sido aespécie
isolada com maior freqiiéncia em nédulos de feijao
na Meso-América, enquanto R. tropici tem sido a
mais encontrada nas regides de solos acidos da
Américado Sul (Araljo, 1994; Martinez-Romeroet dl.,
1998). A maioria dos rizébios isolados nos solos
brasileiros pertence a espécie R. tropici, e de-
monstra sua enorme adaptabilidade as condic¢des
edafocliméticas destasregides (Hungriaet al., 2000).
Esta espécie é mais estavel geneticamente e mais
tolerante aestresses, como, por exemplo, temperatu-
raelevadae acidez do meio (Graham, 1992).

Umadas principais evidéncias do comportamen-
to diferenciado de cultivaresdefeijdo em relagdo aos
parémetros relacionados a FBN vem de estudos re-
alizadosno Centro Internaciona deAgriculturaTro-
pical (CIAT), onde se constatou que cultivares de
maturacéo tardia apresentavam tendéncia ao maior
acumulo de N fixado simbioticamente (Centro I nter-
nacional deAgriculturaTropical, 1975). Atua mente,
nos estudos desta interacdo tem-se considerado,
também, o conjunto génico. Pelos dados disponi-
veis sobre as caracteristicas morfolégicas e
moleculares do feijéo, foi constatado que existe um
conjunto génico de origem meso-americana e outro
deandina(Singhet a., 1991). Kipe-Nolt et a. (1992)
verificaram tendéncia dos materiais silvestres e do-
mesticados de origem meso-americana, de formar
nddulos mais rapidamente com a estirpe de R. etli
CIAT 632 do quecom R. tropici CIAT 899 e materi-
ais dosAndes daArgentina e do Peru de formar né-
dulosmaisrapidamentecom CIAT 899. Franco (1993)
eAndrioloet a. (1994) compararam feijoes domesti-
cados e silvestres de diferentes origens e verifica-
ram gue os silvestres apresentaram maior capacida-
de de nodulag&o.

Bernal (1993) caracterizou estirpesderizébio iso-
ladas de diferentes regides e estudou aespecificidade
destas em cultivares de feijao de diferentes conjun-
tosgénicos. Verificou que todos osisolados do Equa-
dor e Argentina pertenciam a espécie R. etli e mos-
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traram diferencas na iniciacdo da nodulagdo com
cultivaresdediferentesorigens. Ceccatto et a. (1998)
observaram efeito diferencial de cultivaresdefeijao
de diferentes conjuntos génicos sob interacdo com
R. tropici sobre a atividade das nodulinas:
leghemoglobina, fosfoenolpiruvato carboxilase e
glutamina sintetase, bem como na atividade da
nitrogenase e concentracdo de alantoina.

Aguilar et d. (1998), baseadosem andlisede genes
codificando para 16S rRNA em estirpes de rizébio
isoladas de P. vulgaris var. aborigineus na Argenti-
na, sugerem gque neste centro deorigemdeP. vulgaris
a coevolugdo entre estas espéci es resultou em asso-
ciagdo simbidticapreferencial.

Objetivou-se no presente trabalho determi-
nar a capacidade de nodulac&o e a especificidade
de cultivares de feijéo dos conjuntos génicos an-
dino emeso-americano paracom estirpesde R. etli e
R. tropici.

Material e M étodos

Quatorze cultivares de feijdo (Phaseolus vulgarisL.)
de importancia agronémica, do Banco de Germoplasmas
da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, foram
usados neste estudo. Estes genotipos, previamente ava
liados quanto a diversidade genética relativa
(Vasconcelos et a., 1996; Franco et a., 2001) represen-
tam os conj untos génicos andino e meso-americano e pos-
suem diferentestamanhos e cores de sementes e hébitos de
crescimento (Tabela 1).

As sementes foram desinfestadas conforme Vincent
(1970), enaultimaéguadelavagem foi acrescentado ben-
late a 0,1%, para prevenir contaminagdo fungica
(Kipe-Nolt et al., 1992). Sementes pré-germinadas foram
transferidas para bolsas de crescimento de polipropileno
(growth pouches) estéreis (Kipe-Nolt et al., 1992) con-
tendo solugdo nutritiva de Sandman isenta de nitrogénio
(Centro Internacional de AgriculturaTropical, 1985).

Na inoculagdo, foram utilizadas trés estirpes de
Rhizobium (Tabela 2), que cresceram em frascos erlenmeyer
contendo extrato de levedura-manitol, pH 6,8, atempera-
tura de 28°C, até serem obtidas 108 células/mL (Vincent,
1970). Sobre cada semente pré-germinada adicionou-se
1,0 mL da suspensdo bacteriana. Ap6s inoculagéo do
Rhi zobiumnas sementes, as bolsasforam transferidas para
camara de crescimento com temperatura de 26°C,
luminosidade variando entre 80 a 100 umol/m?/s e
fotoperiodo de 12 horas.
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O experimento foi estabel ecido em parcelas subdividi-
das, e o delineamento experimental foi o de blocosao aca-
S0, com quatro repeticdes e um vaso com uma planta por
subparcela. Foram utilizadastrés parcel as correspondendo
asestirpesderizébio, e 14 subparcel as correspondendo as
cultivaresdefeijdo.

As plantas foram colhidas 29 dias ap6s o transplante,
e seus nodul os, apds separados, foram contados, determi-
nada suamassa, e secados em estufacom ventilagéo forca-
da a 65°C, até atingir massa constante. Os dados de
nodulacdo (nimero de nédulos por planta; massa seca
nodular e massa média dos ndédul os) foram submetidos a
andlisedevariancia, e asmédias, comparadas pelo testede
Tukey a5% de probabilidade. Também foram estimadas
as correl agBes de Pearson entre astrés caracteristicas ava-
liadas.

Resultados e Discussao
Houve interac8o significativa (teste F, P<0,01)

entre estirpes derizébio e cultivares de feijao sobre
astrés caracteristicas avaliadas, nlimero, massaseca

Tabela 1. Caracteristicas das cultivares de feijao usadas
Nno experimento.

Cultivares Habito de crescimento™® Sementes

Tamanho Cor
Andinas

WAF 15 | Grande  Branca

WAF 7 | Grande  Branca

WAF 6 | Grande  Branca

Antioquia 8 11 Grande  Avermelhada

Mineiro Precoce | Médio Bege

Diacol Andino 1 Médio Avermelhada

Batatinha 11 Médio Amarela

Meso-americanas

Ouro Negro I Pequeno  Preta

BAT 304 1 Pegueno  Preta

DOR 241 1 Pequeno  Preta

RAB 94 1 Pequeno Vermelha

QOuro I Pequeno  Creme

FT 84835 1 Pequeno  Carioca

Ricopardo 11 Pequeno  Parda

@1: determinado 11: indeterminado, com hastescurtas; 111: indeterminado,
com hastes longas.

Tabela 2. |dentificacdo das estirpes de Rhizobium usadas
no experimento.

Espécie Codigo Origem Referéncia
R etli KIM 5 Kimberly - Idaho Josephson & Pepper (1984)
R etli  CIAT 632 Guatemala- México Grahamet al. (1982),

Kipe-Nolt et al. (1992)
R. tropici CIAT 899 Antioquia-Coldmbia Graham et al. (1982),
Kipe-Nolt et al. (1992)
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e massa média dos ndédul os. Comparando-se as mé-
dias de nimero de nddulos entre as estirpes de
rizébio, apenas nas cultivares andinas WAF 15,
WAF 7, Mineiro Precoce, WAF 6 e Antioquia 8 hou-
vediferencassignificativas (Tabela 3). As cultivares
WAF 15 eWAF 7 apresentaram maior nodulag&o com
aestirpe R. etli CIAT 632. Esta espécie de rizébio
apresenta, entre outras caracteristicas, elevada
especificidade em relacéo a planta hospedeira
(Kipe-Nolt et al., 1992; Segovia et al., 1993).
AsestirpesR. etli KIM 5 e R. tropici CIAT 899 fo-
ram igualmente eficientes em nodular a cultivar
WAF 6 e diferiram significativamente da R. etli
CIAT 632. As cultivares Mineiro Precoce e
Antioguia 8 apresentaram maior nodul ag&o quando
foi usadaaestirpeR. tropici CIAT 899, aqual apre-
senta maior promiscuidade de nodulac&o, ou sgja:
além de possuir a capacidade de nodular feijéo, é
capaz de formar ndédulos com leucena
(Martinez-Romeroet al., 1991).

Todas as interacfes anteriormente discutidas en-
volvem cultivares do conjunto génico andino (Tabe-
las 1 e 3). Emrelagdo as outras duas cultivares
andinas, Batatinha e Diacol Andino, e em todas as
meso-americanas, ndo houve diferengas significati-
vas no himero de nddulos por planta entre as estir-
pes de rizébio. Mesmo as cultivares Ouro e Ouro
Negro, de origem meso-americanae com el evadaca-
pacidade de nodulag&o, ndo apresentaram diferen-

Tabela 3. Nimero médio dos nédulos em cultivares de
feijdo submetidas ainocul agdo das estirpes Rhizobiumetli
KIM 5, R. etli CIAT 632 e R. tropici CIAT 899,

Cultivares® KIM5 CIAT632 CIAT899 Média
WAF 15 (A) 358,00aC 808,00A  595,00aB 587,00
Ouro Negro (MA) ~ 229,50abA  98,00cdA  194,00bcdA 173,83
WAF 7 (A) 224,00abB 365,00bA  126,00cdB 238,33
Batatinha (A) 221,258bA 23350bcA  294,50bcA 249,75
Mineiro Precoce (A) 187,25abB 150,25cdB  384,25bA 240,58
WAF 6 (A) 173,758bA 15,000B  14850cdA 112,42
Diacol Andino (A)  155,75bA  194,75bcdA 132,50cdA 161,00
Ouro (MA) 147,00bA 251,75bcA  200,50bcdA 199,75
Antioquia 8 (A) 131,000B  261,00bcAB 290,75bcA 227,58
Ricopardo (MA) 99,00bA 114,50cdA  197,00bcdA 136,83
FT 84835 (MA) 89,00bA 112,00cdA  136,25cdA 112,42
RAB 94 (MA) 87,50bA 126,00cdA  103,50cdA 105,67
BAT 304 (MA) 61,50bA 189,50bcdA  81,00dA 110,67
DOR 241 (MA) 4950bA  136,75cdA  165,00cdA 117,08
Média 158,14 218,29 217,77 198,07

(WMédias seguidas da mesma letra, minGscula na coluna e maitiscula na
linha, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;
o coeficiente de variagdo foi de 41,49%. @Conjunto génico andino (A) e
meso-americano (MA).
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¢as entre 0s tratamentos de inoculag&o, o que evi-
dencia a baixa especificidade entre as estirpes de
rizébio eessascultivares, como javerificado por Bliss
(1993) eAndrioloet a. (1994).

Quanto a massa seca dos nédulos, houve dife-
rencas significativas, entre tratamentos de
inoculagéo, nas cultivares WAF 15, Ouro Negro,
WAF 7, WAF 6 e Diacol Andino (Tabela 4).
As cultivaresWAF 15, WAF 7 e Diacol Andino apre-
sentaram maior massa seca nodular com R. etli
CIAT 632, eascultivaresOuro Negroe WAF 6 com
R. etli KIM 5. Dessas, apenas a cultivar Ouro
Negro pertence ao conjunto génico meso-ame-
ricano. Em nenhuma cultivar houve destaque da es-
tirpe R. tropici CIAT 899 em relagdo a producdo
de massa nodular, evidenciando a sua baixa
especificidade, jaamplamente documentadanalite-
ratura(Martinez-Romero et al., 1991). Apesar desta
caracterigtica, R. tropici CIAT 899 é consideradauma
estirpe referencia e utilizada na maioria das pes-
quisas; também é recomendada para a pro-
ducéo de inoculante rizobiano em feij&o, no Brasil
(Chueire, 2000).

Quanto a massa média de nédulos, houve dife-
rencas significativas entre estirpes de rizébio nas
cultivaresMineiro Precoce, WAF 6, Diacol Andinoe
FT 84835 (Tabela 5). Maiores massas médias de né-

Tabela 4. Massa seca dos noédul os (mg/planta) em culti-
vares de feijdo que receberam indculos das estirpes
Rhizobium etli KIM 5, R. etli CIAT 632 e R. tropici
CIAT 899,

Cultivares? KIM 5 CIAT 632 CIAT899 Média
WAF 15 (A) 82,17aB 116,72aA 111,882AB 103,59
OuroNegro (MA) ~ 51,68sbA  16,00cdeB  43,09bAB 36,92
WAF 7 (A) 40,55abAB  67,35bA 31,95hB 46,62
Batatinha (A) 41,80abA  33,87bcdeA  5427hA 4331
Mineiro Precoce (A) 46,23abA  25,55bcdeA  20,25bA 30,68
WAF 6 (A) 50,65abA 1,13eB 2567bAB 25,82
Diacol Andino (A)  29,15bAB  58,40bcA 19,07bB 35,54
Ouro (MA) 27,15bA 38,53bcdeA  3527bA 33,65
Antioguia 8 (A) 25,28bA 47,15bcdA  57,77bA 43,40
Ricopardo (MA) 19,00bA 19,50cdeA  4320bA 27,23
FT 84835 (MA) 28,65bA 14,10deA 2090bA 21,22
RAB 94 (MA) 16,97bA 30,77bcdeA  1667bA 21,47
BAT 304 (MA) 13,67bA 2892bcdeA  1833bA 20,31
DOR 241 (MA) 9,07bA 27,22bcdeA  3157bA 22,62
Média 34,43 37,52 37,85 36,59

(WMédias seguidas da mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na
linha, ndo diferem entresi a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;
o coeficiente de variaggo foi de 48,70%. @Conjunto génico andino (A) e
meso-americano (MA).
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dulosforam geradospor R. etli KIM 5 nascultivares
Mineiro Precoce, WAF 6 eFT 84835. A cultivar Diacol
Andino apresentou maior massa média de nédulos
comaestirpeR. etli CIAT 632.
NapresencadaestirpeR. etli KIM 5, os maiores
ndmero e massa seca de nddul os foram obtidos com
acultivar WAF 15 (Tabelas3e4). ComaestirpeR. etli
CIAT 632, os maiores e os menores nimero e massa
seca de nédulos foram obtidos com as cultivares
WAF 15 eWAF 6, respectivamente. Na presencada
estirpeR. tropici CIAT 899, novamente destacou-se
acultivar WAF 15 quanto ao nimero e massanodular.
WAF 6 foi a cultivar com pior desempenho quanto
a0 nimero e massa nodular, considerando-se todas
ascultivareseastrésestirpesderizébio (Tabelas 3 e
4). A médiado nimero denddul osdestacultivar com
aestirpe CIAT 632 foi apenas 10%, aproximadamen-
te, daverificadacom asestirpesKIM 5e CIAT 899.
Kipe-Nolt et al. (1992) e Montealegre & Kipe-Nolt
(1994) observaram restri¢éo danodulagdo com estir-
pes derizébio de diferentes espécies apenas em aces-
sossilvestresdefeijdo. Porém, Kipe-Nolt et al. (1992)
verificaram tendéncia, de acessos silvestres e do-
mesticados de origem andina, deretardar aformacéo
de nddulos com a estirpe R. etli CIAT 632, e os de
origem meso-americana, deretardar anodulagdo com
R. tropici CIAT 899. Estes dados reforcam a
constatacdo dos valores de nodulagdo no presente

Tabela 5. Massamédia dos nédul os (mg/nédul o) em cul-
tivares defeij&o infectadas com as estirpes Rhizobiumetli
KIM 5, R. etli CIAT 632 e R. tropici CIAT 899(0).

Cultivares? KIM5 CIAT632 CIAT 899 Média
WAF 15 (A) 0,2282A  0,146abA  0,191aA 0,188
OuroNegro (MA)  0,228sA  0,153abA  0,218aA 0,200
WAF 7 (A) 0,1742A  0,183abA  0,229aA 0,195
Batatinha (A) 0,196aA  0,151abA  0,184aA 0,177
Mineiro Precoce (A) 0,250aA  0,169abAB  0,070aB 0,163
WAF 6 (A) 0,286aA  0,093bB 0,1732AB 0,184
Diacol Andino (A)  0,180aAB  0,289aA 0,144aB 0,204
Ouro (MA) 0,169aA  0,154abA  0,1698A 0,164
Antioguia 8 (A) 0,146aA  0,181abA  0,203aA 0,177
Ricopardo (MA) 0,1742A  0,149abA  0,198aA 0,174
FT 84835 (MA) 0,2932A  0,126abB  0,147aB 0,189
RAB 94 (MA) 0,1302A  0,243abA  0,161aA 0,178
BAT 304 (MA) 0,2192A  0,160abA  0,224aA 0,201
DOR 241 (MA) 0,132aA  0,2008bA  0,229aA 0,187
Média 0,200 0,171 0,181 0,184

(WM édias seguidas da mesma letra, mindiscula na coluna e maitiscula na
linha, ndo diferem entresi a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;
o coeficiente de variago foi de 37,93%. @Conjunto génico andino (A) e
meso-americano (MA).
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trabalho, pois, a cultivar WAF 6, de origem andina,
apresentou menor nimero de ndédulos com a estirpe
CIAT 632 do quecom CIAT 899.

Aindaemrelacdo aestirpeKIM 5, acultivar Ouro
Negro apresentou niimero e massade nodulosiguais
asdascultivaresde origem andinaWAF 15, WAF 7,
Batatinha, Mineiro Precocee WAF 6 (Tabelas 3e4).
A ‘OuroNegro’ (Honduras 35) foi sel ecionadaquanto
aFBN, pela Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa
deArroz eFeijéo (Bliss, 1993), econsideradade ele-
vada capacidade nodul adora e fixadorade N, (Bliss,
1993; Andrioloet a., 1994).

Em relacéo a massa média de nddulos, somente
na presenca daestirpe R. etli CIAT 632 houve dife-
rengas significativas entre cultivares, sendo que
‘Diacol Andino’ e WAF 6’ apresentaram amaior ea
menor massa média de nédulos, respectivamente
(Tabelab).

Houve correlacdo positiva e significativa
(Pearson; teste t, P<0,01) entre nimero e massa seca
dos nédulos das trés estirpes: KIM 5 (r = 0,95),
CIAT 632 (r = 0,95) eCIAT 899 (r = 0,83), oqueexpli-
ca o fato de que, de modo geral, o tratamento que
ocasionou aformag&o de maior nimero de nddulos
(Tabela 3) também apresentou maior massa nodul ar
(Tabela 4). Essacorrelagdo positiva entre nimero e
massa seca de nédul os é sempre citada na literatura
(Rosas & Bliss, 1986; Franco, 1993; Andrioloet al.,
1994). Entretanto, nas cultivares Ouro Negro e Diacol
Andino, detectaram-se diferencas significativas ape-
nas em relagdo a matéria seca dos nédulos. Tal fato
pode ser explicado pelo aumento do tamanho dos
nédulos, ou sgja, pelafisiologiadaplanta, endo pelo
aumento do nimero de nddulos.

Osresultados do presentetrabalho revelaram que
a eficiéncia de nodulacéo é altamente dependente
do gendtipo da planta. A superioridade relativa das
cultivares do conjunto génico andino sobre as
meso-ameri canas quanto a capaci dade de nodul agéo,
com destaque para a cultivar WAF 15, éinteressan-
te, poisofeijoeiro, no Brasil, é considerado de baixa
capacidade de nodulagéo, e, consequientemente, com
baixosniveisde FBN, pelo fato deamaioriadas cul-
tivarescomerciaispertencerem aragaMeso-América
do conjunto génico meso-americano (Singh et al.,
1991). Assim, neste estudo, o potencia denodulacdo
apresentado por gendtipos de origem andinaindica
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a possibilidade de melhoria da FBN de cultivares
comerciais, utilizando-se métodos apropriados de
mel horamento e selegéo.

Conclusdes

1. Ha especificidade nanodulagéo das cultivares
WAF 15, WAF 7, Mineiro Precoce, WAF 6 e
Antioquia 8, do conjunto génico andino.

2. Ha diferencas entre cultivares quanto ao po-
tencia de nodulacéo.
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