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Resumo

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) promovida pela inoculacédo de
plantas com bactérias diazotréficas é uma alternativa para contornar o
problema da baixa disponibilidade de nitrogénio no solo. No entanto, a
reposta do feijoeiro a inoculacdo poder ser bastante varidvel em funcéo
dos efeitos negativos causados por estresses bidticos e abidticos. O
efeito do déficit hidrico sobre a FBN de 13 cultivares de feijoeiro foi
avaliado em experimentos de casa de vegetacdo. Os acumulos de
massa de seca (MSPA) e N na parte aérea (NTAPA), analisados 4 dias
apds o final de déficit hidrico, foram utilizados como indicadores da
capacidade de FBN desses gendétipos. A MSPA e o NTAPA diminuifam
apds o déficit hidrico para sete das treze cultivares avaliadas. Para

as cultivares Carioca e Manteigao Fosco, esse efeito foi bastante
pronunciado, com reducdo média de aproximadamente 42 e 37% no
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NTAPA e, de 40 e 24% na MSPA, respectivamente, sendo as mais
afetadas pelo déficit hidrico. Para as cultivares Negro Argel, Ouro Negro
e Jalo EEP558, os acimulos de MSPA e NTAPA foram menos afetados,
0 que sugere uma boa capacidade de FBN, mesmo apds o estresse.

Os resultados mostram que a capacidade de toleradncia da simbiose ao
déficit hidrico é dependente do gendtipo da planta hospedeira.



Effect of water stress on
biological nitrogen fixation
of common bean cultivars

Abstract

The biological nitrogen fixation (BNF) provided by plant inoculation
with diazotrophic bacteria is an alternative to overcome the low

plant availability of soil N. However, the response of common

beans to inoculation can be variable as a consequence of negative
effects caused by biotic and abiotic stresses, including water deficit.
Greenhouse experiments were carried out to evaluate the effect of
water deficit on the BNF of 13 common bean varieties. The dry weight
(MSPA) and total N content (NTAPA) in shoots, as assayed 4 days
after the end of the period of water restriction were used as indicators
of the BNF capacity of the genotypes. In seven of thirteen cultivars
the MSPA and NTAPA decreased due to water restriction. The effect
on cultivars Carioca and Manteigao Fosco was rather marked with an
average reduction of about 42 and 37 % in NTAPA and 40 and 24% in
the MSPA, respectively. Such cultivars were the most susceptible to
water stress with regard to the BNF reliance. The MSPA and NTAPA
were slightly affected in the cultivars Negro Argel, Ouro Negro and
Jalo EEP558, suggesting a good BNF capacity even after water stress.
Our results showed that for common beans the BNF resilience to water
stress is dependent on the host plant genotype.

Keywords: Phaseolus vulgaris, drought, genotypes, water stress,
common beans.
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Introducao

Em paises da América Latina e Leste da Africa, localizados nas

regioes tropicais e sub tropicais, o cultivo do feijdo-comum tem forte
relevancia social por ser a principal fonte de proteinas (GRAHAM,;
RANALLI, 1997), sendo muitas vezes, cultivado em regime de
subsisténcia por pequenos agricultores. No Brasil, o feijoeiro € cultivado
principalmente no estado do Parand, regido Centro-oeste, norte de

S&o Paulo, sul de Minas Gerais e algumas localidades do Nordeste
(SILVA; RIBEIRO, 2009), onde as condicGes edafoclimdticas sdo mais
favordveis a cultura.

Segundo dados do Levantamento Sistematico da Producédo Agricola
(LSPA/IBGE, 2012), a produtividade média do feijoeiro passou de
cerca de 200 kg.ha' em 2001 para 951 kg.ha' na safra de 2011; no
entanto, ha uma grande diferenca nos niveis de produtividade das trés
principais regides produtoras. As regiées Sul e Sudeste apresentam
produtividades médias de 1.530 e 1.580 kg.ha', respectivamente,
enquanto para a regido Nordeste, responsdvel por 23,4% da safra
nacional de 2011, o rendimento médio da cultura foi extremamente
baixo, préximo a 428 kg.ha', bem distante do potencial que a
cultura apresenta nas outras duas regiées (LSPA/IBGE, 2012). As
produtividades observadas nas regiées Sul e Sudeste, provavelmente,
se devem ao cultivo por grandes e médios produtores que utilizam
tecnologias e insumos como, por exemplo, irrigacdo e fertilizantes
(AIDAR; KLUTHCOUSKI, 2009).

Deficiéncias de nutrientes como o N e P e a acidez dos solos brasileiros
sdo os principais fatores limitantes para obtencdo de maiores
rendimentos na cultura do feijoeiro (HUNGRIA et al., 1997). Além
disso, segundo estimativas do Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), cerca de 40% da drea plantada com feijoeiro

na América Latina e, 60% das dreas no Oriente Médio e Africa
apresentam deficiéncia de N (CIAT, 1990). Adicionalmente, o feijoeiro
é considerado uma espécie pouco tolerante a estresses hidricos severos
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e estima-se que de 40 a 60% da producao de feijdo-comum dos paises
em desenvolvimento estdo sob déficit hidrico (CIAT, 1990), tornando
a seca o segundo maior limitador da produtividade, atrds apenas da
incidéncia de doencas (GRAHAM; RANALLI, 1997). Nesse cenadrio
onde ocorre falta de tecnologia, uso de solos de baixa fertilidade e
cultivo em condicGes de estresse hidrico, a baixa produtividade do
feijoeiro é uma constante.

A utilizacdo da inoculacdo do feijoeiro com bactérias do grupo dos
rizobios é capaz de minimizar os danos causados pela limitacdo de N,
e sob condicbées ambientais adequadas, podendo atender a maior parte
das necessidades de N do feijoeiro (HUNGRIA et al., 1985). Do ponto
de vista econémico, a FBN proporciona aumento da produtividade,
com menor custo de producdo; ambientalmente, reduz riscos de
contaminacéao dos recursos hidricos decorrentes do acumulo de nitrato
(HUNGRIA et al, 1997). No entanto, apesar dos avancos obtidos com
a inoculacéo de estipes elite, como CIAT 899, com maior capacidade
de competir com as estirpes nativas do solo pelos sitios de infeccéo

e maior tolerdncia a estresses abidticos, a reposta a inoculacao

ainda é bastante varidvel e altamente influenciada por condicées de
estresses como altas temperaturas e seca (GRAHAM, 1981). Mesmo
que o sucesso da nodulacao seja alcancado, um pequeno déficit
hidrico ou moderada elevacdo na temperatura, desencadeiam a morte
prematura dos ndédulos funcionais e, muitas vezes, ndo ha tempo

habil para o estabelecimento de novos nédulos em plena capacidade
de fixacdo (HUNGRIA; FRANCO 1993). Nestas condicGes, o menor
numero de ndédulos funcionais reduz o fornecimento de nitrogénio

via FBN (RAMOS et al., 2003) e, consequentemente, levam a queda
no potencial produtivo da cultura quando inoculada com rizdbios
(SERRAJ; SINCLAIR, 1998). Efeitos deletérios adicionais a senescéncia
dos ndédulos tém sido observados. Ramos e colaboradores (1999)
mostraram que o déficit hidrico provocou uma reducdo da difusdo de
oxigénio para a nitrogenase e diminuicdo de sua atividade. Além disso,
o déficit hidrico provoca a reducdo da emissdo de pélos radiculares,
descontinuidade da sihtese de leg-hemoglobina e abortamento dos
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nédulos (SERRAJ; SINCLAIR, 1998; GOORMACHTIG et al., 2004),
acarretando uma baixa capacidade de FBN.

Muitos estudos relacionados a FBN no feijoeiro tém focado
principalmente na selecdo de estipes de rizébio mais eficientes e
tolerantes a estresses abidticos. Por outro lado, a selecdo de cultivares
da planta hospedeira para essa finalidade tem sido pouco utilizada
(ALCANTARA et al., 2009). A planta tem grande importéncia no
controle e manutencdo do processo, havendo necessidade de selecdo
de gendtipos mais responsivos a FBN e tolerantes a estresse em
condicbes de simbiose.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) de diferentes cultivares de
feijoeiro submetidas ao déficit hidrico.

Material e Metodos

A capacidade de FBN de 13 cultivares de feijoeiro foi avaliada em
condicbes de estresse hidrico de 4 dias em casa de vegetacdo no
Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia - CNPAB (Embrapa
Agrobiologia - Seropédica, RJ). Em funcdo do grande ndmero de
gendtipos estudado, foi necessdria a conducao de dois experimentos.
No primeiro, as cultivares avaliadas foram BAT 477, Ouro Negro,

Rio Tibagi, Safira e Carioca. Para o segundo experimento, utilizou-

se as seguintes cultivares: Xamego, Aporé, Jalo EEP558, Negro
Argel, Diamante Negro, Xodé, Constanza, Manteigdo Fosco e Carioca
(mantida nos dois experimentos como referéncia neste estudo).

As plantas foram submetidas ao déficit hidrico aos 30 dias apds
emergéncia (DAE). A massa seca da parte aérea (MSPA) e o N total
acumulado na parte aérea (NTAPA) foram utilizados para avaliar o
efeito do déficit hidrico sobre a FBN nas diferentes cultivares.
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Apds essa avaliacao inicial, as cultivares Negro Argel e BAT477,
consideradas contrastantes, foram utilizadas em experimento adicional.
Nesse experimento, as plantas foram submetidas ao estresse hidrico
aos 25 DAE. Além das determinacdes de MSPA e NTAPA, foi realizado
um ensaio de atividade de reducao de acetileno (ARA) para estimar

a atividade de FBN, segundo o procedimento descrito por Boddey

et al. (2007). O ensaio de ARA foi realizado 10 dias apds o término

do estresse hidrico utilizando as raizes com os nddulos das plantas
controle e submetidas ao estresse.

Antes do plantio, as sementes foram superficialmente desinfestadas
em etanol absoluto por 1 minto, seguido por peréxido de hidrogénio
por 30 segundos e lavadas 10 vezes com dgua destilada estéril. As
sementes foram plantadas em vasos pldsticos (500 mL) contendo
aproximadamente 950 g de areia/vermiculita na proporcao de 2:1
(v/v) previamente esterilizada. Em seguida cada semente foi inoculada
com uma mistura de 1 mL das estirpes BR520 e BR534 de Rhizobium
tropici crescidas em meio YM (FRED; WASKMAN, 1928) durante 3
dias sob agitacdo de 120 rpm a temperatura de 30°C. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo com o fornecimento semanal
de solucdo nutritiva de Norris (1964) isenta de N, até o momento da
coleta.

As plantas foram submetidas ao déficit hidrico aos 30 dias apds a
emergéncia (DAE) nos dois experimentos iniciais e aos 25 DAE no
terceiro, com o objetivo de aplicar o estresse na mesma fase de
crescimento em todos os experimentos.

O Conteudo Relativo de Agua (CRA) na folha foi avaliado 4 dias apds
o inicio do déficit hidrico e utilizado como um indicador do nivel de
estresse. O valor de CRA foi determinado pela equacdo RWC = (FW-
DW)/(TW-DW)*100 (KOID et al., 1991), onde: RWC - Contetido
Relativo de Agua; FW - Peso fresco; DW - Peso Seco; TW - Peso
Turgido, segundo o procedimento descrito por Chartzoulakis et al.
(1997). Apés o periodo de déficit hidrico, as plantas foram reidratadas
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com a saturacdo do substrato e coletadas10 dias apds a reidratacdo. A
parte aérea foi acondicionada em sacos de papel, colocada para secar
em estufa a 65°C até peso constante quando foram entdo pesadas
para obtencdo da MSPA.

As andlises de NTAPA foram realizadas pelo método Kjeldahl segundo
Nogueira e Souza (2005). Com a finalidade de comparar de forma
global o desempenho das cultivares nos dois experimentos iniciais,

os valores de MSPA e o NTAPA de cada cultivar foram comparados
(controle vs. estresse) para obtencado do percentual de diminuicdo em
funcéo do déficit hidrico (Tab. 1).

O delineamento experimental utilizado nos experimentos | e Ill foi o
inteiramente casualizado, com cinco repetic6es. Em funcdo do tamanho
do experimento Il, foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso,
com trés repeticées. Apds a realizacdo do teste de homogeneidade
utilizando o programa SAEG - Versdo 9.1 (2007), a andlise de

varidncia dos dados foi feita utilizando o programa Sisvar - Verséao 4.2
(FERREIRA, 2008). Para a comparacdo das médias de MSPA, NTAPA e
ARA, foi utilizado o teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Resultados e discussao

O CRA das plantas avaliado 4 dias apds o inicio do estresse diminuiu
significativamente em relacdo ao CRA das plantas controle para todas
as cultivares avaliadas. Os valores observados de CRA indicaram

que as plantas estavam sob condicdo de déficit hidrico (dados nao
apresentados). A coleta realizada 24 horas apds a reidratacdo mostrou
que as plantas restabeleceram seu status hidrico (Fig. 1). O NTAPA
foi significativamente reduzido em seis das 13 cultivares e a MSPA

foi reduzida em cinco das 13 cultivares, em funcdo da exposicdo ao
déficit hidrico (Tab. 1) e também significativa para Carioca nos dois
experimentos. Para as cultivares Rio Tibagi, Xamego, Aporé, Jalo



Efeito do déficit hidrico sobre a fixac&o biolégica de N, em cultivares de feijdo comum 13

Tabela 1. Massa seca (MSPA) e N total acumulado na parte aerea (NTAPA) de
cultivares de feijoeiro submetidas ao déficit hidrico, e as respectivas variacoes
em relagao ao controle.

BAT 477 Controle 1,95 a 23 59 67 a -25,37
Estresse 1,49 b ! 50 b
- Carioca Controle 2,20 a 77 a -48,05
g § Estresse 1,32 b -40,00 40 b
g 2 Ouro Controle  1,86a . oo 62a -22,58
= S Negro Estresse 1,64 a ’ 48 b
& I;; Rio Tibagi  Controle 1,39 a 18 71 44 a -15,91
w Estresse 1,13 a ’ 37 a
Safira Controle 1,53 a 20.26 49 a -22,45
Estresse 1,22 b ! 38 b
M. Fosco Controle 3,82 a 23.82 100a -37,00
Estresse 2,91 b ! 63 b
Xamego Controle 3,02 a 10.46 48 a +12,50
Estresse 2,704 a ! b4 a
Aporé Controle 2,48 a 22 58 49 a -16,33
Estresse 1,92 a ! 41 a
= Jalo Controle 3,02 a 13 58 70 a -11,43
g © EEP558 Estresse 2,61a ! 62 a
g £ Negro Controle 3,67 a -8.40 61a +1,64
= 5 Argel Estresse 3,27 a ' 62 a
§§ Diamante Controle 3,54 a 2910 66 a -16,67
i Negro Estresse 2,51 a ! b5 a
Carioca Controle 4,05 a -39 75 77 a -36,36
Estresse 2,44 b ! 49 b
Xodd Controle 4,04 a 66 a -21,21
Estresse 3,15 b -22,03 52 a
Constanza  Controle 3,63 a 1488 85 a -24,71
Estresse 3,09 a ! 64 b

Os valores seguidos de mesma letra para cada cultivar, dentro de cada experimento, ndo diferem
estatisticamente pelo teste F (p>0, 05%).

+: indica o aumento (%) para a cultivar sob estresse hidrico em relacdo ao controle.

-1 indica a reducédo (%) para a cultivar sob estresse hidrico em relacdo ao controle.
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BAT 477 - Estresse BAT 477 - Controle

il tr’%iwg >
7 e Y

Fig. 1. Plantas de feijoeiro (P. vulgaris L.) cultivares BAT477 e Negro Argel ao final de
um periodo de estresse hidrico de 4 dias e apds 24 horas de reidratagcdo das plantas em
condicGes de casa de vegetacdo.
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EEP558, Negro Argel e D. Negro, esse efeito ndo foi estatisticamente
significativo. As plantas foram cultivadas na auséncia de N mineral,

e por isso pode-se deduzir que o N acumulado na parte aérea foi
proveniente do processo de FBN. Desta forma, a reducdo no NTAPA
das plantas sob déficit hidrico indica o nivel de sensibilidade da FBN

a condicao de estresse. Para as cultivares M. Fosco (experimento Il)

e Carioca (experimento I) houve reducédo de 37 e 48% no NTAPA,
respectivamente, sendo essas as mais sensiveis ao déficit hidrico (Tab.
1). O mesmo comportamento para a cultivar Carioca foi observado

por Ramos et al. (2003). Esses autores mostraram que ocorreu a
vacuolacao das células, perda da membrana peribacteriana, degradacéo
das células do citoplasma e liberacdo dos bacterdides nos espacos
intercelulares apds cinco dias de estresse hidrico. O acuimulo de

N total em torno de 61-70 mg.planta observado para essas duas
cultivares sugere maior tolerdncia da simbiose ao déficit hidrico. Vale
ressaltar que a cultivar Carioca (utilizada como referéncia no estudo)
apresentou-se sensivel ao déficit hidrico quanto aos pardmetros
avaliados em ambos os experimentos.

Recentemente, foi demonstrado o papel da cultivar e da estirpe
inoculada na tolerdncia da simbiose ao estresse hidrico em plantas
avaliadas aos 20 DAE (TAJINI et al., 2012). Nesse experimento a
estirpe 12a3 foi mais eficiente que a CIAT899, quando inoculadas

na cultivar Flamingo de feijoeiro, mostrando que a simbiose entre
Flamingo e 12a3 tem potencial para uso em condi¢ées de déficit
hidrico. Estirpes tolerantes ao estresse salino e, também, ao déficit
hidrico apresentam maior competitividade e eficiéncia de FBN (MNASRI
et al., 2007). Apesar do conhecido efeito das estirpes na manutencéo
da FBN sob déficit hidrico, muitos dos efeitos diretos e indiretos sobre
a simbiose sdo dependentes, sobretudo, da planta hospedeira. Rodifio
et al. (2011) testaram diferentes gendtipos de feijoeiro no campo e
em condicOes controladas e verificaram que a planta tem um forte
efeito na morfogénese e biomassa de nédulos. Desta forma, espera-
se que a capacidade de nodulacao e tolerdncia a estresses tenham
consequéncias na capacidade de resposta da planta em condicbes de



16

Efeito do déficit hidrico sobre a fixagdo biolégica de N, em cultivares de feijdo comum

FBN. No entanto, Miranda e Bliss (1991) destacam que a reduzida
capacidade de fixacdo simbidtica de nitrogénio em alguns gendtipos

de feijoeiro ocorre em decorréncia do processo de domesticacdo sem
pressdo de selecdo para simbiose com rizébios. Deve-se mencionar que
0S mecanismos que atuam na tolerdncia a seca quando a planta esta
utilizando o N mineral sdo diferentes.

Devi et al. (2013) mostraram que ha variabilidade genética para a
capacidade de FBN em condicdo de déficit hidrico. No entanto, esses
autores destacam que o feijoeiro com alta taxa de FBN em condicées
favordaveis mantém as mesmas taxas em condicdes de estresse. Por
outro lado, Hardarson et al. (1993) mostraram que algumas cultivares
de feijdo tem sua capacidade de FBN reduzida quando expostas a
condicbes ambientais desfavordveis, como altas temperaturas e baixa
umidade no solo. Essa aparente contradicdo, provavelmente ocorre

em funcdo das diferentes estratégias utilizadas por cada gendtipo na
tentativa de tolerar o déficit hidrico. Além disso, € muito dificil obter
gendtipos de feijoeiro que possuam distintos mecanismos de resisténcia
aos multiplos estresses limitantes a FBN, especialmente quando néao
foram expostos a esses estresses durante o processo de selecdo (DEVI
et al., 2013).

Além das anadlises de MSPA e NTAPA, um ensaio de reducéao

de acetileno (ARA) foi realizado para estimar a atividade de FBN

nas cultivares Negro Argel e BAT477, 10 dias apds o término do
déficit hidrico. Houve uma reducéo da atividade de FBN nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, sendo significativa somente para a
cultivar BAT 477 com atividade 63% menor em relacdo ao controle
(Fig. 2A). Mesmo ndo havendo diferenca significativa, a cultivar Negro
Argel em condicdo de estresse mostrou reducado de 55% na atividade
de FBN em relacdo ao controle (Fig. 2B). As mesmas plantas utilizadas
no ARA também foram utilizadas para a determinacdo do NTAPA e
MSPA. Os resultados observados para esses pardmetros confirmaram
que a cultivar BAT 477 foi mais afetada pelo déficit hidrico que

a cultivar Negro Argel (Fig. 3 e 4). A cultivar BAT 477 tem sido
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Fig. 2. A atividade da nitrogenase (mmol/L/h/g de nddulo) avaliada por reducdo de acetileno
para as cultivares Negro Argel (A) e BAT 477 (B) dez dias apés o término do déficit hidrico
de 4 dias. NA-CT e NA-EST: Negro Argel Controle e Estresse, respectivamente; BAT-CT
e BAT-EST: BAT 477 Controle e Estresse. Letras diferentes indicam que os tratamentos
diferiram estatisticamente pelo teste de F a 5% de probabilidade. Barras de erro padrdo das

médias para 5 repetic6es sdo mostradas para cada cultivar/tratamento.
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Fig. 3. N total acumulado na parte aérea (NTAPA) para as cultivares Negro Argel e BAT
477 dez 10 dias apds o término do déficit hidrico de 4 dias. Letras diferentes indicam que
os tratamentos diferiram estatisticamente pelo teste F a 5% de probabilidade. Barras de

erro padrdo das médias para 5 repeticGes sdo mostradas para cada cultivar/tratamento.
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Fig. 4. Massa seca da parte aérea (MSPA) das cultivares Negro Argel e BAT 477 aos dez
dias apds a recuperacdo do déficit hidrico de 4 dias. Letras diferentes indicam que os
tratamentos diferiram estatisticamente pelo teste F a 5% de probabilidade. Barras de erro

padrdo das médias para 5 repeticGes sdo mostradas para cada cultivar/tratamento.

considerada tolerante a seca em condicées de campo com fornecimento
de N mineral (SPONCHIADO et al., 1989); contudo, nossos resultados
mostraram que esse comportamento ndo foi verificado sob condicées
de casa de vegetacao quando dependente da FBN (Tab. 1). A
tolerdncia observada em BAT477 em condicdo de campo € decorrente
da grande capacidade de penetracdo no solo do sistema radicular e,
consequentemente da maior facilidade de encontrar dgua em camadas
mais profundas (SPONCHIADO et al., 1989). Certamente em casa

de vegetacdo esse mecanismo € limitado em funcdo das condigbées

de cultivo como, por exemplo, o volume limitado do substrato a

ser explorado pelo sistema radicular. Além disso, em funcédo da
complexidade metabdlica do processo de FBN, possivelmente, é
necessaria a atuacado de outros mecanismos de tolerdncia, os quais
requerem a inducdo de genes especificos (CLEMENT et al., 2008;
SILVA et al., 2012).
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Conclusoes

Ha variabilidade genética para capacidade de FBN em condicGes de
déficit hidrico entre as cultivares de feijao avaliadas.

As cultivares BAT 477, Carioca, Ouro Negro, Safira, M. Fosco e
Constanza mostram baixa capacidade de manter a atividade de FBN
apds o déficit hidrico.

As cultivares N. Argel, Jalo EEP558, Xamego, Aporé e Diamante
Negro, sdo menos afetadas pelo déficit hidrico, mantendo a capacidade
de FBN apds a exposicao ao estresse hidrico.
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