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BIODIVERSIDADE DO RIZOBIO QUE NODULA O
FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.) E OS PRINCIPAIS
FATORES QUE AFETAM A SIMBIOSE

Rosangela Straliotto*
Norma Gouvea Rumjanek®

1. INTRODUCAO

Ha um conceito geral de que o feijoeiro possui baixa capacidade fixadora de
nitrogénio em associagdo com as bactérias do género Rhizobium. Este conceito
resulta de diversos resultados experimentais, tanto a nivel nacional quanto
internacional, onde, quando se considera os valores médios de produtividade, a
baixa capacidade da planta em atingir seu potencial produtivo dependente apenas
da fixacdo bioldgica do nitrogénio fica evidenciada. Apesar desta constatacao,
verifica-se que ha uma grande variabilidade na capacidade fixadora desta planta
guando se analisa individualmente estes resultados experimentais (Hardarson et al.,
1993; Araujo, 1994; Vargas et al., 1994), sendo que a existéncia desta variabilidade
justifica e aponta caminhos para a pesquisa visando a melhoria na eficiéncia desta
interacdo. A pesquisa dos fatores que afetam a produtividade do feijoeiro sob
condicdes simbidticas reveste-se de significativa relevancia socio-econémica, pela
grande importancia da cultura na dieta alimentar de nossa populacdo e pela
adequacado desta tecnologia ao sistema agricola de subsisténcia, predominante no
cultivo do feijoeiro no Brasil. Esta tecnologia também se adapta a alguns sistemas
de producdo associados a agricultura familiar, de melhor nivel tecnolégico, e em
ascendéncia em varias regides produtoras especialmente no Sul do Brasil
(M.G.Teixeira, comunicacéo pessoal).

A pesquisa sobre a simbiose do feijoeiro teve bastante progresso nos ultimos
anos, especialmente no conhecimento do microsimbionte e no estudo de novas
abordagens buscando maior variabilidade no macrosimbionte para maior eficiéncia

na fixacdo biolégica de nitrogénio (Andriolo et al., 1994; Franco, 1998; Nodari et al.,
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1993). Recentemente percebeu-se a inadequacdo do riz6bio que vinha
tradicionalmente sendo recomendado como inoculante as condi¢des tropicais, e
novas espécies de rizébio capazes de nodular esta planta foram identificadas e
caracterizadas como resultado de diversos levantamentos. Isto significa que os
estudos envolvendo os fatores que afetam esta simbiose precisam ser refeitos
levando em consideracéo a diversidade do rizobio presente nas diferentes regides
produtoras. A combinacédo favoravel dos varios fatores bioticos e abiéticos presentes
no ecossistema em estudo vai determinar o sucesso da inoculagédo, sendo que é
preciso partir do conhecimento das -caracteristicas do microrganismo a ser
introduzido, sua adaptabilidade e capacidade competitiva. Os estudos da
diversidade e taxonomia bacteriana, especialmente aplicados aos simbiontes do
feijoeiro apresentou uma grande evolugdo nos ultimos anos devido as novas
metodologias moleculares de avaliagdo e caracterizacdo. Os recentes estudos
taxondmicos que identificaram estes novos grupos de microrganismos, sua
caracterizacdo e abrangéncia geografica sdo o primeiro objetivo desta revisdo. A
seguir serdo destacados o0s principais fatores bidticos e abidticos que afetam a
simbiose feijoeiro-rizobio, buscando relacionar os trabalhos envolvendo estes
diferentes grupos de rizébio quanto a sua eficiéncia simbidtica frente a diferentes
fatores de estresse bioticos e abidticos.

2. BIODIVERSIDADE DO RIZOBIO QUE NODULA O FEIJOEIRO

A classificagdo taxon6mica do rizébio foi inicialmente baseada em sua
especificidade hospedeira, a qual, embora ambigua, tinha um aspecto pratico pela
sua utilidade para os usuarios e fabricantes de inoculantes. Baseado essencialmente
nesta especificidade, as bactérias que nodulam o feijoeiro foram classificadas como
pertencentes a espécie R. phaseoli (Fred et al., 1932). A classificacdo posterior,
proposta por Jordan (1984), levando em consideragdo o relacionamento entre certas
caracteristicas fisiolégicas e ainda a especificidade hospedeira, dividiu o género
Rhizobium em trés espécies, englobando as bactérias de crescimento rapido em
meio de cultura especifico, R. meliloti, R. loti e R. leguminosarum. R. leguminosarum
foi entdo dividido em trés biovares, definidos com base na hospedeira que nodulam,

R. leguminosarum bv. viciae que nodula ervilha, ervilhaca e fava (Pisum sativum,



Vicia sativa, V. fava), R. leguminosarum bv. trifoli que nodula os trevos (Trifolium
spp.) e R. leguminosarum bv. phaseoli, o feijoeiro.

As bases para esta classificacdo em biovares foram: (1) os simbiontes de
ervilha, trevo e feijoeiro ndo podiam ser distintos facilmente com base em
caracteristicas fenotipicas (Graham, 1964); (2) em condi¢cdes de laboratério, a
recombinacdo dos genes cromossomais através da conjugacédo pode ser facilmente
obtida entre estirpes de R. leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. trifolii e
R. leguminosarum bv. phaseoli (Kondorosi et al., 1980); (3) os determinantes
genéticos de circulo de hospedeiras e outras fun¢des simbidticas sdo em grande
parte, quando ndo totalmente, codificadas por plasmideos os quais permanecem
funcionais quando transferidos entre estirpes isoladas de ervilha, trevo e feijoeiro
(Lamb et al., 1982); e (4) em média, ha& um maior nivel de similaridade nas
sequéncias de nucleotideos do DNA total entre estirpes pertencentes aos trés
biovares de R. leguminosarum do que entre estes biovares e outras espécies como
R. meliloti ou R. loti (Crow et al., 1981).

Baseado nesta classificacdo, todas as estirpes de rizébio isoladas do feijoeiro
passaram a ser indistintamente considerados como pertencentes a espécie R.
leguminosarum bv. phaseoli. No entanto, este novo arranjo taxondmico n&o foi
totalmente aceito, sendo que muitas evidéncias contrarias, resultantes de diversos
estudos de diversidade dos simbiontes do feijoeiro foram a seguir levantadas. Uma
delas é a reconhecida diversidade genética dos simbiontes de P. vulgaris, a qual é
bem maior do que a presente nos demais biovares (Graham & Parker, 1964; Jarvis
et al., 1980; Jordan, 1984). Inicialmente estudos de hibridizacdo de DNA
demonstraram que havia uma marcante heterogeneidade na sequéncia de
nucleotideos cromossomais entre estirpes de cada um dos biovares de R.
leguminosarum (Crow et al., 1981). Dados de eletroforese bidimensional de
proteinas celulares totais ndo permitiram diferenciar entre isolados de R.
leguminosarum bv. viciae e R. leguminosarum bv. trifolii, mas mostraram que o0s
isolados de R. leguminosarum bv. phaseoli s&o bem distintos e bastante diversos
geneticamente (Roberts et al., 1980). Finalmente foi demonstrado que estirpes de
rizébio de diversos grupos de homologia sdo capazes de nodular o feijoeiro (Crow et
al., 1981); de fato, diversas estirpes de Rhizobium spp. de ndédulos obtidos de
diferentes géneros e espécies de leguminosas selvagens sdo capazes de nodular o
feijoeiro (Graham & Parker, 1964).



Além disso, todos estes primeiros estudos de taxonomia deste grupo de
estirpes foram baseados em isolados de rizobio que nodulam o feijoeiro que tem
ocorréncia natural em solos de paises de clima temperado, resultando de
comparacdes com o rizobio isolado de plantas originarias destas regides, como
ervilha e trevo. Sabe-se que o feijoeiro é originario das regides andinas e mexicanas,
portanto os isolados objeto destes estudos iniciais foram provavelmente introduzidos
nestes paises juntamente com as sementes levadas ap0s o periodo de colonizacao
das Américas. A partir de 1985, foi publicada uma série de estudos sobre os
simbiontes de feijoeiro isolados nas Américas, incluindo os provenientes das regides
de Cerrado brasileiras, liderados pelo grupo de pesquisa da Universidade Autbnoma
do México (UNAM), com a colaboracdo do Centro Nacional de Pesquisa em
Agrobiologia (CNPAB).

Em 1988, um extensivo estudo de diversidade dos isolados que nodulam o
feijoeiro coletados no México e América do Sul, até entdo classificados como R.
leguminosarum bv. phaseoli, revelou um complexo de estirpes bastante
heterogéneo, composto de diferentes linhagens filogenéticas bem diferenciadas
(Pifiero et al., 1988). Esta diversidade contrastou com o fraco polimorfismo
detectado entre os isolados que nodulam o feijoeiro coletados nos campos da
Inglaterra (Young, 1985). Utilizando dados de andlise por eletroforese de isoenzimas
(MLEE — Multilocus Enzyme Electrophoresis) estes autores observaram as variagdes
alélicas de 15 locus enziméticos em 51 isolados de R. leguminosarum bv. phaseoli
obtidas de varias regibes geograficas, principalmente do México. Os resultados
destas analises mostraram que as estirpes deste biovar eram muito heterogéneas
em seus genes estruturais cromossomais e que havia um nivel de diversidade e
divergéncia genotipica muito maior do que os até entdo reportados para qualquer
espécie de bactéria, inclusive E.coli. Foram distintos 46 tipos eletroforéticos (ET'S)
com base nos perfis alélicos dos locus enziméticos analisados sendo que a
diversidade genotipica média por locus enzimético entre estes ET’s foi de 0,691. A
grande diversidade no genoma cromossomal detectada neste estudo levantou a
possibilidade de que R. leguminosarum bv. phaseoli consistia na verdade de uma
mistura polifilética de estirpes e ndo numa unidade monofilética. Como outros
autores ja haviam sugerido, ficou claro que a inclusao de todas as estirpes que
nodulam o feijoeiro numa Unica espécie ou biovar era geneticamente irreal e

taxonomicamente confuso (Mendes, 1995). Baseados na convencdo adotada para



os membros da familia Enterobacteriaceae, as estimativas de distancia genética
entre os pares de ET’'s de R. leguminosarum bv. phaseoli indicaram que cerca de
sete espécies poderiam ser distintas entre as estirpes analisadas.

Pifiero et al. (1988) sugeriram que uma classificacdo biologicamente mais
representativa de Rhizobium spp. deveria ser baseada na analise da variacdo dos
genes cromossomais mais do que em caracteristicas fenotipicas, especialmente as
codificadas total ou parcialmente por plasmideos, tais como circulo de hospedeiras.
A classificacdo proposta por Jordan em 1984 mostrou-se deficiente no sentido de
gue baseou-se em critérios fisol6gicos e ecolédgicos, e ndo em critérios genéticos e
evolucionarios que refletissem a similaridade total das estirpes e suas provaveis
linhas genealdgicas de evolugéo. Devido ao fato de que a transferéncia horizontal de
genes cromossomais, embora ocorra, € menos provavel do que a frequente
transferéncia de genes codificados por plasmideos, os gendétipos definidos por
MLEE refletem muito melhor a histéria genealdgica destas estirpes. De acordo com
Pifiero et al. (1988), uma hipbtese que explicaria esta diversidade neste grupo de
estirpes seria de que, através do tempo evolucionario, numerosas linhagens clonais
divergentes de rizébio, associadas com varias espécies de leguminosas, tenham
adquirido a capacidade de colonizar Phaseolus spp pela aquisicdo de plasmideos
conferindo genes para nodulacao desta planta.

Estes estudos levaram a separacao das estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli em dois tipos, | e Il, de acordo com diferencas nos plasmideos simboticos
(pSym) como a presenca ou auséncia de reiteracdes (multiplas copias) de genes
ligados a fixacdo de nitrogénio e a capacidade de nodular outros hospedeiros
(Martinez et al., 1985; Flores et al., 1987). Inicialmente acreditava-se que a presenca
destas reiteracOes representassem uma vantagem evolutiva para este biovar
(Martinez et al., 1985; Romero et al., 1988), no entanto, posteriormente verificou-se
gue estdo relacionadas a constante variabilidade de diversos fenotipos (Sobéron-
Chaves et al., 1986; Flores et al., 1988). As estirpes do tipo | possuem multiplas
coOpias dos genes nifH e, acreditava-se, possuiam um circulo restrito de hospedeiras,
centralizado no feijoeiro, enquanto que as estirpes do tipo Il possuem uma Unica
copia destes genes e eram capazes de nodular também Leucaena spp (Martinez, et
al., 1985; Brom et al.,, 1988). Posteriormente verificou-se que o circulo de
hospedeiras destas espécies era bem menos restrito e definido do que se acreditava

(Hernandez-Lucas et al., 1995). Estes grupos diferiam ainda na estrutura de seus



polissacarideos extracelulares (Zevenhuizen & Bertocchi, 1989; Gil-Serrano et al.,
1990).

Logo a seguir, as estirpes do tipo Il foram reclassificadas como R. tropici
(Martinez-Romero et al., 1991), a partir de uma caracterizacao genotipica baseada
em dados de MLEE, no sequenciamento parcial do 16S rRNA, hibridizacdo DNA-
DNA e organizagao do DNA ribossomal. Dois subgrupos, IlA e 1IB, foram descritos
para esta espécie de modo a acomodar o baixo nivel de homologia de DNA (36%) e
diferencas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas, diferencas estas que foram
recentemente enfatizadas pela presenca de um megaplasmideo especifico em cada
grupo (Geniaux et al., 1995). A espécie R. etli (Segovia et al.,, 1993) foi
posteriormente descrita incluindo as estirpes anteriormente classificadas como R.
leguminosarum bv. phaseoli do tipo | de origem americana (Martinez et al., 1988), o0s
quais constituem um biovar, R. etli bv. phaseoli, e isolados ndo simbio6ticos
originarios do México (Segovia et al.,1991). O sequenciamento parcial do 16S rRNA
foi utilizado para diferenciar R. leguminosarum de R. etli (Segovia et al.,, 1993),
sendo que atualmente somente s&o consideradas como R. leguminosarum bv.
phaseoli as estirpes que estiverem estreitamente relacionadas com 0s genes
cromossomais dos outros biovares (bv. trifolii e bv. viceae) desta espécie (Lindstrém
et al., 1995).

A definicdo da espécie R. tropici foi baseada em dados de MLEE de 64
estirpes do tipo Il isoladas em diferentes regides geograficas comparadas com
outras espécies de rizébio, seguida de uma caracterizacdo fenotipica (Martinez-
Romero et al., 1991). Através de MLEE foi possivel subdividir as estirpes do tipo |l
nos dois subgrupos IIA e 1IB, os quais mostraram-se distintos das estirpes do tipo I.
As estirpes do tipo Il ficaram a uma distancia genética de 0,86 das do tipo |,
enquanto que a distancia entre os dois subgrupos foi de 0,79. As estirpes do tipo IIA
mostraram maior homogeneidade do que as do tipo 1IB, com um nivel médio de
diversidade de 0,289 enquanto que as do tipo 1IB mostraram um indice de 0,363.
Estirpes representativas foram escolhidas para hibridizacdo de DNA total e
ribossomal e para a determinacdo da sequUéncia parcial do 16S rRNA. Quatro
estirpes do tipo IlA e cinco do tipo IIB constituiram grupos homogéneos, com niveis
relativamente altos de homologia de DNA, 91,7% com a estirpe de referéncia do
subgrupo 1IA (CFN 299) e 81,4% para as estirpes do tipo IIB com a estirpe de
referéncia deste subgrupo (CIAT 899). DNA's de outras espécies de Rhizobium (R.
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leguminosarum bv. phaseoli, R. leguminosarum bv. viceae e R. leguminosarum bv.
trifolil) mostraram menos de 30% de hibridizagdo com o DNA total tanto da estirpe
CEN 299 quanto da CIAT 899. Os dados de RFLP (restriction fragment lengh
polymorphism — polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricdo) dos
operons de rRNA foram determinados e revelaram que os padrdes de hibridizac&o
para as estirpes do tipo | e tipos IIA e 1IB sao claramente distintos.

A caracterizacdo fenotipica destes isolados foi baseada em 118 diferentes
caracteristicas incluindo diferentes fontes de carbono e nitrogénio, tolerancia a
antibiéticos e metais pesados, temperatura maxima de crescimento entre outras. Os
resultados da analise de agrupamento realizada mostrou que de modo geral o0s
resultados estéo de acordo com o dendrograma resultante da analise de MLEE, mas
a distincdo entre os dois agrupamentos (IIA e 1IB) com base nos dados fenotipicos
foi mais evidente. As estirpes do tipo IIA requerem calcio para crescimento em meio
PY e ndo crescem em meio LB, sdo iméveis em meio contendo 0,3% de agar e a
temperatura maxima de crescimento é de 35 a 37°C. Entretanto, as estirpes do tipo
lIB ndo requerem célcio para crescimento e ndo crescem em meio LB, sdo méveis
em meio 0,3% de agar e sua temperatura maxima de crescimento é de 40°C. As
estirpes do tipo 1IB sdo mais resistentes a antibidticos e metais pesados do que as
do tipo IIA. Devido a todas estas diferencas, os autores sugerem que estes
subgrupos devem ser futuramente considerados como subespécies.

As estirpes do tipo IlI, agora R. tropici, chamaram a atencdo dos
pesquisadores devido a uma série de caracteristicas genéticas e outras de interesse
agronbmico. Seu plasmideo simbiético, quando transferido para estirpes de
Agrobacterium tumefaciens promove um processo simbidtico efetivo e
completamente diferenciado (Brom et al., 1988; Martinez et al., 1987). Estas células
recipientes sdo geneticamente estaveis, retendo seu plasmideo mesmo depois de
uma incubacédo prolongada a 37°C. Alguns isolados de R. tropici s&o tolerantes a
altas temperaturas (Karanja & Wood, 1988b; Mercante, 1993), acidez e aluminio
(Cunningham & Munns, 1984; Graham & Parker, 1964; Karanja & Wood, 1988a;
Vargas et al., 1990).

A posicao filogenética de R. tropici foi distinta de R. leguminosarum de acordo
com as metodologias acima citadas, no entanto, a partir da definicdo de R. tropici até
1993, todas as estirpes isoladas de feijoeiro que ndo se enquadrassem na descricao

desta espécie eram classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli. Analisando a



11

estrutura genética de uma populacdo ndo simbibtica de R. leguminosarum por
eletroforese de isoenzimas, Segovia et al. (1991) observou que as estirpes
americanas de sua colegdo, até entdo classificadas como R. leguminosarum bv.
phaseoli, formavam um agrupamento separado de R. leguminosarum bv. viciae e R.
leguminosarum bv. trifolii. Logo a seguir, foi observada uma grande diferenca entre
a sequéncia parcial de nucleotideos do 16S rDNA dos isolados de feijoeiro de
origem americana e a seqiéncia da estirpe de referéncia de R. leguminosarum bv.
viciae (Eardly et al., 1992). Esta evidéncia levou os autores a sugerirem que as
estirpes de feijoeiro de origem americana deveriam ser referidas como Rhizobium
spp. do tipo I, e ndo R. leguminosarum bv. phaseoli. Um estudo mais detalhado de
vérias estirpes originarias de feijoeiro crescido nas Américas, baseado da
determinacdo da sequéncia parcial de nucleotideos do 16S rRNA, onde foram
incluidas diferentes estirpes representando as linhagens principais de Rhizobium
spp. do tipo | e um isolado mexicano de R. leguminosarum bv. viciae, levou a
reclassificagdo de Rhizobium spp. do tipo | como R. etli.

Conforme ja destacado acima, R. etli passou a incluir os isolados néo
simbio6ticos de Rhizobium spp do tipo | e pelo menos um biovar, R. etli biovar
phaseoli, o qual nodula e fixa nitrogénio em Phaseolus vulgaris L., embora néo
exclusivamente como se acreditava (Hernandez-Lucas et al.,, 1995), possui
reiterac6es nos genes que codificam para a nitrogenase redutase e duas unidades
transcripcionais separadas para os genes nodA e nodBC (Segovia et al., 1993). R.
etli também apresenta hibridizacdo com o gene psi (polysacharide inhibition) e pode
ser distinto das outras espécies a nivel molecular pelos resultados de hibridizacdo
de DNA, isoenzimas e sequenciamento dos genes ribossomais (Segovia et al.,
1993).

Os limites interespecificos entre R. leguminosarum e R. etli sdo bastante
flexiveis. O nivel de homologia de DNA (45%) e a homologia entre varias regides
cromossOmicas, tais como para 0S genes lac e o0s que codificam para
lipopolissacarideos, observada para as duas espécies (Laguerre et al., 1993a),
sugere que possam ter ocorrido transferéncias génicas e recombinacdes entre estas
duas espécies (Amarger et al., 1997). Além disso, os genes dos plasmideos
simbioticos destas duas espécies sdo homodlogos e organizados similarmente (Davis
& Johston, 1990; Vasquez et al.,, 1991). Acredita-se que R. leguminosarum bv.

phaseoli possa ter surgido através da transferéncia horizontal do plasmideo
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simbidtico de R. etli para R. leguminosarum (Segovia et al., 1993). Seja qual for sua
origem, estas duas espécies mostram-se mais proximamente relacionadas do que
os dois subgrupos de R. tropici.

Estudando o relacionamento genético evolucionario entre isolados de rizébio
gue nodulam o feijoeiro, Eardly et al. (1995) observou a presenca de um alelo do
16S rRNA de R. leguminosarum (alelo ) em isolados pertencentes ao tipo
eletroforético (analisado por MLEE) caracteristico de R. etli, bem como em isolados
pertencentes a outras duas linhagens divergentes. Varias cépias dos genes
ribossomais sdo encontradas no genoma bacteriano, sendo que a bactéria possui
diversos mecanismos de conservacao e recombinacao genética de genes presentes
em multiplas copias. Como através da analise de MLEE os isolados possuindo os
alelos | ndo foram puderam ser agrupados dentro do mesmo tipo eletroforético, o
gue caracteriza a sua divergéncia a nivel cromossomal, a explicacdo encontrada
para estes resultados seria a ocorréncia de transferéncia horizontal e recombinagao
do gene, completo ou em parte, entre estas linhagens de relacionamento distante. E
relevante observar que os alelos | e e (este de R. etli) também ocorrem em estirpes
atualmente classificadas como R. leguminosarum bv. trifolii, divergentes pela analise
de MLEE a uma distancia genética de 0,55 (Eardly, 1993). Pela analise destes
dados fica evidente que maiores estudos envolvendo variacdes alélicas dos genes
ribossomais, e mesmo de outros genes cromossomais, Sa0 necessarios para
elucidar as relagBes evolucionarias entre as estirpes de Rhizobium que nodulam o
feijoeiro, e determinar o envolvimento dos eventos de recombinacdo de genes que
sofrem transferéncia horizontal, na evolucdo destas espécies e das espécies
relacionadas como R. leguminosarum bv. trifolii e viciae (Eardly et al., 1995).

Filogeneticamente, uma analise da seqiiéncia total do 16S rRNA indica que R.
etli, R. leguminosarum e R. tropici formam um grupo monofilético coerente, o qual
também inclui uma linhagem independente contendo um Unico isolado de nodulos
de feijoeiro (van Berkum et al., 1996) e Agrobacterium rhizogenes, a qual é
proximamente relacionada a R. tropici (Willems & Collins, 1993).

R. etli é considerada como a espécie que, mais provavelmente, coevoluiu com
o feijoeiro, pelo seu freqiiente isolamento nas regides consideradas como centro de
diversificacdo da espécie, tendo sido relatada a presenca de bactérias relacionadas
a esta espécie nodulando diferentes leguminosas mesoamericanas (Hernandez-

Lucas et al.,, 1995). Estas bactérias sdo consideradas linhagens divergentes que
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provavelmente tiveram um ancestral comum com R. etli (Martinez-Romero &
Caballero-Mellado, 1996). Num estudo de diversidade de populacdes de R. etli
associadas ao feijoeiro nos altiplanos mexicanos, numa mesma area, esta espécie
foi relatada nodulando tanto Phaseolus vulgaris, quanto Phaseolus coccineus assim
como feijoeiros selvagens (Souza et al., 1994). Quanto a sua distribuicdo geografica,
acredita-se que R. etli tenha sido introduzido na Europa juntamente com as
sementes de feijoeiro, através da Espanha no século XVI, periodo de colonizacdo
das Américas. Sabe-se que ha abundantes populacdes nativas de R. etli neste pais,
sendo que o alelo do 16S rRNA de R. etli também €& encontrado na Franca
(Amarger, dados nédo publicados, citada por Amarger et al., 1997) bem como na
Indonésia e Africa (Tjahjolenksono, 1993, citado por Amarger et al., 1997; Anyango
et al., 1995).

R. tropici foi originalmente isolado de P. vulgaris e Leucaena em solos &cidos
do Cerrado brasileiro (Martinez-Romero et al., 1991; Mercante et al., 1998). Uma vez
gue tanto o feijoeiro quanto a leucena sdo plantas introduzidas nas regides do
Cerrado, acredita-se que R. tropici fosse originalmente simbionte de alguma outra
leguminosa destas regifes. Esta espécie foi recuperada de nddulos de Bolusanthus
e Spartium (Dagutat & Stein, 1995) em solos africanos, tendo sido isolada de
feijoeiro em solos do Kenya (Anyango et al., 1995). Uma hipbtese para sua
dispersdo em solos africanos teria sido a sua introducdo pelos portugueses
juntamente com as sementes do feijoeiro (Martinez-Romero & Caballero-Mellado,
1996). R. tropici foi recuperado de nodulos de feijoeiro em trés diferentes localidades
da Franca, em areas caracterizadas como de solos arenosos e acidos (Amarger et
al., 1994).

Isolados bastante diversos e eficientes de rizébio capazes de nodular o
feijoeiro tem sido detectados em solos africanos sem nenhum histérico de cultivo
anterior ou inoculagéo (Anyango et al., 1995). Além disso, em solos franceses foram
detectados quatro grupos distintos de rizébio nodulando o feijoeiro, R.
leguminosarum bv. phaseoli, as espécies gendmicas 1 e 2, descritas a seguir
(Geniaux et al., 1993; Laguerre et al.,, 1993c) e R. tropici (Amarger et al., 1994).
Embora o feijoeiro ndo seja originario da Europa Ocidental, continente que possui
um histérico de cultivo de cerca de 500 anos, a grande diversidade de
microsimbiontes existentes nestes solos sugere que Rhizobium spp capaz de
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nodular o feijoeiro sdo pré-existentes nestas regibes, o que explicaria a rapida
disseminacgao da cultura na Europa.

A especificidade hospedeira em R. etli e R. tropici, inicialmente descrita, onde
R. etli nodularia apenas o feijoeiro e R. tropici teria um circulo de hospedeiras maior,
nodulando feijoeiro e leucena, foi totalmente descartada. Estirpes identificadas como
R. etli através do padrao de proteinas, foram isoladas de Desmodium, Memolobium
e Indigofera além das leguminosas arboreas Acacia melonoxylon e Chamaecrista
stricta na Africa do Sul (Dagutat & Stein, 1995). Atualmente estas espécies S&o
consideradas como possuidoras de um amplo circulo de hospedeiras, embora
distinto entre si (Martinez-Romero et al., 1991; Hernandez-Lucas et al., 1995). Os
dados de Hernandez-Lucas et al. (1995) permitiram que se tirassem algumas
conclusbes importantes sobre o circulo de hospedeiras destas duas espécies: (a)
nenhuma das espécies € simbioticamente restrita as duas leguminosas que haviam
até entdo sido testadas, P. vulgaris e L. leucocephala; (b) a habilidade de nodulacéo,
embora algumas vezes especifica da estirpe, € bem mais ampla do que estas duas
leguminosas e envolve diversas outras leguminosas, sendo que todos os isolados
testados tanto de R. etli como de R. tropici nodularam Albizia lebbeck, Gliricidia
maculata e Leucaena leucocephala; (c) a resposta de L. leucocephala as estirpes
testadas foi bem diferente dos resultados anteriores em que apenas as estirpes de
R. tropici e ndo as de R. etli nodulariam esta planta. Embora a estirpe padréo de R.
etli (CFN 42) forme apenas nédulos pequenos e sem leghemoglobina nesta planta,
outra estirpe pertencente a mesma espécie, F16, induziu uma nodulacdo bastante
semelhante a de R. tropici. Consequentemente tanto R. tropici quanto R. etli podem
ser considerados como simbiontes desta leguminosa, e, sendo assim estas
bactérias passaram a possuir uma hospedeira em comum com 0s rizobios isolados
de um grupo bastante diverso de leguminosas: Astragalus onobrychis, Calliandra
spp., Coronilla varia, Gliricidia maculata, Lablab atropurpureus, Lotus divaricatus,
Onobrychis viciifolia e outros (Bromfield & Barran, 1990; Jarvis , 1983; Trinick, 1980;
Turk & Keyser, 1992).

Estudos da diversidade de rizobio que nodula o feijoeiro na Franca (Laguerre
et al.,, 1993a, b e c) levaram a descricdo de duas novas espécies R. gallicum e R.
giardinii  (Amarger et al.,, 1997). Inicialmente estes isolados formaram dois
agrupamentos que diferiam de R. leguminosarum, R. etli e R. tropici principalmente

pela analise de restricdo do DNA total utilizando-se diferentes sondas de DNA
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(Geniaux et al., 1993; Laguerre et al., 1993c). Andlises de hibridizacdo de DNA-DNA
e sequenciamento parcial do 16S rRNA mostrou que estes isolados constituiam
espécies gendbmicas distintas, sendo que para a espécie gendmica 1, a espécie mais
proxima era R. etli e os microrganismos mais proximos a espécie genémica 2 eram
R. galegae e R. loti. Amarger et al. (1997) procederam um estudo das caracteristicas
fenotipicas de 90 estirpes isoladas de nodulos de Phaseolus spp., previamente
caracterizadas como pertencentes a cada uma das duas espécies gendmicas ou a
uma das trés espécies até entdo descritas de rizobio que nodula o feijoeiro. Os
dados fenotipicos destas estirpes foram comparados a estirpes de referéncia de
rizébio por taxonomia numérica, de modo a preencher os requisitos listados por
Graham et al. (1991) dentro da abordagem polifasica para a descricdo de novas
espécies de rizobio. A posicdo filogenética de cada uma das espécies gendmicas
dentro do subgrupo alfa-2 de Proteobacteria foi determinada pelo sequenciamento
total de nucleotideos do 16S rRNA de uma estirpe representativa.

Através destas andlises, os isolados de R. gallicum agruparam-se com as
espécies que nodulam o feijoeiro, R. leguminosarum, R. etli e R. tropici, enquanto
gue R. giardinii apresentou um relacionamento distante com as outras espécies de
Rhizobium, e foi mais proximamente relacionado com R. galegae e varias espécies
de Agrobacterium. Cada uma destas espécies foi dividida em dois subgrupos com
base em caracteristicas simbidticas, de acordo com os dados fenotipicos (circulo de
hospedeiros e efetividade na fixacdo de nitrogénio) e genotipicos. A andlise
genotipica foi baseada no polimorfismo dos fragmentos de restricdo das regides
simbidticas, onde as espécies genbmicas 1 e 2 foram associadas a dois genétipos
distintos (Geniaux et al., 1993). Um desses gendtipos € caracteristico da espécie, e
0 outro comum a ambas. Sendo assim, R. gallicum foi subdividido em dois biovares:
R. gallicum bv. gallicum e R. gallicum bv. phaseoli; semelhantemente, R. giardinii
compde-se dos biovares R. giardinii bv. giardinii e R. giardinii bv. phaseoli. Os
biovares phaseoli, com caracteristicas simbidticas comuns & ambas espécies, tem
as mesmas caracteristicas simbioticas de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli bv.
phaseoli, ou seja: homologia a sonda nodB de CFN 42, usada para identificar o
plasmideo simbiético desses biovares; trés cOpias dos genes nifH; nodulacdo do
género Phaseolus e nodulacdo tardia em Macroptilium atropurpureum. Estes dois
biovares, de ambas espécies, com caracteristicas genotipicas simbidticas e

fenotipicas de nodulacdo semelhantes a R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli bv.
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phaseoli, provavelmente receberam seus plasmideos simbidticos através de
transferéncia horizontal de estirpes de R. leguminosarum presentes nos locais de
onde foram isolados.

Estas novas espécies podem ser diferenciadas das outras espécies de rizébio
relacionadas através de hibridizacdo de DNA, sequenciamento do 16S rRNA e
andlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (Amarger et al., 1997). A
descricao das espécies inclui as seguintes caracteristicas (Amarger et al., 1997): os
isolados de R. gallicum bv. gallicum nodulam o feijoeiro e também Leucena
leucocephala, Macroptilium atropurpureum e Onobrychis viciifolia. Ambos biovares
desta espécie fixam nitrogénio em P. vulgaris e a nivel molecular R. gallicum bv.
gallicum pode ser distinto do outro biovar por possuir apenas uma coépica do gene
nifH. R. giardinii bv. giardinii nodula os mesmos hospedeiros do bv. gallicum, mas os
biovares desta espécie ndo fixam nitrogénio em P. vulgaris (R. giardinii bv. giardinii)
ou sdo muito pouco eficientes (R. giardinii bv. phaseoli). A nivel molecular este
biovar pode ser distinto do outro pela auséncia de hibridizacdo com uma sonda
contendo os genes nifH, mesmo em condi¢cdes de baixa estringéncia.

A abrangéncia geografica das novas espécies isoladas na Franca, R. gallicum
e R. giardini, ainda precisa ser estabelecida, tendo sido relatada a ocorréncia de R.
gallicum bv. gallicum em solos da Austria (Sessitsch et al., 1997). Foi proposto por
Sessitsch et al. (1997) que o isolado mexicano FL27 seja classificado como R.
gallicum bv. gallicum, pelos dados de homologia de DNA e sequenciamento do 16S
rRNA. Apesar dos dados de homologia de DNA poderem ser considerados baixos
(35 a 61%), estédo dentro dos padrdes sugeridos por Stackebrandt & Goebel (1994),
sendo que esta baixa homologia pode estar relacionada a presenca de plasmideos
nesta estirpe, 0os quais podem carregar até 25% da informacdo genética em
Rhizobium (Prakash & Atherly, 1986). Novamente, a presenca desta espécie em
solos europeus, devido a similaridade com este isolado mesoamericano, foi
associada a importacdo como contaminante das sementes de feijoeiro. No entanto a
baixa eficiéncia simbidtica desta espécie em simbiose com o feijoeiro levanta a
hip6tese de que esta planta ndo seja o verdadeiro hospedeiro original de R. gallicum
bv. gallicum, considerando-se ainda que o isolado FL27 foi obtido de plantas de
feijoeiro crescidas em um campo de cultivo de leucena (Sessitsch et al., 1997).

No Brasil, trés espécies distintas de rizébio sdo de reconhecida importancia

ecoldgica como simbiontes do feijoeiro, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli e R.
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tropici. Além do género Rhizobium, um nimero bastante representativo de isolados
que, através de analise genética de restricdo do 16S rDNA, foram incluidos dentro
do género Sinorhizobium foram isoladas de nodulos de feijoeiro ocorrendo
naturalmente em solos tropicais do Brasil e Africa (Straliotto et al., 1997; Murphy et
al., 1997). Diversas espécies de Rhizobium e Sinorhizobium assim como estirpes
isoladas de leguminosas florestais foram relatadas como capazes de nodular esta
planta, embora ndo se conheca sua importancia ecoldgica, uma vez que resultam de
experimentos de inoculagéo artificial em laboratério e ndo de ocorréncia natural a
nivel de campo (Wilson, 1944; Eardly et al., 1985; Bromfield & Barran, 1990;
Sadowsky et al., 1988; Lange, 1961, Bal et al., 1982; Herrera et al., 1985; Martinez-
Romero et al., 1991; Hungria et al., 1993; Thomas et al., 1994; Hernandez-Lucas et
al., 1995).

3. FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS QUE AFETAM A SIMBIOSE
FEIJOEIRO-RIZOBIO

A inoculacéo do feijoeiro a nivel de campo no Brasil foi durante muito tempo
feita com inoculante produzido utilizando-se estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli e R. etli, sendo que muitas delas obtidas do exterior e testadas pelas
instituicbes de pesquisa no Brasil. Com a evolugdo dos estudos taxondmicos,
revelando os diferentes agrupamentos de isolados com caracteristicas simbidticas e
adaptagdo ecoldgica distinta, inclusive envolvendo isolados obtidos nas regides de
clima tropical, revelou-se a inequacgao das estirpes tradicionalmente recomendadas
para as condi¢cdes de cultivo brasileiras. Atualmente sabe-se, conforme detalhado
acima, que as estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli estdo sujeitas a
um elevado grau de instabilidade genética (Soberon-Chaves et al., 1986; Flores et
al., 1988), o que pode explicar, pelo menos parcialmente, a grande variabilidade na
eficiéncia simbidtica verificada nestes experimentos.

Vérios fatores interferem na eficiéncia simbidtica das estirpes de rizébio a
nivel de campo. Alguns s&o intrinsecos da bactéria, outros s@o extrinsecos,
envolvendo outros microrganismos do solo, fatores de clima e solo ou determinados

pela planta hospedeira. A discusséo dos aspectos relativos a planta hospedeira, cuja
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importdncia comeca a ser enfatizada diante dos resultados praticos até agora
obtidos, foi discutida em capitulo anterior. Nos topicos a seguir serdo descritos 0s
principais fatores que interferem no sucesso da inoculacéo do feijoeiro com o rizébio
a nivel de campo, considerando-se as diferentes espécies de rizébio que nodulam
esta hospedeira, suas principais caracteristicas e interagcbes com os fatores do
ambiente, tanto bidticos como abidticos.

4. FATORES ABIOTICOS QUE INTERFEREM NAS DIFERENTES
ETAPAS DA NODULACAO E NA EFICIENCIA SIMBIOTICA

4.1 O efeito do pH do solo e suas interagdes com outros nutrientes

O feijoeiro tem sido cultivado extensivamente em solos acidos das regides
tropicais, embora seja considerada uma cultura sensivel a condicbes acidas,
exigindo a correcdo do pH para garantir a sua produtividade. Além do efeito da
acidez em si, dependendo do tipo de solo, as deficiéncias nutricionais normalmente
associadas as condi¢des acidas do solo, como de calcio, magnésio, molibdénio e
fésforo e a toxidez provocada pela elevagcédo nos niveis de aluminio e manganés sao
fatores limitantes a cultura e consequentemente a simbiose.

Entre nove leguminosas tropicais e sete de clima temperado testadas em
solos deficientes em nitrogénio por Munns & Fox (1977), o feijoeiro foi a terceira
leguminosa mais responsiva a calagem, ficando a frente da alfafa, considerada
como altamente sensivel a acidez do solo. Neste experimento classico, os valores
maximos de nodulacdo e produtividade s6 foram atingidos em niveis de pH acima de
6,0. A acidez do solo afeta todos os aspectos da nodulacdo e fixacdo biol6gica de
nitrogénio, desde a sobrevivéncia e multiplicacdo do rizébio no solo, até o processo
de infeccdo e desenvolvimento do nédulo e finalmente a atividade de fixacao
biol6gica do nitrogénio (Graham, 1992). Os estagios iniciais de desenvolvimento dos
ndédulos sdo mais afetados por niveis baixos de pH do solo (Vassileva et al., 1997).

Foi sugerida uma relacdo entre a acidez do solo e a concentracdo de
poliaminas nas raizes de feijoeiro (Wolf et al.,, 1995). Estas moléculas estdo
presentes na maioria dos organismos, encontrando-se ligadas a macromoléculas,

tais como acidos nucleicos, fosfolipideos e proteinas sendo esta ligacdo associada a
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mecanismos de regulacdo de processos fisoldgicos basicos como a fotossintese,
divisdo celular, morfogénese, senescéncia e resposta a estresses (Slocum et al.,
1984; Kotzabasis et al., 1993). Em plantas e microrganismos, varios estresses
abidticos, tais como baixo pH, provocam mudancas nos niveis de poliaminas (Wolf et
al., 1993). Os resultados de Wolf et al. (1995) utilizando 6 cultivares de feijoeiro
crescidas em dois niveis de pH, indicam que a concentracdo de poliaminas nas
raizes estd negativamente relacionada com o numero de nédulos nos estégios
iniciais de desenvolvimento da planta. As correlagdes entre os niveis de poliaminas
e de taninos e o numero de nodulos sugerem que mecanismos de defesa,
desencadeados em resposta ao estresse abidtico podem ser parcialmente
responsaveis pela fraca nodulacdo em solos &cidos.

A tolerdncia a acidez do solo ndo é necessariamente correlacionada a
tolerancia ao aluminio do solo. Niveis elevados de aluminio no solo diminuem a taxa
de crescimento de quase todas as estirpes de rizébio que apresentam tolerancia a
baixos niveis de pH do solo (Keyser & Munns, 1979b). A toxidez de aluminio s se
torna importante a pH 5,0 ou mais baixo, onde vai interferir principalmente nas
simbioses onde a planta e o rizdbio sejam tolerantes a estes niveis de pH.

Poucos isolados de rizébio sdo capazes de crescer a niveis de pH menores
do que 4,5 (Keyser & Munns, 1979a,b; Graham et al.,, 1982; Karanja & Wood,
1988a). Os rizébios de crescimento rapido sdo geralmente considerados menos
tolerantes a pH &cido do que os de crescimento lento, mas isolados de R. loti, agora
designados Mesorhizobium loti (Cooper, 1982; Wood et al., 1988) e estirpes de R.
tropici sao tolerantes a acidez elevada do solo (Cunningham & Munns, 1984;
Karanja & Wood, 1988a; Vargas & Graham, 1988; Martinez-Romero et al., 1991). No
caso de R. tropici, alguns isolados s@o capazes de crescer em niveis de pH préximo
de 4,0 (Martinez-Romero et al., 1991; Graham et al., 1994) sendo que esta
tolerancia tem sido associada a maior competitividade de estirpes pertencentes a
esta espécie na nodulacao do feijoeiro sob condi¢cdes de acidez elevadas (Vargas &
Graham, 1989; Wolf et al., 1991).
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4.2 A disponibilidade de nutrientes no solo e suas interagdes com a simbiose e o

rizébio

O feijoeiro é uma planta bastante exigente em termos nutricionais, uma vez
gue nado tolera a acidez do solo, tendo seu crescimento limitado, conforme
destacado acima, pelas deficiéncias nutricionais decorrentes desta condi¢cdo. Sob
condicdes simbidticas, torna-se critico o suprimento de calcio, fésforo e molibdénio.

A calagem, procedimento indispensavel na maioria dos solos acidos tropicais
visando o cultivo de leguminosas, normalmente fornece niveis adequados de célcio,
aumentando a sobrevivéncia do rizébio no solo (Nahiz et al., 1993; Slattery and
Coventry, 1993), ndo apenas pela correcdo da acidez do solo como também pelo
efeito direto do célcio no rizébio e no estabelecimento da simbiose.

O fésforo, deficiente na maioria dos solos tropicais, € um nutriente que tem
efeito marcante sobre a atividade da nitrogenase, devido ao alto dispéndio
energético promovido pela atividade de fixacao biol6gica de nitrogénio. Diversos
experimentos tem sido conduzidos a nivel de campo e casa de vegetacdo visando
avaliar o efeito de diferentes niveis deste nutriente na eficiéncia simbibtica e
produtividade das plantas sob condi¢cdes simbidticas (Pereira & Bliss, 1987, 1989),
sendo que sempre had uma resposta positiva a fertilizacdo com fosforo. H4 uma
distribuicdo diferencial do fésforo absorvido entre os diferentes 6rgdos da planta
guando em simbiose, sob condicbes de limitacdo ou de suprimento adequado do
nutriente (Al-Niemi et al., 1997). Em feijoeiro nodulado por R. tropici, ocorre um
acumulo maior de fésforo nos bacterdides em plantas crescidas sob condi¢cdes
limitantes de fésforo, enquanto que, quando este nutriente € fornecido em
quantidades adequadas, o maior acumulo ocorre nas folhas (Al-Niemi et al., 1997).
Yan et al. (1995a,b) comparando genétipos contrastantes de feijoeiro quanto a
tolerancia a baixa disponibilidade de P no solo, observaram que o “ranking” dos
genotipos para todos os niveis de P nao foi afetado pelo tipo de solo ou pelo nivel de
infeccdo pelo rizébio ou micorrizas. A adapacdo de um dado genoétipo a baixa

7

disponibilidade de P, em relacdo a outros genotipos, é independente da infeccdo
micorrizica, sendo determinada pelos parametros radiculares inerentes a planta,
mais do que pela eficiéncia simbidtica. Nielsen et al. (1998) observaram que o custo
de construcdo (em termos de carbono) das raizes também ndo é afetado pela

infeccdo micorrizica mas que a andlise da arquitetura radicular e da alocacdo de



21

carbono para os custos de manutencéo e construcdo das raizes, pode ser um meio
quantitativo de avaliar a eficiéncia fisiolégica de sistemas radiculares constrastantes.
Este método é util para avaliar os mecanismos especificos de utilizacdo de P,
constituindo-se num parametro importante no processo de selecdo visando o
melhoramento de cultivares para maior eficiéncia na utilizacao de P.

Atualmente tem-se buscado uma maior variabilidade genotipica para os
parametros de fixacdo biol6gica de nitrogénio nos genotipos selvagens de feijoeiro
(Andriolo et al., 1994). A eficiéncia na absor¢éo de fosforo tem sido estudada nestes
gendtipos (Aradjo et al., 1997,1998) e os resultados indicam que 0S acessos
selvagens embora ndo se mostrem mais tolerantes a baixos niveis de P no solo
(Aradjo et al., 1997), apresentam uma maior variabilidade para os parametros de
absorcdo de P do que os gendtipos cultivados, constituindo-se numa fonte de
diversidade genética para os programas de melhoramento (Aradjo et al., 1998). Yan
et al. (1995a) ainda verificaram diferencas quanto a origem das cultivares em
relacdo a nutricdo de P e parametros de produtividade. As cultivares Andinas de
sementes grandes foram superiores as Meso-americanas de sementes pequenas,
especialmente em condi¢cbes de baixa disponibilidade de P. Uma vez que outros
estudos estdo sendo conduzidos visando buscar maior variabilidade quanto aos
parametros de fixacdo biolégica de nitrogénio em cultivares de diferentes origens
(Franco, 1998), o equacionamento dos resultados obtidos a partir destes estudos
complementares podera permitir um avan¢o na otimizacdo da fixacdo bioldgica de
nitrogénio em feijoeiro.

O molibdénio é um micronutriente que tem efeito marcante sobre a eficiéncia
da simbiose (Franco & Day, 1980), sendo um constituinte estrutural de pelo menos
duas enzimas relacionadas ao metabolismo do nitrogénio, a nitrogenase e a nitrato
redutase. Em experimentos a nivel de campo, a aplicacao foliar de Mo provocou um
aumento consideravel na atividade de reducédo de acetileno aos 32 e 46 dias apés a
emergéncia (Vieira et al., 1998) sendo que neste periodo estes valores foram 129 a
274% maiores do que os valores obtidos em plantas de feijoeiro ndao pulverizadas
com este micronutriente. O efeito do Mo na atividade especifica da nitrogenase
(atividade da nitrogenase.g™ de nddulos secos) neste experimento perdurou até o
estagio de enchimento de grdos (60 dias apdés a emergéncia). O aumento da
atividade da nitrogenase especialmente nos estagios de florescimento e inicio de

7

desenvolvimento das vagens é importante para contrabalancar a deficiéncia de
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nitrogénio normalmente observada no feijoeiro nos estagios iniciais de
desenvolvimento da planta (Barradas & Hungria, 1989). Além disso, o decréscimo na
atividade da nitrogenase observada nesta simbiose apos o florescimento, pode ser
menos acentuada (Vieira et al., 1998) ou mesmo, em alguns casos, evitada (Jacob-
Neto et al., 1988) pela aplicacdo deste micronutriente. Os efeitos da aplicacédo de
molibdénio tem sido bastante marcantes nos solos férteis mas intensamente
cultivados da regido da Zona da Mata Mineira, no entanto, ndo podem ser
generalizados para todos os tipos de solos, uma vez que experimentos realizados
em outros tipos de solo mostram efeitos menos evidentes ou mesmo n&o
significativos (Hungria et al., 1997).

Historicamente, os programas de melhoramento do feijoeiro na América
Latina visando altas produtividades, tem selecionado cultivares responsivas a
fertilizagdo nitrogenada. O nitrogénio mineral presente no solo tem um efeito
inibitoério sobre a atividade de fixacdo biologica de nitrogénio, sendo a simbiose de
feijoeiro-riz6bio particularmente sensivel, e as quantidades de nitrogénio
recomendadas sdo capazes de suprimir a nodulacdo e o funcionamento dos nddulos
nesta cultura (Graham, 1981; Ruschel & Saito, 1977; Silva et al., 1993). Bliss (1993)
sugere que os programas de melhoramento levem em consideragdo a capacidade
dos gendtipos em nodular e fixar nitrogénio na presenca de nitrato no solo.
Pequenos niveis de nitrogénio mineral, entretanto, podem estimular a nodulacao do
feijoeiro em certas condi¢des de solo (Ruschel et al., 1979). Foi observado por Tsai
et al. (1993) que um balango adequado de nutrientes no solo pode aliviar os efeitos
deletérios da fertilizacdo com nitrogénio neste processo biolégico, e aumentar
significativamente as taxas de nitrogénio fixado pela planta. Neste estudo foi
demonstrado que a fixacdo de nitrogénio pode ser expressa em uma cultivar
comercial, se o fornecimento de nitrogénio para o crescimento da planta for minimo

e se niveis adequados de P, K e S forem supridos.

4.3 Efeitos da umidade do solo e do estresse osmotico

A ocorréncia de deficiéncias hidricas durante o ciclo de cultivo do feijoeiro tem

efeito negativo em diferentes etapas do processo de nodulacdo e na atividade

nodular (Ramos et al., 1995), além de afetar a sobrevivéncia do rizébio no solo
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(Mary et al., 1994; Leung & Bottomley, 1994). As flutuagbes osmoéticas associadas
aos periodos de déficit hidrico resultam em diminuicdo da sobrevivéncia das
populacfes de rizobio no solo ou reducdo no seu crescimento (Saxena & Rewari,
1992). As estirpes de rizobio apresentam diferentes niveis de tolerancia ao estresse
osmatico, muitas sdo inibidas por concentracdes salinas de 100mM outras toleram
até 500mM de NaCl (Graham, 1992). Serraj et al. (1998) verificaram que a exposicao
de raizes noduladas de soja, feijoeiro e alfafa a um estresse de 100 mM de NaCl
resultou em uma inibicdo do crescimento nodular e da atividade da nitrogenase
avaliada através da atividade de reducédo de acetileno. O efeito do NaCl foi maior no
feijoeiro do que na soja ou na alfafa. A maior sensibilidade do feijoeiro foi associada
a um maior acumulo de sais nos nédulos e a uma pequena diferenca na resposta da
atividade de reducéo de acetileno a aumentos na presséo de O, na rizosfera. Esta
menor resposta ao oxigénio implica em um efeito deletério na barreira a difuséo de
oxigénio nos nodulos.

Issa & Wood (1995) avaliaram a sobrevivéncia de estirpes de rizébio que
nodulam Cicer arietinum e Phaseolus vulgaris em solos com diferentes texturas sob
diferentes potenciais matriciais constantes (-0,03, -0,1, -1,5 e 5,0 MPa). Houve
diferencas altamente significativas na multiplicacdo e sobrevivéncia do rizébio em
resposta ao potencial matricial, estirpes de rizobio, tipo de solo e as interacdes entre
estes fatores. Os maiores efeitos foram devidos as estirpes e tipos de solo. Os
resultados destes autores mostraram que a influéncia do potencial matricial no
namero de células que sobrevivem reduz a medida que se aumenta o tempo de
incubacédo do solo nos diferentes potenciais. Entretanto o efeito do tipo de solo e da
estirpe foi muito maior do que o do potencial matricial quando se considera todos os
niveis de potencial matricial testados. Uma conclusao importante foi de que todas
as estirpes testadas foram capazes de sobreviver sob potenciais matriciais abaixo
daqueles em que as plantas ja estariam experimentando o déficit hidrico.

Vérios trabalhos indicam que as leguminosas e o0 processo de iniciacao
nodular sdo mais afetados pelos estresses osmético e hidrico do que o rizébio
(Russel, 1976; Tu, 1981; Zahran & Sprent, 1986). Além disso, os efeitos do estresse
hidrico na produtividade das plantas sob condi¢cdes simbibticas sao distintos
conforme o estagio fenologico da planta durante o periodo de estresse. Pefia-
Cabriales & Castellanos (1993) observaram que se o periodo de estresse ocorre

durante o periodo reprodutivo das plantas, a produtividade € mais afetada do que
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durante o periodo vegetativo. Quanto a nodulacdo, se o estresse ocorre durante o
periodo vegetativo, ocorre uma recuperacdo total do nimero de nédulos apds o
molhamento das plantas, havendo inclusive um aumento da nodulacédo em relagéo a
testemunha. No entanto, se este ocorre durante o estagio reprodutivo, ha um
decréscimo na nodulacéo e esta ndo se recupera com o molhamento posterior. Em
feijoeiro, ha diferencas entre cultivares quanto a tolerancia ao estresse hidrico
(Ramos et al.,, 1995), e esta variabilidade pode ser utilizada em programas de
melhoramento, como os conduzidos no Instituto de Pesquisa Agropecuaria de
Pernambuco, gerando as cultivares IPA7, IPA8 e outras com bom potencial de

tolerancia a este estresse.

4.4 A sensibilidade a temperatura elevada

BN

Um dos fatores limitantes a simbiose rizobio-leguminosas em condicbes
tropicais € a ocorréncia de altas temperaturas no solo, as quais atingem médias
superiores a 38°C, considerando-se as camadas superficiais do solo (Mercante,
1993), regido onde se concentra a nodulacdo de leguminosas como o feijoeiro e a
soja. Altas temperaturas afetam a sobrevivéncia do rizébio no solo, o processo de
infeccdo, formacdo dos ndédulos e ainda a atividade de fixacdo biologica de
nitrogénio. Além disso, quando se considera o rizébio no inoculante, afeta a sua
sobrevivéncia no veiculo tanto durante o transporte quanto no armazenamento.

As leguminosas diferem quanto a sua tolerancia ao estresse térmico, sendo a
soja uma planta bastante tolerante, cuja fixacdo de nitrogénio s6 € limitada por
temperaturas diurnas acima de 41°C, e estimulada a 36°C (La Favre & Eaglesham,
1987). Com base em diversos dados de literatura, a temperatura critica para a
fixacdo biolégica de nitrogénio varia entre 30°C para trevo e ervilha, e na faixa de 35
a 40°C para soja, amendoim e caupi. O funcionamento dos ndédulos de feijoeiro
encontra seu 6timo entre 25 e 30°C e é limitada por temperaturas do solo entre 30 e
33°C (Hernandez-Armenta et al., 1989; Pankhurst & Sprent, 1976; Piha & Munns,
1987b; Hungria et al., 1985). O feijoeiro é por isso considerada uma hospedeira
bastante sensivel, havendo diferencas entre as diferentes espécies de Phaseolus

(Piha & Munns, 1987b) e entre as espécies de rizobio que nodulam esta planta
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guanto a tolerancia a este estresse (Mercante, 1993), o que abre perpectivas para o
melhoramento desta simbiose visando sua melhor adequacgéo ao clima tropical.

Varios genodtipos de feijoeiro foram testados quanto a tolerdncia a altas
temperaturas em simbiose por Piha & Munns (1987b), sendo que o peso seco da
parte aérea dos gendtipos cultivados foi consideravelmente reduzido quando as
plantas foram crescidas a 33°C em comparacédo com 27°C. Uma reducéo similar foi
observada para linhagens provenientes de cruzamentos entre P. vulgaris e P.
acutifolius. Outras espécies de Phaseolus, como P. acutifolius, P. lunatus e P.
filiformis, assim como caupi e soja foram menos sensiveis a altas temperaturas no
sistema radicular. Plantas de feijoeiro crescidas com nitrogénio mineral ndo foram
afetadas pelas altas temperaturas, indicando que a assimilagdo de nitrogénio via
fixacdo biologica é mais sensivel do que as vias de assimilacdo de nitrogénio
mineral.

Para a maioria das espécies de rizébio a temperatura 6tima de crescimento
esta entre 28 e 31°C, com muitas incapazes de crescer abaixo de 10°C ou acima de
31°C (Graham, 1992). No caso de feijoeiro, ja foram detectadas estirpes capazes de
crescerem a temperaturas médias mais elevadas do que a hospedeira (Graham,
1979; Josephson & Pepper, 1984; Piha & Munns, 1987b; Karanja & Wood, 1988b;
Gitonga et al., 1989; Hungria et al., 1993). Estirpes de rizobio capazes de nodular o
feijoeiro e fixar nitrogénio em um regime térmico de 40/23°C (dia/noite) foram
descritas (Hungria et al., 1993). Espécies de R. tropici parecem suportar melhor as
condicbes de temperaturas elevadas em simbiose, e os resultados obtidos por
Mercante (1993) indicam que plantas inoculadas com estas estirpes recuperam a
atividade da nitrogenase mais rapidamente do que as demais espécies, apds serem
submetidas a um estresse de altas temperaturas (38°C, durante 5 horas por dia), por
um periodo de trés dias. Por outro lado, quando esta mesma cultivar € a submetida
a este estresse, inoculada com estirpes de R. etli, a recuperacdo da atividade é
lenta, dependente da formac&do de nddulos novos, uma vez que o choque térmico
provoca senescéncia dos ndédulos formados por estas estirpes (Straliotto et al.,
1992). Este efeito drastico na reducdo da atividade da nitrogenase e
consequentemente no acumulo de nitrogénio total em plantas bem noduladas foi
também observado por Hungria & Franco (1993).

O crescimento in vitro a altas temperaturas € um dos parametros que

diferenciam as espécies de rizébio que nodulam o feijoeiro (Hungria et al., 1997),
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sendo que, de modo geral, considera-se que as estirpes anteriormente classificadas
como de tipo I (R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli) s&o menos tolerantes a altas
temperaturas em meio de cultivo, sendo sua temperatura maxima de crescimento
em torno de 35°C. J& R. tropici € mais tolerante, sendo que as estirpes do tipo IIA
toleram até 37°C e as do tipo IIB, até 40°C. Atualmente a capacidade de nodular
leucena ndo é mais um parametro confiavel na separacdo das espécies de rizébio
gue nodulam o feijoeiro, no entanto é interessante observar que dados de diversos
autores, estudando populactes de rizébio dos Cerrados (Vargas et al., dados ndo
publicados; Mercante, 1993) ou de regibes de clima semi-arido (Straliotto et al.,
1995) mostram que os isolados que nodulam o feijoeiro recuperados do solo
utilizando leucena com planta-isca, s&o mais tolerantes a altas temperaturas in vitro.
Mercante (1993) observou uma correlacdo entre a temperatura maxima de
crescimento in vitro e in vivo, sendo que estes isolados de leucena mostraram-se
mais tolerantes a temperaturas elevadas em simbiose. Embora este e outros autores
(Munévar & Wollum 11, 1981; Kishinevsky et al., 1992) apontem para uma correlacao
positiva entre estas avaliacBes, outros trabalhos demonstram que ndo ha uma
correlacdo significativa entre o crescimento in vitro a altas temperaturas e a
infectividade da bactéria e sua capacidade de fixar nitrogénio nestas condicdes (La
Favre & Eaglesham, 1986; Kluson et al., 1986; Karanja & Wood, 1988b).
Raghuwanshi et al. (1994) observaram que ha uma modificacdo na
concentracdo e na qualidade dos flavondides excretados pelas raizes de guandu
(Cajanus cajan (L) Millsp) em diferentes temperaturas. Além de afetar a sinalizacao
molecular a nivel da hospedeira, a temperatura afeta também a expressao dos
genes nod das bactéria (McKay & Djordjevic, 1993; Hungria, 1995). A inducdo de
proteinas do tipo “heat shock”, tanto na bactéria (Krishan & Pueppke, 1991; Fischer
et al.,, 1993; Ogawa & Long, 1995) quanto na hospedeira (Araudjo, 1997) tem sido
investigada como uma alternativa na busca de genétipos resistentes. Estas
proteinas foram estudadas em diferentes cultivares de feijoeiro, selecionadas em
condicdes de estresse (Araudjo, 1997) como também em R. tropici e R. etli (Michiels
et al., 1994), embora o significado da presenca destas proteinas e sua possivel
ligagdo com uma maior tolerancia da simbiose ao estresse térmico ainda necessita
ser elucidada. A temperatura afeta um outro nivel de expresséo génica, que sdo 0s
eventos de recombinacao e delecéo, especialmente a nivel do plasmideo simbiético

(Zurkowsky, 1982; Trevors, 1986; Toro & Olivares, 1986). A cura de plasmideos foi
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observada em R. leguminosarum bv. phaseoli (Soberén-Chaves et al., 1986; Karanja
& Wood, 1988b), enquanto que as estirpes de R. tropici IIB sdo consideradas como
geneticamente mais estaveis, retendo o seu plasmideo simbidtico mesmo apos
prolongada incubacéo a 37°C (Martinez-Romero et al., 1991). Este fator pode ser em
parte responsavel pela maior competitividade da estirpe de R. tropici 11B, CIAT 899
(de Oliveira & Graham, 1990). Karanja & Wood (1988b) encontraram uma alta
porcentagem de estirpes que sédo capazes de sobreviver a uma temperatura de 45°C
mas que no entanto perdem sua infectividade, o que foi atribuido a cura de
plasmideos. Mesmo a temperaturas de 37°C foi observada a perda das propriedades
simbidticas (Soberén-Chaves et al., 1986) a qual pode ser atribuida a estes
rearranjamentos gendmicos. Segovia et al. (1991) observou um grande numero de
isolados de rizobio ndo simbidticos na rizosfera do feijoeiro, em nimero muito
superior aos simbioticos, afetando diretamente a competitividade das estirpes
inoculadas. A ocorréncia de altas temperaturas nos solos tropicais, aliada a
predominancia de estirpes mais susceptiveis a estas perdas, podem estar
contribuindo para a alta frequéncia de isolados n&o infectivos

Altas temperaturas do solo provocam um retardo na nodulacdo ou a
restringem as zonas subsuperficiais do solo, onde as temperaturas ndo sao tao
extremas. Munns et al. (1977) observaram que em zonas desérticas a nodulacéo é
muito mais expressiva abaixo dos 5 cm de solo. A exposi¢cdo do solo em plantios
mais espacados também provoca uma reducdo no numero de nédulos superficiais
(Graham & Rosas, 1978). Por outro lado, na pratica do plantio direto, as
temperaturas do solo sdo de 5 a 10°C inferiores as encontradas no plantio
convencional (Hungria et al., 1997), favorecendo a sobrevivéncia do rizébio, a
nodulacéo e a eficiéncia da fixacao bioldgica de nitrogénio (Hungria et al., 1995).

Muitos estudos sobre o efeito de altas temperaturas nao utilizam flutuacées
diurnas havendo ainda diferencas entre os autores quanto as temperaturas
utilizadas e aos periodos de altas/baixas temperaturas, dificultando a interpretacao
dos resultados. Experimentos que envolvem flutuacdes entre as temperaturas
diurnas e noturnas apresentam diferencas marcantes na resposta simbiética. Um
ciclo diurno de 8 horas a 38°C inibiu completamente a nodulacdo de feijoeiro,
mesmo inoculado com estirpes tolerantes (Straliotto & Sprent, dados nao
publicados), no entanto, quando este periodo é reduzido para 5 horas ndo ha este

efeito inibitorio, apesar da drastica reducdo no acumulo de matéria seca da parte
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aérea das plantas (Mercante, 1993). Experimentos envolvendo um choque térmico
durante o periodo de crescimento das plantas parecem simular mais
aproximadamente as condicdes de campo. Hernandez-Armenta et al. (1989)
observou que a transferéncia das plantas noduladas de feijoeiro de uma temperatura
diurna de 26 para 35°C provocou uma inibicdo drastica na fixacdo de nitrogénio,
sendo que Hungria & Franco (1993) observaram o mesmo efeito para todas as
estirpes inoculadas, transferindo feijoeiros nodulados de um ciclo diurno a 28°C para
40°C. Mercante (1993) conseguiu detectar diferencas na tolerancia ao estresse
térmico entre estirpes pertencentes a espécies distintas, transferindo as plantas de
28 para 38° durante 5 horas por dia, por 2 a 3 dias durante o periodo reprodutivo das
plantas, procedimento que tornou-se um padrédo para a selecdo de estirpes mais
tolerantes nos trabalhos subsequentes deste grupo de pesquisa (Straliotto et al.,
1997).

Os efeitos das altas temperaturas nas plantas noduladas s&o diversos,
provocando decréscimo na atividade da nitrogenase, no nitrogénio total acumulado
na planta, na eficiéncia relativa da nitrogenase, na atividade da GS e GOGAT, no
transporte de nitrogénio e na concentracao de ureidos na seiva xilematica (Piha &
Munns, 1987a,b; Hernandez-Armenta et al., 1989; Hungria & Franco, 1993; Hungria
et al., 1993; Hungria et al., 1989). E também um dos fatores associados a
senescéncia precoce dos nodulos (Sutton, 1983; Hungria et al., 1993). Conforme
destacado acima, as plantas noduladas com estirpes tolerantes ao estresse térmico
recuperam a atividade nodular mais rapidamente, ndo havendo a senescéncia dos
nédulos apds um periodo de estresse térmico (Straliotto et al., 1992).

O estabelecimento no solo destas estirpes tolerantes é um problema a parte
que precisa ser equacionado, onde concorrem todos os fatores relativos a
sobrevivéncia e competitividade da estirpe ndo relacionados a tolerancia ao estresse
térmico. Estudos de diversidade do rizobio em solos tropicais indicam que além de
R. tropici, estirpes de Sinorhizobium sp. também apresentam toleréncia ao estresse
térmico em simbiose (Straliotto et al., 1997). Maiores estudos sdo agora necessarios
visando o estabelecimento destes isolados nas condi¢gdes de cultivo uma vez que foi
observada uma baixa sobrevivéncia vericada em R. tropici apds sucessivos cultivos
(Vlassak et al., 1996). Esta caracteristica pode ser inclusive benéfica, porque
permite a substituicdo do rizébio no inoculante a medida que os estudos indiquem

estirpes cada vez mais adequadas.
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5. INFLUENCIA DOS FATORES BIOTICOS DO SOLO NA
SOBREVIVENCIA SAPROFITICA NO SOLO E NA
COMPETITIVIDADE DO RIZOBIO NA RIZOSFERA DO FEIJOEIRO

A populagdo do rizébio inoculado que consegue se estabelecer no solo é
bastante variavel dependendo da combinacdo entre uma série de fatores abioticos,
exemplificados acima, e bidticos determinados pelas interagdes sinergisticas ou
antagdnicas com 0s outros representantes da biota do solo e com o proprio rizébio,
na sobrevivéncia e competicdo pela nodulacdo da hospedeira. Fica evidente a
influéncia dos fatores biéticos quando se observa o comportamento diferencial de
populacdes de rizébio no solo estéril, onde os estresses bidticos sao eliminados, em
comparacgao com solo ndo estéril (Vidor & Miller, 1980; Postma et al., 1990). Varios
microrganismos presentes na comunidade microbiana do solo sdo antagbnicos ou
parasitas ao rizobio (Pugashetti et al., 1982) e seu efeito principal esta na alteracao
do tamanho e composicdo da populacdo microbiana, o qual pode resultar em uma
vantagem numeérica para certas estirpes ou grupos de rizébio, podendo levar a uma
alteracdo na ocupacéao nodular.

O parasitismo microbiano pode ser exemplificado pela predacdo sobre a
populacdo do rizébio exercida por protozoarios, um dos mais importantes e mais
bem estudados grupos de organismos do solo que interagem com o rizébio, e por
Bdellovibrio (Keya & Alexander, 1975). A predacéo exercida por estes organismos
nunca destroi completamente a populacao de rizébio no solo, no entanto a reduz aos
niveis normalmente encontrados em solos ndo estéreis, o que diminui a vantagem
competitiva em termos numéricos provocada pela inoculagdo com o rizébio. Como
h& uma certa selecédo para alimentacdo destes predadores com certas estirpes de
rizébio, € interressante verificar a a susceptibilidade do rizébio presente no
inoculante a atividade predatoria presente no solo.

Outras interagcbes como antagonismo e sinergismo bacteriano que ocorrem na
rizosfera sdo bastante complexas e muito pouco estudadas. Varios fatores estao
envolvidos, e os efeitos na sobrevivéncia do rizébio e nodulagcdo sdo muitas vezes
correlacionados com a competicdo por substratos de carbono, producdo de

substancias antibioticas, sideréforos ou substancias estimuladoras do crescimento
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vegetal (Li & Alexander, 1986; Polonenko et al., 1987; Fuhrmann & Wollum IlI, 1989;
Itzigsohn et al., 1993; Rumjanek et al., 1995).

Todos estes fatores vao influenciar na competitividade da estirpe inoculada, e,
em feijoeiro, tradicionalmente a baixa ocupac¢éo nodular pelas estirpes inoculadas é
associadas a existéncia de uma populacéo indigena abundante, embora ineficiente
na maioria dos casos, mas bem adaptada as condicBes ecoldgicas prevalentes,
sendo dificil o seu deslocamento pela simples inoculacdo das sementes. A alta
adaptabilidade das estirpes indigenas resulta em uma vantagem numérica destas
em relacdo ao rizébio inoculado, vantagem esta que pode estar refletindo em maior
competitividade pela ocupacdo nodular. Neste aspecto sdo muito importantes os
estudos de levantamento da diversidade das populacdes de rizébio presentes nos
diferentes tipos de solo, o que se constitui numa primeira etapa na busca de
inoculantes mais eficientes e competitivos.

Diversos fatores estdo envolvidos na competitividade do rizobio, como sua
mobilidade no solo, resposta as substancias indutoras dos genes de nodulacao
excretadas pela hospedeira (flavondides) ou outros compostos como acucares,
amino acidos e acidos organicos identificados como quimioatrativos para o rizobio
(Aguillar et al., 1988). Além disso, tem sido levantado o envolvimento de substancias
como as lectinas, que atuam na adesado das células do rizobio as células radiculares
da hospedeira (Truchet et al., 1986), bem como o efeito de polissacarideos
extracelulares (Aradjo et al., 1994) na competitividade de diferentes estirpes de
rizobio. Correlacdes entre a velocidade de adesdo as células radiculares de
diferentes espécies de rizébio foi correlacionada a capacidade competitiva destas
estirpes (Smith & Wollum 1, 1991; van Rensburg & Strijdom, 1982a), embora os
mecanismos especificos que atuam nesta maior velocidade de ades@o ndo tenham
sido descritos. Muitos outros estudos visando estabelecer os mecanismos genéticos
envolvidos na competitividade de estirpes de rizébio tem sido desenvolvidos embora
as respostas ainda sejam em grande parte especulativas (Beattie & Handelsman,
1993).

Muitos estudos de competitividade visando comparar estirpes de R. tropici
com outras espécies de rizébio que nodulam o feijoeiro tem sido conduzidos, devido
ao interesse levantado em torno das caracteristicas de tolerancia a acidez e altas
temperaturas daquela espécie. Martinez & Rosenblueth (1990) inicialmente

estabeleceram que esta espécie seria menos competitiva do que as demais estirpes
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do tipo I, que inclui R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli, 0 que justificaria a baixa
presenca de isolados pertencentes a esta espécie nas colecdes de culturas
analisadas pelos autores. Neste experimento foi avaliado um isolado da estirpe CIAT
899 resistente a rifampicina. No entanto, experimentos posteriores conduzidos por
Straliotto et al. (1991, 1993) mostraram que estirpes classificadas como R. tropici,
inclusive o isolado original da CIAT 899, sdo mais competitivas do que as do tipo I.
Estes resultados foram posteriormente confirmados em dois cultivares de feijoeiro e,
utilizando-se diversas concentracfes de indculo da CIAT 899 em competicdo com a
estirpe padrédo de R. etli, a CFN 42 (Straliotto et al., 1993). Em experimentos em
vasos a estirpe CIAT 899 mostrou-se mais competitiva em condi¢cdes de baixo pH
(Streit et al.,, 1995) e altas temperaturas (Oliveira & Graham, 1990). A nivel de
campo os resultados sdo variaveis, tendo apresentado baixa competitividade em
solos do Havai (Thies et al.,, 1992) e em solos acidos da Colédmbia (Wolff et al.,
1991), e altamente competitiva em solo arenoso de baixa fertilidade no Brasil
(Vlassak et al., 1996, 1997), sendo que atualmente é a estirpe utilizada no inoculante

comercial recomendado para o feijoeiro no Brasil.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Sao muitos os estudos béasicos e aplicados ja desenvolvidos sobre esta
simbiose, metodologias visando aumentar o teor de fésforo e molibdénio na semente
tem demonstrado eficientes no estabelecimento do rizébio inoculado, aumentando a
nodulacdo e a producdo do feijoeiro. Outros estudos que envolvem substancias
indutoras da nodulacdo, as quais podem ser adicionadas ao veiculo inoculante,
como a turfa, podem também contribuir para aumentar o nodulagéo inicial pelo
rizobio inoculado, suplantando as estirpes do solo, na maioria ineficientes. O
trabalho de selecdo de estirpes ja resultou em um significativo avanco, conforme
discutivo acima, sendo que hoje séo indicadas estirpes mais competitivas e estaveis
geneticamente. Uma area ainda em fase de desenvolvimento, que visa a construcao
de um mapa genético do feijoeiro, visando facilitar os programas de melhoramento
para fixacdo bioldgica de nitrogénio deve dar o impulso mais significativo dentro do
objetivo de maximizar a FBN nesta planta. Sua otimizacéo, visando alcancar os
patamares de fixacao ja atingidos pela soja brasileira, ainda depende destes estudos
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basicos, embora a planta apresente este potencial baseado nos resultados de
experimentos conduzidos em condigdes controladas.

Com certeza € uma tecnologia que, mesmo no estagio atual de
desenvolvimento, encontra alta aplicabilidade para o0s pequenos produtores
brasileiros e aqueles ligados a agricultura familiar. No entanto, falta uma
concentracdo de esforcos, baseado nas metodologias ja estabelecidas, visando o
aproveitamento de todo este conhecimento em experimentos a nivel de campo, nas
nossas condi¢des tropicais, onde se possa definir o potencial de utilizacdo de cada
uma destas técnicas, com o objetivo de melhor atender aos niveis de produtividade
destes agricultores.
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