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1 - INTRODUÇÃO

Desde os tempos mais remotos, as leguminosas vem sen-

do usadas para melhorar a fertilidade dos solos e a maior par-

te do suprimento de N em sistemas naturais pode ser atribuída

à fixação  biológica do Aumentos de 2,6 kg de N/ha/ano em

florestas de Eucaliptus  e  de 31 a 150 kg/ha/ano, em florestas

tropicais, são dados apresentados por Coaldrake (1962). No en-

tanto, grandes quantidades de N são retiradas do solo, por ano,

pela  lixiviação e erosão e um dos objetivos das práticas do

plantio de leguminosas noduladas é manter o equilíbrio entre

o suprimento e a demanda de N no solo, permitindo sua utiliza-

ção intensiva, sem risco de degradação  ou  de retorno ao esta-

do natural (Bonnier & Brakel, 1970). Nas regiões tropicais

sob pastagens, as perdas de N são estimadas em 78 a 570 kg/ha

/ano (Jacobson et al., 1948).

Devido à simbiose  planta-Rhizobium que é peculiar à

grande maioria das espécies, as leguminosas  desempenham um

papel importante na economia de nitrogênio  nos  solos tropica-

is, castigados pela erosão, ocasionada muitas vezes  pelo la-

mentável processo de devastação das matas de inigualáveis ri-



quezas naturais. Como resultado dessa associação que é um dos
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melhores exemplos de cooperação mútua na natureza, o nitrogênio

molecular do ar é combinado com outros elementos químicos, for-

mando compostos nitrogenados, os quais a planta assimila para o

seu crescimento. Assim, o cultivo de leguminosas que não nodulam

perde sua finalidade.

À família Leguminosae, com cerca de 13.000 espécies, per-

tence a maioria das árvores gigantes (Parkia gigantocarpa  Benth.,

Parkia pendula Benth., Dinizia excelsa Ducke), árvores de notá-

vel beleza, como Delonix regia Raf., Parkia purpurea (Ducke, 1939)

e um grande número de espécies que tem largo emprego na agricul-

tura, com várias utilidades, inclusive como florestais. As essên-

cias florestais pertencentes à essa família são inúmeras e podem

substituir satisfatoriamente o Eucaliptus, pois muitas delas são

de crescimento rápido. Por outro lado, reflorestar  com  legumino-

sas, não significa que se deva abandonar as florestas naturais,

pois o impulso no reflorestamento terá que crescer  na  mesma  pro-

porção em que cresce a necessidade mundial.

O uso de espécies leguminosas florestais inoculadas,

ainda é muito negligenciado. Não há interesse da parte dos

serviços de reflorestamento que dão muita ênfase ao cultivo

do Eucaliptus  e de outras espécies  não  leguminosas. No  entan-

to, o papel das leguminosas noduladas para trabalhos de reflo-

restamento, na recuperação de solos erodidos, poderá vir a ser

maior do que se possa imaginar. Os resultados positivos,

obtidos com o uso da inoculação com estirpes  de   Rhizobium  se-
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lecionadas e de técnicas apropriadas às condições ecológicas,

trarão uma influência  favorável à evolução desses trabalhos

nos trópicos, resolvendo em parte um grave problema que é a

manutenção da fertilidade dos solos. O assunto  tem despertado

interesse apenas recentemente, e no que se refere à economia

de N nos solos tropicais, utilizando espécies florestais nodu-

ladas, nada se sabe. As pesquisas sobre nodulação, normalmente

incluem leguminosas cultivadas e raramente silvestres, de in-

teresse agrícola.
Numa visão geral do revestimento florístico brasilei-

ro, avalia-se que cerca de 40% do território é coberto por

florestas equatoriais que representam o maior  maciço flores-

tal do mundo e na região amazônica, a família melhor repre-

sentada em número de espécies e indivíduos é a Leguminosae

(Ducke & Black, 1953). Presentemente, o panorama florestal

brasileiro, relacionado com o gradual exaurimento das matas,

começa  a  apresentar alterarções que justificam, de certo modo,

impressões menos sombrias, acerca de uma problemática  verdadei-

ramente alarmante que evoluia no país  há alguns anos atrás.

As florestas tropicais tem a principal função de man-

ter o equilíbrio climático sobre grandes áreas além  de serem
também a principal fonte de tanino, corantes,  saponinas, etc.

O planalto brasileiro assiste  a  um surto de reno-

vação florestal. Pequenos plantios de algumas  espécies como
Centrolobium tomentosum Benth.  (Araribá)  e de Dalbergia ni-
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Fr.gra   All. (Jacarandá preto da Bahia), estão sendo realiza-

dos em carater experimental. Algumas espécies de Acacia são

de grande importância para a recuperação de solos erodidos, fi-

xando quantidades significantes de nitrogênio. Acacia mollissi-

ma Humb. é uma das essências mais promissoras para refloresta-

mento, e atualmente, no sul do país, grandes áreas estão sendo

plantadas com essa espécie, em substituição ao plantio de Pinus,

com a finalidade principal de produção rápida de cortiça tanan-

te.

Esta Tese diz respeito a um estudo sobre bactérias dos

nódulos de leguminosas florestais, nativas ou exóticas, com as

seguintes finalidades: a) investigar as formas do nódulo e da

simbiose; b) estudar a flora tropical, cujas características

de nodulação são pouco conhecidas; c) observar as característi-

cas culturais e morfológicas da bactéria; d) estabelecer a posi-

ção das leguminosas florestais, dentro dos principais grupos de

inoculação cruzada, de acordo com a especificidade hospedeira,

mostrando as afinidades entre as subfamílias.



2- REVISÃO DE LITERATURA

2.1 - Importância da simbiose

A fixação  do  por leguminosas noduladas é a inter-

reação de um número de processos biológicos (Gibson,1974) que

pcdem ser considerados sob vários aspectos: fisiológico, por

sua interação com o metabolismo da planta; químico, pelas rea-

ções que ocorrem nos nódulos; anatômico, pelas estruturas pe-

culiares que os nódulos apresentam; bacteriológico, pelo com-

portamento do microorganismo e edafológico, por tratar-se de

um fenômeno próprio  do solo (Rothschild, 1963).

Para se ter uma idéia melhor da importância da simbio-

se, calcula-se que a fixação biológica contribue com cerca de

 a t/ ano do nitrogênio fixado na superfície terres-

tre (Postgate, 1974), mas pouca atenção tem sido dada ao pa-

pel que desempenham as leguminosas florestais nessa relação.

A região  do  Cerrado oferece condições muito  amplas

para a experimentação de folhosas de crescimento mais rápido.

As árvores leguminosas mais encontradas nessa região perten-

cem aos gêneros Bowdichia, Machaerium, Dalbergia, Stryophno-

dendron, Dimorphandra e Enterolobium, as quais são de grande
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importância para o balanço do N nesses solos (Murad et al.,

1968; Oliveira, 1969). Essências como Leucaena leucocephala

(Lam.) De Wit. e Cassia grandis L. f. foram utilizadas em

experimentos de ecologia floresta1 para reflorestamento de

savanas equatoriais, sendo a última espécie considerada como

prioritária (Ledoux & Lobato, 1968). Dimorphandra mollis

Benth. é outra espécie florestal que apresenta propriedades

farmacológicas, além de ser comum nos Cerrados e de ser ca-

paz de nodular quando inoculada com Rhizobium específico (Dö-

bereiner & Campêlo, 1975). Prosopis juliflora (Sw.) DC. pode

produzir 20 kg de frutos/árvore, os quais são usados como

forragem (Foury, 1950). Dados de fixação  de  de até 515/kg

/ha/ano foram conseguidos com Leucaena leucocephala (Henzell

& Norris, 1962). Esses dados, abrem perspectivas encorajado-

ras para maior competição dessa fonte de N com a dos fertili-

zantes nitrogenados. O potencial existente em muitas legumi-

nosas tropicais, como leucena, é enorme, apesar do seu empre-

go achar-se limitado à seleção de ecotipos (Rocha et al.,

1970).

2.2 - Origem da simbiose

A relação entre grupos de leguminosas e seus Rhizo-

bium pode ser interpretada como uma associação evolucioná-

ria, desde os hospedeiros mais primitivos (Caesalpinioideae

e Mimosoideae), passando pelas tribos mais  primitivas das Fa-

boideae, até as espécies mais especializadas,  noduladas  por  bac-

térias de crescimento rápido e produtoras de  ácido (Norris,

1956; Nutman, 1965). As leguminosas, segundo Vincent (1974),
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parecem ser basicamente uma família tropical. Em 1958, Norris

admitiu o conceito sugerido por Gundersen (1950) de que as le-

guminosas primitivas eram árvores e arbustos que surgiram nas
regiões tropicais e subtropicais do Período Cretáceo Superior

e daí se dispersaram para as regiões temperadas. Os climas na-
quele Período eram distribuidos na terra, da mesma maneira que

essas formas primitivas, mas com a revolução do Paleoceno os
climas tropicais tornaram-se restritos  e  a  vegetação tropical
também se retraiu. A evolução teria se dado então, através de
uma adaptação  às  condições temperadas, sendo a  forma original
que ainda hoje é conservada por um grande número de espécies

tropicais, uma  grande árvore de folhas  macias e  sempre  verdes,
típica de um ambiente sempre úmido. A sequência da evolução
seria então, grandes árvores lenhosas  arbustos e cipós

perenes  anuais (Norris, 1958). Des-

sa  maneira,   as  ervas anuais  leguminosas das regiões tempera-
das seriam espécies altamente evoluidas. As subfamílias  Mimo-
soideae e Caesalpinioideae  tem  se adaptado pouco às  mudanças
e são quase completamente restritas aos trópicos e subtrópi-

cos, enquanto as Faboideae suportaram bem as modificações, de-
senvolvendo um grande número de gêneros e  espécies que invadi-
ram as zonas temperadas, embora a maioria das tribos da Faboi-
deae ainda mostre suas afinidades com os trópicos. A tribo Dal-
bergieae é ainda totalmente tropical, enquanto as tribos Tri-
folieae, Vicieae e Loteae são inteiramente de clima tempera-
do, sendo ainda mais tolerantes às condições de solos pobres
(Norris, 1967). Outros autores (Parker, 1968; Senn, 1938; Axel-



rod, 1958) no entanto, apresentam argumentos que as leguminosas

poderiam ter tido sua origem em regiões subúmidas tropicais,

subtropicais ou mesmo temperadas. Senn (1938) comentou que con-

siderar as Mimosoideae como primitivas, por serem os seus gêne-

ros predominantemente lenhosos, é uma questão aberta à sérias

discussões. As leguminosas devem ter sido simbioticamente  pro-

míscuas (Norris, 1967), e as bactérias ancestrais, dos nódulos,

eram provavelmente livres e capazes de fixar  no solo (Parker,

1968). A demonstração recente de que Rhizobium do grupo promis-

cuo pode fixar  em meio de cultura, vem comprovar essa hipóte-

se (Pagan et al. 1975; Dilworth & McComb, 1975).

A composição botânica dos seis principais grupos de ino-

culação cruzada com as tribos hospedeiras, arranjadas filogene-

ticamente, foi apresentada por Nutman (1965), mostrando que a

taxonomia da hospedeira e os grupos de inoculação cruzada, tem

uma relação muito ampla. Atualmente, um grau mais elevado de

promiscuidade de inoculação, predomina entre as espécies tropica-

is, associadas ao tipo "cowpea" de Rhizobium de crescimento len-

to, o qual seria, segundo Norris (1958), a forma típica e ances-

tral do organismo, e do qual, todas as outras formas se deriva-

ram. Por outro lado, os resultados obtidos por Graham (1964a)

sugerem como organismo ancestral do Rhizobium de crescimento rá-

pido, uma forma semelhante à Agrobacterium radiobacter ou Agro-

bacterium tumefaciens. A perda progressiva da promiscuidade, ou

seja, o desenvolvimento da especificidade da bactéria, tem ocor-

rido em muitos gêneros. No decorrer da evolução, a família Legu-

minosae desenvolveu uma especialização fisiológica, tornando-se
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seletiva em seus requerimentos (Norris, 1958, 1967).

Parker (1968) criticando a idéia da evolução defendida

por Norris (1956), segundo a qual, a bactéria do nódulo evolu-

iu de um protótipo simbionte, ou seja, que as linhas genéticas

das 3 subfamílias tiveram as suas origens no mesmo Período, con-

cluiu que, ou as bactérias de crescimento rápido são idênticas

às de crescimento lento, mais primitivas, ou alternativamente

surgiram associações simbióticas (leguminosa-bactéria) separa-

das, em diferentes locais e tempos e assim, dois ou mais gêne-

ros de bactérias seriam envolvidos. O grupo de inoculação   Pisum-

-Trifolium, com uma faixa simbiótica muito estreita, é conside-

rado por Norris (1958) como uma condição "degenerativa-avançada"

de especialização  simbiótica.

2.3 - Ocorrência  de nódulos

O fato de uma espécie não apresentar nódulos num dado

momento, não deve ser uma conclusão definitiva de que a espécie

não nodula. É preciso que se façam várias coletas e em vários

locais para confirmar se o solo tem condições favoráveis, ou

não, para a nodulação (Beadle, 1964). Observações sobre o "sta-

tus" de nodulação de espécies da Amazônia foram feitas por Nor-

ris (1969) em seedlings de algumas espécies, plantas novas e

adultas, coletadas em geral em solos arenosos e muito ácidos

(pH 4,5-6,0) ou em solos argilosos. Apenas 33% das Caesalpinioi-

deae aprcsentaram nódulos, mesmo quando coletadas em locais on-

de existiam outras espécies bem noduladas, enquanto mais de 70%

das Faboideae e Mimosoideae estavam noduladas. A nodulação vari-
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ava com o solo, pois algumas espécies coletadas em solos argilo-

sos não apresentavam nódulos, embora em solos arenosos tenham

sido encontradas com nódulos. Numa pesquisa mundial, 90% das es-

pécies Mimosoideae observadas por Allen e Allen (1961) apresen-

taram formas noduladas. Nos gêneros Albizzia, Entada, Enterolo-

bium, Pithecellobium, Leucaena, Piptadenia  e  Parkia, todas as

espécies eram noduladas. Entre os gêneros Inga, Calliandra,  Aca-

cia, Mimosa e Prosopis, existiam espécies noduladas e outras

não. Das Caesalpinioideae (115 examinadas), apenas 23% eram no-

duladas, enquanto nas Faboideae (1024 examinadas), a ocorrência

de nódulos era de 93%. Em Trinidad, De Souza (1966) observou

que dentre as 81 espécies estudadas, 63 eram noduladas, sendo,

40 pertencentes à subfamília Faboideae, 17 à subfamília Mimosoi-

deae e apenas 6 à Caesalpinioideae. Em zonas áridas e semi-ári-

das da Austrália, 68 espécies pertencentes às subfamílias Mimo-

soideae e Faboideae apresentavam nódulos, enquanto nenhuma das

Caesalpinioideae estava nodulada (Beadle, 1964). Na flora argen-

tina Rothschild (1970) observou a nodulação de espécies perten-

centes a 37 gêneros, dos quais 32 apresentavam espécies nodula-

das. Dos 5 gêneros que não apresentavam nódulos, 4 eram Caesal-

pinioideae e 1 Mimosoideae (gênero Desmanthus). A observação da

ocorrência de nódulos entre 538 espécies leguminosas da Rodésia,

revelou que 489 nodulavam, sendo que 307 eram espécies herbáce-

as e 182 eram árvores. Apenas 29% das Caesalpinioideae eram no-

duladas, enquanto 90% das Mimosoideae e 99% das Faboideae apre-

sentavam nódulos. Das espécies aparentemente não noduladas, 96%

eram normalmente lenhosas (Corby, 1974). 14% das leguminosas in-
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dígenas da Venezuela não apresentaram nódulos (Barrios & Gonza-

lez, 1971), o mesmo ocorrendo com as erpécies africanas perten-

centes à subfamília Caesalpinioideae (Grobbelaar & Clark, 1972).

Na região da Caatinga brasileira, as espécies Caesalpi-

nia bracteosa e Bauhinia forficata são conhecidas como não no-

duladas, enquanto espécies de Mimosa, Pithecellobium, Piptade-

nia, Parkia e Prosopis apresentam nódulos (Allen & Allen, 1961)

e fixam nitrogênio com estirpes de Rhizobium específico (Campê-

lo & Döbereiner, 1969;  Campêlo & Campêlo, 1972). Já  na região do

Cerrado, as principais espécies Faboideae nodulam, com exceção

de Bowdichia (De Souza, 1966;  Allen & Allen, 1947).

Por muito tempo acreditou-se que a formação de nódulos

era uma propriedade comum à todas as leguminosas, no entanto, a

pesquisa realizada por Allen e Allen (1961), mostrou que 88%

das espécies conhecidas (apenas 10 a 12% do total) são nodula-

das, sendo que a grande maioria pertence à  subfamília Faboideae.

Os gêneros Cassia, Bauhinia, Caesalpinia (Caesalpinioideae) são

tidos como não nodulados (Allen & Baldwin, 1954). O que se sabe

atualmente sobre nodulação de florestais tropicais são apenas ob-

servações isoladas e o "status" de nodulação pode variar com um

certo número de fatores ambientais adversos.  Em florestas equa-

toriais Bonnier (1957, 1960) observou a presença de muito pou-

cas nodosidades. Nas regiões tropicais, a nodulação das legumi-

nosas é um fenômeno cíclico. No Amazonas, espécies de Acacia e

Mimosa, consideradas por Tutin (1958) como noduladas, foram en-

contradas sem nódulos por Norris (1956, 1969).
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2.4 - Formas dos nódulos

A forma do nódulo é determinada inicialmente pela  hospe-

deira (Kidby & Goodchild, 1966) mas pode ser modificada pela

eficiência da associação (Vincent, 1974), embora   Rothischild

(1963), tenha observado que ela é constante em cada hospedeira

e dependa do meristema respectivo. De uma maneira geral, nódu-

los novos são esféricos e brancos, enquanto formas adultas apre-

sentam lóbulos e são de cor preta ou marron escura. (Allen & Al-

len, 1936; Allen, 1949). Em leguminosas lenhosas os nódulos di-

ferem muito pouco dos encontrados em plantas herbáceas (Allen &

Allen, 1936) e a forma tem relação com a tribo a que pertence a

espécie botânica, dependendo, de certa forma, da estirpe invaso-

ra (Rothschild, 1963). Nódulos formados em Acacia farnesiana

por Rhizobium isolado de Leucaena são semelhantes aos da Leuca-

ena (ambas Mimosoideae), enquanto que nódulos formados em Vinna-

sinensis, pela mesma estirpe, são esféricos, semelhantes aos nódu-

los formados por Rhizobium de crescimento lento e  nódulos forma-

dos em Mimosa invisa são típicos dessa  espécie  (Trinick, l965a).

Em Glycine, a forma do nódulo é globosa a oblonga; alongado em

Tephrosia; coralóide em Crotalaria e alongado com lóbulos dis-

tribuidos em forma de dedos, em Acacia, sendo essas observações

feitas em formas adultas (Corby, 1971).

A esfrutura anatômica do nódulo de espécies forrageiras

tem sido estudada por vários autores (Rothschild, 1963; Lange &

Parker, 1960; Bergersen, 1968; Bergersen & Goodchild, 1973) e

em leguminosas de grãos foi verificada por Allen e Allen (1940).

Em leguminosas lenhosas tropicais, praticamente, nada se tem
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feito nesse sentido. Em Sesbania grandiflora que nodula bem sob

condições naturais, foi feito um estudo morfológico e anatômico,

a fim de se observar a estrutura dos nódulos, cuja origem se dá

nas células corticais da raiz, sendo portanto, nódulos exógenos

que é o tipo mais comum (Harris et al., 1949), ao contrário do

amendoim que tem nódulos endógenos (Allen & Allen, 1940).

2.5 - Coloração de raízes e falta de nodulação

As raízes coloridas são mais frequentemente associadas

à espécies não nocluladas e porisso, mais encontradas entre as

Caesalpinioideae, embora as Mimosoideae e Faboideae também as

apresentem (Norris, 1969; Barrios & Gonzalez, 1971). Não foram

encontradas raízes coloridas na Tribo Loteae. A cor normal da

raiz nodulada é a de tonalidade branca, mas as cores variam do

amarelo pálido ao amarelo ouro, do roseo ao vermelho mais escu-

ro, sendo o marrom claro a cor mais comumente encontrada em to-

das as tribos examinadas. Há, no entanto, raízes coloridas com

nódulos e raízes sem coloração que se apresentam noduladas, em-

bora haja uma tendência acentuada para as raízes não noduladas

apresentarem-se coloridas (Corby, 1971).

2.6 - Razões para a falta de simbiose

A natureza bioquímica e biológica da simbiose é muito

complexa e a capacidade de formar nódulos pode ser uma caracte-

rística fisiológica, não encontrada sob certas condições (Con-

klin, 1936).

A falta de nódulos em muitas espécies, pertencentes

principalmente à subfamília Caesalpinioideae, tem sido observa-
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da por vários outros pesquisadores (Allen & Allen, 1936, 1961;

De Souza, 1966; Norris, 1969; Beadle, 1964; Rothschild, 1970;

Bañados & Fernandez, 1954) e muitas causas são apontadas como

responsáveis pela ausência de nodulação. A  questão  pode ser

considerada sob 2 aspectos, a saber:

2.6.1 - Incapacidade de nodular

Os desvios genéticos na hospedeira ou na bactéria, po-

den conduzir à perda total ou parcial da capacidade de nodular

(Vincent, 1967; Nutman, 1946). Há espécies de trevo vermelho

resistentes à inoculação com todas as estirpes de Rhizobium

testadas e essa resistência é devida a um simples gen recessi-

vo com um componente citoplásmico (Vincent, 1967). As estirpes

variam muito em sua capacidade de nodular. Com relação a plan-

ta, são apontados como causas principais, responsáveis pela in-

capacidade de nodular, além dos fatores genéticos (Nutman,  l946),

a secreção de substâncias tóxicas pelas raízes (Pochon & Bar-

jac, 1958) e a estrutura do pelo radicular que parece desempe-

nhar um papel importante no funcionamento da simbiose (Allen &

Baldwin, 1954). Também  Dart  (1974) sugeriu que talvez a resis-

tência à infecção esteja associada à presença de taninos ou po-

lifenóis na raiz de determinadas espécies, os quais provocari-

am a ausência de nódulos. No entanto, parece que a maior  limi-

tação biológica, diz respeito aos graus de incompatibilidade

entre os dois  simbiontes (Bonnier & Brakel, 1969,  1970;  Nutman,

1952).

2.6.2 - Razões que provocam a falta de nódulos
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Segundo Bonnier e Brakel (1969), a falta de nódulos nas

florestas tropicais, é atribuida à contínua reciclagem do N.

A ausência do Rhizobium adequado no solo é apontada  como uma

das causas responsáveis pela falta de nódulos (Beadle, 1964).

Além dos fatores ambientais (pH, temperatura), que afetam a bac-

téria e as espécies que normalmente nodulam, outros fatores po-

dem interferir na simbiose (Graham & Hubbell, 1974). Vincent

(1967) referiu-se ainda a antagonismos entre o Rhizobium  e ou-

tros microorganismos do solo, capazes de inibir a infecção. A

perda da capacidade de nodular é relativamente comum e pode o-

correr sem qualquer mudança nas características culturais da es-

tirpe, de acordo com Vincent (1970a).

2.7 - Inoculação cruzada

Os primeiros estudos sobre isolamento de bactérias dos

nódulos das leguminosas, ocorreram em 1879 quando Frank deu o

nome de Rhizobium leguminosarum às bactérias isoladas da ervi-

lha e do feijão. Durante algum tempo, pensou-se que as bactéri-

as dos nódulos pertenciam a uma única espécie. Hellriegel (1886)

e Hellriegel e Wilfarth (1888) observaram a ocorrência de nódu-

los, após a inoculação de algumas leguminosas com extrato de

solos não esterilizados, nos quais haviam 1eguminosas viçosas e

bem noduladas. Sem inoculação, as leguminosas plantadas em so-

los esterilizados mostravem-se amarelas e sem crescimento. Ain-

da em 1888, Beijerinck conseguiu a formação de nodosidades em

Vicia faba L., por meio de inoculação artificial, isolando a

bactéria e denominando-a de Bacillus radicicola.  Em 1900,



Hiltner observou que a bactéria de Trifolium pratense não nodu-

lava Medicago sativa L.. Alguns anos mais tarde, Bergey (1934)

admitiu a existência de 6 espécies de Rhizobium.

Certas bactérias aparentemente alcançaram um estágio

avançado em seu desenvolvimento e tornaram-se específicas para

uma determinada espécie, podendo ser benéficas à essa espécie

e serem ineficientes em outra. Isto é o que se convencionou cha-

mar de "especificidade hospedeira" (Allen, 1949). Embora a ma-

ior parte das leguminosas tropicais formem nódulos quando ino-

culadas com Rhizobium da chamada "miscelânia cowpea", são fre-

quentes as diferenças em eficiência. Este fato será cada vez ma-

is importante à medida que se desenvolvam novas variedades e es-

pécies para uso comercial nos trópicos (Graham & Hubbell, 1974).
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Assim, pode-se concluir que na associação entre espécies legu-

minosas e estirpes de Rhizobium, existe um marcado grau de espe-

cificidade.

Temos um grupo de inoculação cruzada quando um agrupa-

mento intimamente relacionado de espécies leguminosas evoluiu a

um estágio de perda da promiscuidade (Norris, 1967). 16 grupos

de inoculação cruzada foram citados por Fred et al. (1932), sen-

do 8 grupos maiores compreendendo: alfafa, trevo, ervilha, fei-

jão, lupinos, soja, cowpea e lotos e seus respectivos Rhizobium

e 8  grupos de menor importância. Ainda em 1932, Waksman estabe-

leceu 12 grupos de inoculação cruzada, colocando espécies de Aca-

 cia e de Cassia no grupo "cowpea" e Phaseolus vulgaris em um

grupo diferente. Em 1934, Carrol estabeleceu 20 grupos de inocu-

lação, incluindo espécies dos gêneros Aeschynomene, Erythrina,



Acacia  e Mimosa, no grupo "cowpea" de inoculação cruzada e, co-
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mo culturas isoladas de Pithecellobim dulce Benth.  não produ-

zissem nódulos em nenhuma das espécies usadas, ele colocou es-

sa espécie num grupo isolado. Várias espécies, entre elas  Al-

bizzia lebbek L., foram adicionadas ao grupo "cowpea" por Nor-

ris (1956) e devido à impossibilidade de se estabelecer limi-

tes bem definidos entre as relações Rhizobium e um certo grupo

de plantas, Wilson (1939) afirmou que sob o ponto de vista ci-

entífico, esse conceito de grupo de inoculação cruzada não tem

validade, embora tenha finalidades práticas. Assim, o estabele-

cimento desses grupos seria mais um obstáculo do que um auxí-

lio no estudo das relações planta-bactéria. Por outro lado, Al-

len e Allen (1947) consideraram que a relação bactéria-planta

é o único fator disponível para a identificação das bactérias

dos nódulos. Os 16 grupos de Fred et al. (1932) foram atualiza-

dos por Allen e Baldwin (1954) que os elevaram para 24.

Quanto aos benefícios ou não, de uma inoculação, as legu-

minosas tropicais lenhosas são divididas em duas classes por

Masefield (1958): a grande maioria pertencendo ao grupo "cow-

pea" e a outra parte incluindo espécies que pertencem a outros

grupos de inoculação. Burton (1952) observou uma determinada es-

pecificidade no grupo "cowpea", verificando que em geral, as es-

pécies desse grupo não necessitam de inoculação, no entanto, nem

sempre fica assegurado o benefício da simbiose, sem ela. Muitos

trabalhos foram desenvolvidos nesse sentido, envolvendo legu-

minosas de interesse para a agricultura, principalmente com

referência à leguminosas forrageiras, ou de adubação verde. As
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contribuições de  Allen e  Allen (1936),  Allen (1949),   Norris

(1956), Carrol (1934),  Galli (1958), Masefield (1958),  Trinick

(1965a e b) e muitos outros, permitiram a classificação das le-

guminosas dentro desses grupos de inoculação cruzada, estabele-

cendo-se assim, as relações com os diversos grupos de bactérias,

associados com outras leguminosas. Norris (1967) e Robinson

(1969) sugeriram que geralmente as leguminosas nodulam mais rá-

pido e com mais eficácia quando inoculadas com culturas homólo-

gas.

As razões das preferências de uma bactéria por uma de-

terminada espécie, são desconhecidas (Allen, 1949). O grupo

Trifolium de inoculação cruzada é bastante restrito, compreen-

dendo apenas espécies desse gênero (Nutman, 1956). Nem sempre

leguminosas do mesmo gênero são colocadas no mesmo grupo de ino-

culação, como é o caso do gênero Mimosa (Ishizawa,1972). Dentro

do grupo "cowpea", Nutman (1965) fez uma subdivisão, depois de

observar que as estirpes eficientes em Lotus uliginosus tendiam

a ser ineficientes em Lotus corniculatus e vice-versa.

Com leguminosas forrageiras e de adubação verde foram

estabelecidos 4 grupos de inoculação cruzada, sendo a Leucaena

colocada em um grupo à parte, pois só nodulou com estirpe homó-

loga, mostrando ser altamente específica, quando testada com

estirpes pertencentes aos principais grupos de inoculação (Gal-

li, 1958; Trinick, 1963),  no entanto, Wilson (1939) conseguiu

nodulação de leucaena com Rhizobium de algumas espécies usadas

por Galli (1958). As 87 espécies, examinadas por Allen e Allen

(1936), no Hawaii, enquandram-se dentro do grupo "cowpea".
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Entre os inúmeros trabalhos sobre inoculação cruzada

(Waksman, 1932; Fred et al., 1932; Allen & Baldwin, 1954; Nor-

ris, 1956; Galli, 1958), serão citados apenas os relacionados

com leguminosas florestais, ou aqueles que incluam espécies

florestais e forrageiras ao mesmo tempo, como é o caso de leu-

cena.

Ishizawa (1955) conseguiu simbiose eficiente de

Leucaena com Rhizobium de Mimosa invisa e os Rhizobium reisola-

dos da Mimosa invisa, Vigna sinensis e Acacia farnesiana  tam-

bém nodularam eficientemente a Leucaena, confirmando a identi-

dade do simbionte. Inoculada com estirpes de Prosopis juliflo-

ra (Sw.) DC. e da própria espécie,  a leucena nodulou eficien-

temente, não ocorrendo o mesmo quando inoculada con estirpes

de Mimosa caesalpiniifolia Benth., Piptadenia peregrina (L.)

Benth. e Lonchocarpus discolor Hub., as quais produziram uma

nodulação ineficiente (Campêlo & Campêlo, 1972). Com estirpes

de crescimento lento, isoladas de 41 leguminosas tropicais, per-

tencentes aos principais grupos de inoculação, a leucena não

nodulou, mas nodulou eficientemente com estirpes de Mimosa, Aca-

cia e Sesbania (de crescimento rápido) e vice-versa. No entan-

to, a nodulação da Sesbania com Rhizobium da Leucaena foi ine-

ficiente (Trinick, 1965a, 1968). A Leucaena nodulou apenas com

5 das 99 estirpes usadas e a Vigna sinensis nodulou eficiente-

mente com Rhizobium isolado da Leucaena e da Sesbania grandi-

flora (Trinick, 1968; Johnson & Allen, 1952). Para conseguir

um crescimento vigoroso, a Leucaena necessita de inoculação

com Rhizobium específico (Trinick, 1963; Diatloff, 1973). Tes-
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tando 21 estirpes de Rhizobium de leguminosas do Sudão, Habish

e Khairi (1968) admitiram que a  Acacia sspp. tem sua própria

estirpe de Rhizobiuum. Por outro lado, estirpes isoladas de es-

pécies dos gêneros Leucaena e Mimosa, nodularam uma espécie do

gênero Medicago (Trinick, 1965a).

Informações sobre nodulação e grupos de inoculação

em leguminosas florestais a não ser a leucena, são muito es-

cassas. Praticamente, nada se fez sobre o assunto. Sabe-se no

entanto, que muitas espécies florestais não se enquadram den-

tro dos mais conhecidos grupos de inoculação, devido à sua es-

pecificidade, como é o caso da Mimosa caesalpiniifolia que só

nodulou quando inoculada com estirpes homólogas, não nodulando

com Rhizobium de Clitoria, Dolichos, Indigofera, Centrosema, Vi-

cia e com a estirpe CB-756 (conhecida como altamente promiscua)

mostrando, assim, alta especificidade. Já Piotadenia peregrina,

nodulou eficientemente com Rhizobium de M. caesaloiniifolia

(Döbereiner, 1966, 1967; Campêlo & Döbereiner, 1969; Campêlo &

Campêlo, 1970).

Ressaltando a importância das características fisio-

lógicas, como complementação dos métodos culturais, para distin-

guir os microorganismos de diferentes hospedeiras, dentro de

um determinado grupo de inoculação, Conklin (1936) dividiu as

espécies por ela usadas em 2 grupos de inoculação cruzada, aos

quais chamou de "Cowpea-soja"  (grupo 1) e ervilha (grupo 2).

Embora observando certas irregularidades, de acordo com essas

características, incluiu no grupo 1, estirpes de Cassia, por

terem produzidos nódulos em "Cowpea". Em 1937, Bushnell e Sar-
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les estabeleceram 8 grupos, adicionando ao grupo "Cowpea" de

inoculação, uma espécie do gênero Cassia pelas características

culturais e morfológicas da estirpe isolada dessa espécie, se-

melhantes a outras pertencentes ao citado grupo. Em leite-lit-

mus, a estirpe  apresentou reação muito  alcalina e sem  zona  de

soro, características do Rhizobium do "Cowpea".

Estirpes de Rhizobium de crescimento lento, como Rhizo-

bium lupini, nodularam Lotus corniculatus L., Lotus  uliginosus

e Anthyllys vulneraria, enquanto alguns Rhizobium de crescimen-

to rápido isolados de  espécies do gênero Lotus, nodularam Orni-

thopus sativus Brot. do grupo Lupini. Estirpes de Rhizobium lu-

pini nodularam espécies do grupo "Cowpea" e porisso, espécies

de Lupinus  e  Ornithopus, que tem Rhizobium de crescimento len-
to foram incluídas no grupo Lupini (Bushnell & Sarles, 1937),

juntamente com estirpes de crescimento rápido, isoladas de es-

pécies do gênero Mimosa (Jensen, 1967). Leguminosas que ante-

riormente eram consideradas como noduladas apenas quanado inocu-

ladas com Rhizobium de crescimento lento, nodularam, algumas ve-

zes eficientemente, com Rhizobium de crescimento rápido, (Tri-

nick, 1968). Além disso, Pankhurst (1970) admitiu dois grupos

de inoculação dentro de um só gênero (Lotus), estirpes produto-

ras de ácido e estirpes que não produziam ácido.

Sabe-se que algumas leguminosas são mais promiscuas do

que outras, nodulando com estirpes isoladas de plantas perten-

centes a vários grupos de inoculação cruzada. A nodulação de

espécies forrageiras ou de grãos, do grupo "Cowpea" por algu-

mas estirpes de Rhizobium japonicum e Rhizobium phaseoli  é bem



estabelecida (Sears & Carrol, 1927), mas exemplos de estirpes de

"Cowpea" nodulando a soja (Conklin,  1936), Leonard, 1923),  ou

Phaseolus vulgaris, não são muito comuns (Habish & Khairi,1968).

Por outro lado, Graham e Parker (1964) comentaram   que

é extremamente rara a inoculação cruzada entre Rhizobium de tre-

vo, ervilha e feijão e hospedeiras do grupo de crescimento len-

to e que estirpes isoladas de cowpea, soja e lupinos não nodu-

lam hospedeiras do grupo da ervilha e do trevo. Geralmente, es-

tirpes isoladas de plantas promíscuas não nodulam reciprocamen-

te outras plantas daquele grupo de inoculação (Allen & Allen,

1939). Como as espécies tropicais atuais, conservam seus carate-

res ancestrais, é possível investigar o tipo primitivo de nodu-

lação e as formas originárias dos nódulos, hoje conhecidos.

2.7.1 - Mecanismo da infecção

O mecanismo da infecção poderá ser visualizado da se-

guinte maneira, de acordo com Humphrey e Vincent (1959): a bac-

téria excretaria substâncias solúveis em água, provavelmente po-

lissacarídeos, altamente específicas, as quais seriam capazes

de induzir a produção de poligalacturonase pelas raízes da hos-

pedeira. O princípio ativo atravessaria a parede celular, alcan-

çaria o protoplasma e reagiria com alguns componentes da célu-

la (Vincent, 1967). Ljunggren (1961) sugeriu que tais substânci-

as extra-celulares poderiam conter também ácido desoxirribonu-

cleico. Embora o envolvimento da poligalacturonase no processo

de infecção, seja ainda bastante discutido por vários autores

(Nutman, 1970; Solheim & Raa, 1971), Fahraeus e Ljunggren (1959)
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e Ljunggren e Fahraeus (1961), observaram relações entre a capa-

cidade de formação de nódulos em variedades de trevos e a pre-

sença de estirpes homólogas e concluiram que a produção de poli-

galacturonase que antecede a invasão do pelo radicular, desem-

penha, provavelmente, um papel importante na iniciação   do cor-

dão de infecção. No entanto,  Solheim e Raa (1971) não encontra-

ram diferenças na atividade pectolitica entre seedlings inocu-

lados e não inoculados de Trifolium repens L. e de Medicago sa-

tiva enquanto Lillich e Elkan (1968), observaram que na simbio-

se soja-Rhizobium japonicum a PG não é envolvida no processo

de infecção.

Examinando polissacarideos extracelulares de Rhizobium,

Bailey et al. (1971), encontraram uma alta concentração de ma-

nose en 43 estirpes de crescimento rápido, no entanto, Humphrey

et al. (1974), notaram a ausência desse açúcar em exopolissaca-

rídeos de estirpes de Rhizobium meliloti e Rhizobium trifolii,

ambas de crescimento rápido, quando o meio de cultura usado era

purificado, então levantaram a possibilidade de que a fonte de

manose encontrada por Bailey et al. (1971), seria devido à pre-

sença do extrato de levedura impuro, no meio.

2.8 - Características culturais e morfológicas do Rhizobium

Em cada grupo de inoculação, geralmente as bactérias

tem características morfológicas e culturais semelhantes, no

entanto, alguns investigadores (Fred et al., l932; Graham, 1964a)

observaram diferenças na utilização de carboidratos por diver-

sas estirpes de Rhizobium. Drets e Arias (1972) encontraram di-
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ferenças enzimáticas entre estirpes de  Rhizobium,  classificadas

de acordo com a velocidade de crescimento em rápidas  e lentas,

depois de estudarem comparativamente as mais  importantes enzi-

mas das 4 principais vias metabólicas dos  carboidratos, chegan-

do à conclusão de que estirpes de crescimento rápido possuem

as enzimas correspondentes ao ciclo da hexose monofosfato, en-

quanto as de crescimento lento apresentam ausência de atividade

de NADP-6 fosfogluconato desidrogenase (6PGD). Por outro lado,

Graham (1964b) observou que existem afinidades entre estirpes

do grupo de crescimento rápido e grandes diferenças entre esse

grupo e as de crescimento lento. Em 1974, Drets et al., mostra-

ram também que existem grandes diferenças no crescimento e uti-

lização de sacarose por estirpes de Rhizobium. As diferenças me-

tabólicas poderão ser explicadas pela presença de urna inverta-

se, em estirpes de Rhizobium de crescimento rápido e Agrobacte-

rium tumefaciens, capaz de metabolizar a sacarose e pela ausên-

cia dessa enzima e da sacarose fosforilase em estirpes de Rhizo-

bium de crescinento lento, tornando assim, inadequado o uso da

sacarose para o crescimento de Rhizobium desse último grupo. A

velocidade de crescimento dependeria assim, da existência de

uma falha metabólica. Essa caracterização metabólica é importan-

te do ponto de vista prático, uma vez que fornece um método sim-

ples na identificação das espécies de Rhizobium.

Burris  et al., (1942) observaram que o metabolismo de

poliálcoois por Rhizobium se processava  através de algum meca-

nismo oxidativo e sugeriram que esta oxidação poderia ser efetu-

ada por enzimas induzidos.
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Algumas leguminosas tropicais, incluindo a  Leucaena e

a M. caesalpiniifolia tem Rhizobium de crescimento rápido (Dö-

bereiner, 1966) semelhante  ao das leguminosas  temperadas, na

utilização de carboidratos, e são muito específicas (Trinick,

1965a). Certas estirpes de Mimosa, alcalinizaram o meio e ou- 

tras o acidificaram (Norris, 1969), enquanto estirpes de Cas-

sia produziram reação alcalina dentro de 2 semanas, num meio

em que foram usados vários carboidratos (açucares, álcoois e

ácidos orgânicos), sendo o melhor crescimento obtido com arabi-

nose, glicose e frutose, variando o pH de 7, 0-7, 4. Um cresci-

mento ligeiramente mais abundante foi observado em algumas es-

tirpes, quando o carboidrato era esterilizado por filtração

(Conklin, 1936). Vincent (1970b) comentou que o Rhizobium é

uma bactéria heterotrófica, capaz de utilizar uma larga faixa

de carboidratos e de requerer, de acordo com a estirpe, para

un melhor crescimento, um ou mais amino-ácidos e/ ou vitaminas.

Muitos Rhizobium de crescimento lento, crescem melhor em galac-

tose ou arabinose, embora o manitol seja a fonte de carbono ma-

is usada nos meios de cultura. As de crescimento rápido utili-

zam uma faixa mais larga de compostos de carbono do que as de

crescimento lento (Vincent, 1974).  Ácidos orgânicos, álcoois e

açucares, incluindo a sacarose, foram utilizados por estirpes

dos vários grupos de inoculação cruzada, sendo a única  diferen-

ça a produção ou não, de ácido pelos diversos  grupos (Galli,

1959), embora a produção de ácido seja uma medida duvidosa e

indireta da utilização de carbono pela estirpe (Vincent, 1970b).

Para um melhor desenvolvimento, certas estirpes requerem o
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uso de biotina, tiamina e ácido pantotênico (Graham, 1963; Wil-

son, 1939).

Norris (1965) sugeriu que leguminosas que nodulam me-

lhor em condições ácidas são associadas com Rhizobium de cresci-

mento lento que não produzem ácido em meio de cultura. As legu-

minosas adaptadas a pH neutro são associadas com Rhizobium de

crescimento rápido, os quais nesessariamente produzem ácido.

Apesar da existência de numerosas hipóteses em torno do

crescimento rápido ou lento e da produção de ácido ou álcali pe-

lo Rhizobium de leguminosas temperadas ou tropicais, respectiva-

mente, pouca informação existe a respeito das causas fisiológi-

cas dessas características. Uma divisão entre estirpes que

acidificam o meio e estirpes que o alcalinizam foi observada em

meio de cultura com manitol. Como fonte energética, esse álcool

mostrou-se melhor que a sacarose para ambos os grupos (Norris,

1965).
Através de técnicas de computação, Graham (1964b) ob-

servou as relações entre 83 estirpes de Rhizobium e 38 estirpes

de bactérias pertencentes a outros gêneros, usando 100 diferen-

tes testes que incluíam exigências de vitaminas, carboidratos,

sensibilidade a antibióticos, etc. e chegou à conclusão de que as

diferenças existentes entre estirpes de crescimento lento e de

crescimento rápido, pertencentes aos principais grupos de ino-

culação, poderão ser usadas na separação dos grupos de Rhizo-

bium  uma  vez que nenhuma afinidade serológica foi encontrada

entre os dois grupos. Assim, Rhizobium trifolii Dangeard, Rhi-

zobium leguminosarum Frank e Rhizobium phaseoli Dangeard, se-
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riam incluídos numa só espécie e um novo gênero Phytomyxa, in-

cluiria estirpes de crescimento lento. O melhor crescimento de

estirpes de Rhizobium de Lotononis foi conseguido com galacto-

se (2%) em substituição ao manitol. Com glucose, sacarose, ma-

nitol e lactose, essas estirpes não alcançaram 500 x l06 de cé-
lulas viáveis/ml (considerado como standard mínimo), enquanto

com arabinose o standard máximo foi ultrapassado (Vincent &

Jancey, 1964).

2.9 - Atividade específica da

A nitrogenase, responsável pela fixação do  é uma

enzima bastante versátil, capaz de reduzir  a NH3' a
 e vários outros substratos, dando uma relação teórica de

1 mol de  para 3 moles de  produzidos.

A análise baseia-se, portanto, na semelhança da taxa

de ativação de elétrons e transferência para ambos ou C2H2
como substrato  e  + 

Tanto o acetileno como o etileno podem ser facilmente avaliados

por cromatografia gasosa com uma precisão 1.000 vezes maior que

a conseguida com os métodos de (Dart et al, 1972). A limi-

tação principal do método de redução de acetileno é sua inter-

pretação correta, pois se trata da avaliação da atividade da

N2-ase, no momento da amostragem e não de valores absolutos, em

termos de nitrogênio fixado (Döbereiner & Day, 1974, Döbereiner

et al, 1972).

2.10 - Taxonomia
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O Rhizobium apresenta um polimorfismo que tem caráter

de fases sucessivas de um ciclo vital, podendo apresentar-se sob

3 formas: pequenos bastonetes flagelados, micrococos e bastone-

tes maiores sem flagelo que são os bacteróides (Burkart, 1952),

forma responsável pela fixação  de (Bergersen, 1968). Quanto

à flagelação, a maior parte das estirpes de Rhizobium são pouco

flageladas, sendo encontrados dois tipos de flagelo: peritrí-

quios, com um comprimento médio na faixa de  a  e mono-

tríquios com um comprimento na faixa de 1,9 a (Leifson,

1960). As bactérias peritríquias com vários flagelos dispersos,

são características de crescimento rápido, enquanto as monotrí-

quias, como a da soja, são características de crescimento lento

(Burkart, 1952). Bergey (1934) agrupou os Rhizobium em 2 grupos

de acordo com o comportamento em leite-litmus e a flagelação: 1)

os que tornam o meio alcalino. Neste grupo, encontram-se os

que formam zona de soro e são peritríquios e os que não formam

zona de soro e cujas células são monotríquias; 2) os que tor-

nam o meio ácido, formam uma zona de soro e as células são pe-

ritríquias. De Ley e Rassel (1965) levando em consideração o

tipo de flagelo da estirpe, dividiram os Rhizobium em dois gru-

pos: o primeiro abrangendo os flagelados peritríquios com uma

composição mais baixa de guanina + citosina, na faixa de 58,6

a 63,1% e o segundo grupo, compreendendo os flagelados monotrí-

quios com uma taxa mais alta de guanina + citosina na faixa de

62,8 a 65,5%, estabelecendo, assim, uma correlação entre a com-

posição de bases no DNA e o tipo de flagelo.

A taxonomia dos Rhizobium tem sido objeto de muitos
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trabalhos. O conceito de os considerar pertencentes a uma úni-

ca espécie, Bacillus radicicola Beijerinck, predominou duran-

te muito tempo. Em 1879, Frank estabeleceu a separação de um

gênero especial, Rhizobium leguminosarum. Atualmente, nos li-

vros de texto, são conhecidos 6 diferentes grupos  de inocula-

ção, cada qual com seu Rhizobium específico, a saber: Rhizo-

bium trifolii Dangeard para o grupo dos trevos, Rhizobium me-

liloti Dangeard para a alfafa, Rhizobium leguminosarum Frank

para a ervilha, Rhizobium lupini Eckharolt para lupinos, Rhizo-

bium japonicum Buchanan para soja, Rhizobium phaseoli Dangeard

para o feijão e um grupo com um alto  grau de  promiscuidade,  de-

nominado grupo "cowpea" (Burkart, 1952), no entanto, existe mui-

ta controvérsia sobre essa classificação. Nutman  (1965) comen-

tou que os epítetos usados para descrever a bactéria de cada

um desses 6 grupos principais, tem uma validade taxonômica du-

vidosa, mas são conservados por conveniência. De acordo com

Vincent (1974) o gênero Rhizobium está associado com  os gêne-

ros Agrobacterium e Cronobacterium,  na  família Rhizobiaceae,

dentro da Ordem Eubacteriales. Como bases para um sistema de

classificação, Vincent (1970c) considerou a taxonomia numérica

de Graham (l964b), a homologia do ADN, os  antígenos internos

do grupo e as relações G + C, como alguns dados importantes.

A posição taxonômica da planta dentro da família é

uma consideração inicial que deve ser estabelecida,  em estudos

desse tipo, de acordo com Norris (1969). Depois de ter observa-

do mais de 400 espécies de leguminosas da Rodésia, Corby (1971)

encontrou uma relação entre a forma do nódulo maduro e a



classificação tribal da hospedeira, havendo, portanto, uma for-

ma característica  para  cada  tribo. Norris e t'Mannetje (1964)

aplicaram o método "symbio-taxonomy" para  determinar  a  posi-

ção filogenética de espécies dentro de grupos especializados

e chegaram à conclusão de que existe uma relação mais aproxima-

da entre as espécies que nodulam eficientemente com certas es-

tirpes de Rhizobium do que entre estas hospedeiras e outras

que nodulam ineficientemente, ou mesmo, que não produzam nódu-

los, com tais estirpes.



3- MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - Procedência do material

Algumas sementes de leguminosas florestais, utilizadas

nesta tese, vieram de Brasília,  enviadas pelo Prof. Ezechias

Heringer, outras foram conseguidas pelo Prof. Lauro Bezerra,

da U.F.R.PE, uma espécie foi trazida de Parintins-Amazonas, uma

enviada de Pelotas - Rio Grande do Sul, pelo Dr. Bertels e a ma-

ior parte coletada no Campus da U.F.R.R.J. e Estação Experimen-

tal Engenheiro Mário Xavier, RJ. As estirpes de Rhizobium foram

todas isoladas no Setor de Microbiologia de Solos da EMBRAPA/

RJ. Os solos usados para inoculação foram coletados nos locais

de procedência das sementes e a areia usada nos vasos e nas se-

menteiras foi proveniente do Rio Guandu e da Praia do Recreio

dos Bandeirantes - RJ, respectivamente.

3.2 - Local

Os experimentos foram executados em casa de vegetação

e no Laboratório de Microbiologia de Solos (EMBRAPA/RJ), sendo

os trabalhos de observação de flagelação, desenvolvidos nos

Institutos de Microbiologia e de Biofísica da U.F.R.J.



-32-

3.3 - Experimentos

3.3.1 - Ocorrência de nodulação

A fim de se observar a capacidade de nodulação de 43

espécies florestais, foi feito inicialmente, um experimento em

casa de vegetação (Figura 1), usando-se vasos com 10 kg de are-

ia lavada (Figura 2), em blocos ao acaso com 2 repetições, sen-

do a germinação das sementes feita em sementeiras (Figura 3).

Neste experimento foram usadas 24 estirpes de Rhizobium.

3.3.1.1. - Espécies de Leguminosas usadas:
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A determinação das espécies leguminosas foi feita atra-

vés das seguintes  publicações: Braga (1953), Campêlo (1970),  En-

gler (1964), Bentham (1876), Barroso (1946) e Jackson & Hooker

(1946).

3.3.1.2 - Estirpes de Rhizobium usadas

Referência Isoladas de:

Al. 2,4 Albizzia lebbek (L.) Benth.

Ee. 4,6 Enterolobium ellipticum Benth

L1. 2,10 Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit.

X.18b, X.26a   Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Pp. 1,2 Piptadenia peregrina (L.) Benth.

Pd. 1,2 Pithecellobium dulce Benth.

Pj. 1,2 Prosopis juliflora (Sw.) DC.

Es. 1,3 Erythrina speciosa Todaro

Ld. 1,2 Lonchocarpus discolor Hub.

Vr. 4,5     Vigna racemosa (Clitoria racemosa Benth.)

Mi. 8,9          Machaerium incorruptibile Allem.

Cc. 1,2 Cassia calycioides DC.

3.3.1.3 - Pré-tratamento das sementes

Devido à resistência do tegumento, as sementes de mui-

tas espécies florestais só germinam bem quando recebem um pré-

tratamento com ácido sulfúrico, água morna e outros meios usa-

dos com a mesma finalidade. Para facilitar a germinaçäo foi usa-

do o ácido sulfúrico concentrado, variando o tempo conforme a

resistência do tegumento, durante 10-15 min.. Em seguida, foram



-37-

bem lavadas em água corrente até a lavagem completa do ácido.

Para a esterilização, foi usado  (sol. a 1:1.000),  durante

2-3 mim. e em seguida, lavadas com água esterilizada por 5 ve-

zes. Após esses tratamentos, as sementes foram plantadas nas se-

menteiras.

3.3.1.4 - Adubação

Tanto os vasos quanto as sementeiras foram adubados

com  (sol. 3,5%) 5 ml/kg de areia e com uma solução de e-

lementos menores (1 ml/kg de areia). A solução de elementos me-

nores tinha a seguinte composição: : 150,000g;

5 :  : 1,000g;

0,500g; FeS04.7  20,000g. A esta solução fo-

ram adicionadas 20,000g de ácido cítrico, completando-se o volu-

me para 1.000 ml com  destilada. A solução foi esterilizada

em autoclave por 30 min., a 1,5 atm.

3.3.1.5 - Sementeiras

Para a germinação das sementes foram usadas caixas de

madeira con areia de praia lavada, esterilizadas em autoclave

por 1 h a 1,5 atm.. Com 8 dias de nascidas, as plantinhas foram

transplantadas para os vasos (uma por vaso) e receberam o inocu-

lante.

3.3.1.6 - Inoculantes

O meio de cultura usado para os inoculantes foi o 79

de Fred e Waksman (1928), semilíquido, distribuído em erlenme-

yers (30 ml em cada), nos quais foram repicadas as estirpes de

Rhizobium. Uma vez repicado, o erlenmeyer foi incubado em es-
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tufa a 30ºC, até a cultura atingir um bom desenvolvimento (6-

8 dias), quando então, foi testada quanto à pureza, ao microscó-

pio e riscada em placas de Petri com meio 79 + manitol. Compro-

vada a pureza, 5 ml de cada cultura foram inoculados por vaso.

A composição do meio foi a seguinte: Agar: (bacto-agar, Difco),

2g; manitol: 10g; : 0,1g; : 0,4g; :

0,2g; NaCl: 0,1g; extrato de levedura (10%): 100 ml; azul de

bromotimol (sol. 0,5% alcoólica): 5 ml. Completar com  des-

tilada para 1.000 ml. Esterilizar em autoclave durante 20 min.

até 1,5 atm. (120°C).

As estirpes usadas foram divididas em 2 grupos: o pri-

meiro, abrangendo as estirpes de Rhizobium (duas de cada espé-

cie) isoladas de: angico, sabiá, vinhático liso e mulungú e o

segundo grupo com estirpes de Rhizobium de: catinga de barrão,

sombreiro, jacarandá, cássia, leucena, ébano, algaroba e pitece-

lóbio. Cada uma das espécies florestais foi inoculada com 5g de

solo do local de procedência da semente ou com as estirpes de

Rhizobium (duas de cada espécie) dos 2 grupos citados acima. As-

sim, os vasos que receberam inoculação com o grupo 1 de estir-

pes, foram inoculados com 40 ml de cultura (5 ml de cada estir-

pe) e os que receberam o grupo 2 de estirpes foram inoculados

com 80 ml de cultura.

3.3.1.7 - Colheita e observações

65 dias após o transplante as plantas foram colhidas

e feitas as observações de nodulação (número, cor e forma do nó-

dulo) e coloração das raízes. Para determinar a forma, foi con-

siderado apenas o nódulo maduro.
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Simultaneamente, foram feitas observações em 17 espé-

cies de leguminosas colhidas no campo, na área da U.F.R.R.J.,

nas Estradas Rio-Santos, Rio-Petrópolis e na Estação Experimen-

tal Eng. Mário Xavier, em plantas adultas e/ou jovens, para   cons-

tatar o "status" de nodulacão, em  seu habitat natural. Como  algu-

mas espécies vieram de outros locais, não foi possível fazer

tal observação em todas. Em plantas jovens, as  observações  fo-

ram feitas arrancando-as com o sistema radicular completo, en-

quanto em plantas adultas o solo era escavado, com enxadão, jun-

to às raízes principal e secundárias mais jovens, até a profun-

didade de 0,50 m, onde eram cortadas e examinadas no próprio lo-

cal. Todas as espécies foram colhidas em solos de aterro, em can-

teiros, compondo a arborização de parques e margens de estradas.

Espécies  examinadas

Adenanthera pavonina

Albizzia lebbek

Enterolobium ellipticum

Mimosa caesalpiniifolia

Piptadenia peregrina

Erythrina velutina

Erythrina speciosa

Lonchocarpus discolor

Sesbania marginata

Bauhinia sp.

Caesalpinia echinata

Caesalpinia peltophoroides

Local

Est. Exp.

Est. Exp.

Est. Exp.

U.F.R.R.J.

U.F.R.R.J.

U.F.R.R.J.

Rio-Petrópolis

Est. Exp.

Rio-Santos

U.F.R.R.J.

U.F.R.R.J.

U.F.R.R.J.

Idade  da planta

Adulta

Jovem

Adulta

Adulta e Jovem

Jovem

Joven

Adulta

Adulta

Adulta

Adulta

Adulta e Jovem

Adulta e Jovem
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Caesalpinia pulcherrima    U.F.R.R.J. Adulta

Cassia fistula Est. Exp. Adulta

Delonix regia U.F.R.R.J. Adulta e Jovem

Peltophorum vogelianum U.F.R.R.J. Adulta

Foi considerada jovem a planta com altura de até 1m,

aproximadamente.

3.3.2 - Inoculação cruzada

A finalidade desse experimento foi, por meio de inocu-

lações cruzadas, estabelecer os grupos de inoculação, aos quais

pertencem as diversas florestais. Por falta de sementes, ape-

nas 11 espécies das 21 noduladas no primeiro experimento, pude-

ram  ser testadas.

Foi feito também em casa de vegetação este segundo ex-

perimento, usando-se 11 espécies florestais e 1 forrageira (Es-

tilosante), para comparação e 19 estirpes de Rhizobium, em 3 re-

petições, divididas em blocos com 36 latas. Para isso   foram

usadas latas de cerveja de 250 ml, com areia de praia lavada e

esterilizadas em autoclave por 1 hora a 1,5 atm. (Figura 4).

3.3.2.1 - Sementeiras e latas

Para a germinação das sementes foram preparadas semen-

teiras idênticas as usadas no experimento 3.3.1, assim como, a

adubação das latas e o tratamento das sementes foi também idên-

tico ao primeiro experimento (3.3.1).

3.3.2.2 - Transplante e inoculação

Com 8 dias de germinadas as plantinhas foram transplan-



tadas para as latas, já adubadas, onde receberam a inoculação

(1 ml/lata, de cada cultura). O inoculante foi preparado em me-

io 79, já referido no experimento anterior.

3.3.2-3 - Espécies leguminosas e estirpes de Rhizobium
usadas.

Espécies

Acacia mollissina

Albizzia lebbek

Entada polyphylla

Erythrina speciosa

Leucaena leucocephala

Mimosa caesalpiniifolia

Mimosa laticifera

Piptadenia peregrina 

Pithecellobium dulce

Prosopis juliflora

Sesbania marginata

Stylosanthes schofield

Estirpes        Origem das estirpes

Am. 1,2       Acacia mollissima

Al. 2,4  Albizzia lebbek

Ep. 2 Entada polyphylla

Es. 1,3 Erythrina speciosa

L1.7 Leucaena 1eucocephala

x-18,26       Mimosa caesalpiniifolia

M1.1 Mimosa laticifera

PP. 2,4 Piptadenia  peregrina

Pd. 2 Pithecellobium dulce

Pj. 1 Prosopis juliflora

Sm. 1 Sesbania marginata

BR. 23 Stylosanthes schofield

Pr. 1 Plathymenia reticulata

Vr. 4 Vigna racemosa

As sementes tiveram a mesma procedência que as usadas

no experimento anterior.

As estirpes foram igualmente testadas quanto à pureza.

3.3.2.4 - Colheita e análise

65 dias após o transplante, as plantas foram colhidas.

Nas não noduladas foi feita apenas a observaçäo da cor da raiz,

enquanto nas noduladas foi avaliada a atividade específica da
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nitrogenase, através do método de redução de acetileno e em se-

guida, feitas as observações de cor, número e peso seco de nódu-

los e cor das raízes.

Para medir a atividade específica da nitrogenase foi feito

o seguinte: as raízes com nódulos foram cortadas (retirando-se

antes o excesso de areia), introduzidas em frascos conveniente-

mente calibrados, com capacidade de 120 ml e fechados com tampa

de borracha perfurável com agulha hipodérmica. Parte do ar conti-

do nos frascos foi substituída por acetileno (retirado de um ci-

lindro), aspirando-se 12 ml do ar e injetando-se, em seguida, 12

ml de acetileno (com o auxílio de uma seringa hipodérmica), fican-

do nos frascos uma mistura com aproximadamente 10% de Os

frascos foram incubados em temperatura ambiente, durante 1 hora,

quando então, foram aspirados, 0,5 ml da mistura gasosa neles con-

tida. As agulhas foram introduzidas em rolhas de borracha fixadas

num suporte, onde permaneciam até o momento da ingestão no croma-

tógrafo. O etileno produzido nas amostras durante 1 hora, foi ava-

liado injetando-se esses 0,5 ml num Perkin Elmer cromató-

grafo de gás, com coluna Poropak N de 2m x 5mm (de diâmetro), à

temperatura de 100ºC, tendo o  nitrogênio como gás de arraste, num

fluxo de 25 ml/min. e ionização de chama de hidrogênio (Day et al.,

1975). O acetileno também foi medido em todas as amostras, servin-

do de testemunha para os erros de injeção ou de amostragem. Para

calibração, misturas de etileno e ar conhecidas foram usadas e to-

dos os valores foram corrigidos, para a contaminação do etileno

proveniente do acetileno usado. Uma vez conseguidos os gráficos fo-

ram calculados os resultados e feita a análise estatística, u-

sando-se o teste de Tukey.
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Feitas as observações de número, cor e forma, os nódu-

los foram levados à estufa a 65ºC para secagem e pesagem pos-

terior.

3.3.3. - Ensaios de laboratório

3.3.3.1 - Fontes de C para crescimento do Rhizobium

Em meio 79 sólido (Fred & Waksman, 1928), com azul de

bromotimol, como indicador (pH 6,8), em tubos de ensaio incli-

nados (15 g de agar/litro), foram testadas 54 estirpes de Rhi-

zobium, em relação ao crescimento e efeito no pH final do meio

de cultura, comparando-se como fontes energéticas: galactose,

dextrose, arabinose, maltose, manitol, xilose, açúcar cristal

e succinato de sódio (pH inicial do succinato 7,3). A composi-

ção do meio foi a mesma usada nos experimentos anteriores.

Soluções a 10% de galactose, dextrose, arabinose, mal-

tose, manitol, xilose, succinato de sódio e açúcar cristal fo-

ram preparadas e esterilizadas em filtros Seitz. Após a esteri-

lização foi adicionado ao meio básico, já esterilizado em auto-

clave, l% da solução, com auxílio de pipeta esterilizada. O

meio foi homogeneizado com uma delicada agitação do tubo. AS

estirpes de Rhizobium foram repicadas nesses tubos, incubados

a 30ºC e após 3 dias, feitas as primeiras observações na mu-

dança de pH e crescimento da cultura. Todas as estirpes foram

também repicadas em tubos testemunhas (meio 79 sem fonte de C).

Outras observações foram feitas no 6º, 10º, 14º e 20º dias, a-

pós incubação. As culturas usadas tinham a mesma idade, foram

desenvolvidas en 79 líquido (com manitol) e testadas anterior-



mente, quanto à  purezza, por meio de riscagem em placas de Petri

com meio 79 sólido (com manitol) e com azul de bromotimol (pH

6,8), como indicador.

Estirpes de Rhizobium usadas:

Estirpes

Pp. 2,3,4,7

Ep. 1,2,3

Ee. 1,2,3

x.13, x.26, x.18

ES. 1,2,3

Am. 1,2,3

Pr. 1,2,3

Ml. 1,2,3

Sm. 1,2

Vr. 1,2,4

Pj. 1,2,3

Dm. 1,3

Al. 2,3,4

Mi. 1,2,3

L1. 2.7,10

Ld. 1,2,3

Pd. 1,2

CC. 1,2,3

BR.  23

F. 310

Origem

Piptadenia peregrina

Entada polyphylla

Enterolobium ellipticum

Mimosa caesalpiniifolia

Erythrina speciosa

Acacia mollissima

Plathymenia  reticulata

Mimosa laticifera

Sesbania marginata

Vigna racemosa

Prosopis juliflora

Dimorphandra mollis

Albizzia lebbek

Machaerium incorruptibile

Leucaena leucocephala

Lonchocarpus discolor

Pithecellobium dulce

Cassia calycioides

Stylosanthes sp.

Phaseolus vulgaris

As estirpes BR-23 e F-310 foram usadas para com-

paração por serem típicas de crescimento lento e  de crescimen-

to rápido, respectivamente. Para observação da mudança de pH

foi preparada, para comparação, uma escala com meios líquidos,
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com azul de bromotimol, como indicador, em tubos de ensaio. Co-

mo referência, foi tomado o pH 6,8 (inicial para os tubos ino-

culados) e daí a escala foi ajustada com ácido acético ou solu-

ção a 0,1% de NaOH, até se conseguir uma escala de pH, que varia-

va de 5,8 a 7,8, a qual era medida em potenciômetro Beckman

(Zeromatic II, MV x 100). A avaliação do crescimento da cultura

foi feita en termos de: abundante, bom, regular, ruim e sem

crescimento, no final do ensaio, ou sejam, 20 dias após a repi-

cagem.

3.3.3.2 - Aspecto e tempo de aparecimento das colônias

Em placas de Petri com meio 79 (Fred & Waksman, 1928),

com manitol, sólido, usando o azul de bromotimol como indica-

dor (pH 6,8), foram riscadas, com alça de platina, 54 estirpes

de Bhizobium com a finalidade de testá-las quanto à pureza e

de observar o aspecto e o tempo necessário para o aparecimento

das colônias. Para confirmar a pureza, foram feitas  observa-

ções microscópicas, colocando-se uma gota da cultura sobre a

lâmina e cobrindo-a com lamínula. As estirpes testadas foram

as usadas no experimento 3.3.3.1. Foram consideradas de cresci-

mento rápido quando o aparecimento das colônias se dava entre

24-72 horas após repicadas e depois desse tempo, foram conside-

radas de crescimento lento. 48 horas após o aparecimento das

colônias foi avaliada a formação de muco, observada a cor das

colônias  e medido o tamanho  das mesmas.

3.3.3.3 - Comportamento das estirpes em Leite-Litmus

A fim de se observar a reação (ácida ou alcalina) e for-
mação da zona de soro de 54 estirpes de Rhizobium de espécies
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florestais foram preparados tubos de ensaio com  leite-litmus.

As estirpes usadas foram as mesmas do teste 3.3.3.1, com 2 repe-

tições.

A preparação do leite foi de acordo com o Manual Difco

(1953), modificando-se apenas a temperatura, uma vez que a 120º

C o leite fica caramelado. O método foi o seguinte: 100g de

leite em pó desnatado (marca Silhouette) e 0,75g   de bacto-lit-

mus foram dissolvidos em água destilada e o  volume completado

para 1.000 ml. Uma vez a mistura homogeneizada, 5 ml foram dis-

tribuídos para cada tubo de ensaio (num total de 108 tubos) e

esterilizados em autoclave a 110ºC, durante 15 min.. Após es-

terilizados foram repicados e em seguida incubados em estufa a

30ºC. Diariemente, foram feitas observações sobre a mudança de

pH e formação  da zona de soro, durante 35 dias.

3.3.3.4 - Característica flagelar

Com a finalidade de identificar o tipo de flagelo dos

Rhizobium de crescimento lento e de crescimento rápido das es-

pécies florestais, foram usadas 10 estirpes, sendo 9  isoladas

de leguminosas florestais e 1 isolada de  Estilosante  (espécie

forrageira), como comparação, por se tratar d e uma estirpe típi-

ca de crescimento lento.

As estirpes foram as seguintes: Ll-7 isolada de  leucena,

Al-2 isolada de ébano oriental, Mi-l isolada de jacarandá  (es-

sas 3 são de crescimento rápido e tornam ácido o pH do  meio 79

+ manitol), X-13 isolada de sabiá, M1-1 isolada de quebra-foice,

Sm-l isolada de sesbânia, Pp-2 isolada de angico (essas  4 são

de crescimento rápido, mas alcalinizam o meio 79 + manitol), Ep.
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2 isolada de entada, Pr-3 isolada de Vinhático do campo, BR-23

isolada de Estilosante (essas são de crescimento lento).

As estirpes foram repicadas em tubos de ensaio conten-

do 10 ml do meio 79 (Fred & Waksman, 1928) líquido, pH 6,8 e in-

cubados em estufa a 30ºC por 48 h, quando foi observada a ati-

vidade das culturas em microscópio ótico (a estirpe BR-23 foi

incubada por mais 24 h). Os 10 ml da cultura bem desenvolvida,

foram transferidos para tubo de centrífuga esterilizado e em

seguida, levados à centrifugação a 4.000 rpm., durante 30 min.

Terminada a centrifugação, retirou-se, com o auxílio de pipeta

esterilizada, o líquido sobrenadante, desprezando-o. Ao concen-

trado, foi adicionado 1 ml de soro fisiológico, agitando-se le-

vemente o tubo da centrífuga e em seguida, a cultura foi trans-

ferida para tubo de vidro graduado, ao qual foram adicionadas 3

gotas de glutaraldeido a 25% (usado como fixador). Até o momen-

to de se fazer a coloração negativa, os tubos foram conservados

em geladeira.

Técnica de coloração  negativa:

Com pipeta Pasteur foi colocada sobre a grelha do mi-

croscópio eletrônico, 1 gota da cultura, deixando-se por 1 min.

até que houvesse sedimentação. Com a mesma pipeta, retirou-se o

líquido em excesso e o sedimento foi secado com auxílio de pa-

pel de filtro. Em seguida, também com pipeta Pasteur, foi depo-

sitada sobre o sedimento 1 gota do corante, deixando-se por 1

min. e o excesso, secado com papel de filtro. Em seguida foram

tiradas as fotografias.

O corante é uma solução em partes iguais de bacitraci-



na  e PTA (ácido fosfotungstático) a 2% e pH 7. A fun-

ção da bacitracina é baixar a tensão superficial do PTA que é o

corante propriamente dito (Gregory & Pirie, 1973). A grelha foi

preparada com uma camada fina de carbono para imprimir maior ri-

gidez à mesma.



4 - RESULTADOS  E DISCUSSÃO

4.1 - Ocorrência de nodulação

Das 43 espécie s leguminosas plantadas, 21 apresentaram

nódulos. Os resultados encontram-se no quadro 1 e uma compara-

ção com o número de espécies noduladas encontradas por Allen e

Allen (1961), pode ser observada no quadro 1a.

A maior percentagem de espécies noduladas foi observa-

da nas Mimosoideae (93%), discordando dos resultados de Allen

e Allen (1936). Talvez, isso seja explicado pelo fato de que as

leguminosas florestais são, na sua maioria, Mimosoideae. Por

outro lado, vale ressaltar que as observações de Allen e Allen

(1961) foram feitas no campo, onde as plantas não tiveram as

mesmas condições que na casa de vegetação, em vasos inoculados.

Com exceção da espécie Sclerolobium aureum que aprese-

tou nódulos brancos quando inoculada com estirpes de Rhizobium

de crescimento rápido (grupo 2) nenhuma espécie da subfamília

Caesalpinioideae nodulou, assim como também a espécie Adenanthe-

ra pavonina (Mimosoideae). Embora Allen e Allen (1961) afirmem

que espécies não noduladas ocorrem somente nas subfamílias mais
primitivas Caesalpinioideae e Mimosoideae, duas espécies de Aes-



chynomene e Bowdichia da subfamília Faboidea e não nodularam

e Rothschild (1970)não encontrou nódulos em espécies de Ery-

thrina. Por outro  lado, uma espécie de Copaifera (Caesalp.) foi

encontrada com nódulos por Allen e Allen (1961), mas De Souza

(1961),não encontrou nódulos nessa espécie observada por Allen

e Allen (1961). Nesse experimento, uma outra espécie do mesmo

gênero não nodulou com nenhum tratamento de inoculaçäo. Embora

Norris (1956, 1969) e Rothschild (1970) tenham encontrado nódu-

los em espécies de Hymenaea, Bauhinia e Cassia e Conklin  (1936)

tenha trabalhado com estirpes de Rhizobium isoladas de Cassia,

Campêlo e Döbereiner (1969) não encontraram nódulos em legumino-

sas florestais deste último gênero. No entanto, Campêlo e Campê-

lo (1972) isolaram estirpes de Rhizobium de Cassia calycioides.

A cor da raiz é relacionada com a nodulação, segundo

alguns pesquisadores (Norris, 1969; Corby, 1974). Espécies que

não nodulam tem as raízes mais frequentemente coloridas do que

espécies noduladas (Corby, 1974), no entanto, no presente traba-

lho, algumas espécies com raízes coloridas apresentaram nódulos

e outras com raízes brancas não nodularam ou nodularam com uma

determinada inoculação, parecendo portanto, ser a nodulação de-

pendente do tratamento de inoculação, pois a cor da raiz não va-

riava quando a planta estava ou não, nodulada. Todas as Caesal-

pinioideae realmente tinham raízes coloridas e não nodularam,

variando a cor desde o amarelo pálido ao vermelho vinho, como é

o caso da Caesalpinia pulcherrima. A forma do nódulo mostrou

uma certa relação com a subfamília, independendo da idade do nó-

dulo ou da estirpe de Rhizobium com a qual a espécie foi inocu-
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lada (quadro 1), concordando com Trinick (1968) quando afirma

que a planta hospedeira determina a forma e a aparência externa

dos nódulos, enquanto Corby (1971) encontrou forma de nódulos

característica para as diversas tribos. Embora  algumas  espécies

apresentassem duas formas de nódulos na mesma planta, como é o

caso da Entada polyphylla que apresentou nódulos coralóides e

oblongos, as Mimosoideae apresentaram nódulos coralóides (Figu-

ras 5-8), com exceção de Stryphnodendron, em oposição às obser-

vações de Rothschild (1970) que afirma que o tipo de nódulo fre-

quente nessa subfamília é o esférico. Corby (1971) comentou que

o nódulo coralóide é característico da tribo Genisteae (Faboide-

ae) e que 7% das espécies da tribo Galegeae (também Faboideae)

apresentam também essa forma. Nenhuma Faboideae apresentou nódu-

los coralóides ou alongados com lóbulos, como denomina Corby

(1974), mas esféricos (Figura 9). A única espécie Caesalpinioi-

deae que nodulou apresentou nódulos esféricos.

O número de nódulos variou de 1 a 36/planta. Segundo

Stamford (1971) o número de nódulos variou de acordo com a espé-

cie forrageira.

Os nódulos mostravam-se distribuídos por todo o sistema

radicular, isolados ou formando cachos, como em algumas Mimosoi-

deae (Figura 10), tornando difícil a sua mensuração que era fei-

ta em 2 sentidos: da base até o ápice e na largura, variando, de

1 a 3 mm x 8 a 10 mm nos coralóides e de 1 a 9 mm de  nos esfé-

ricos.  Devido ao maior tamanho das sementes e, consequentemen-

te, maior quantidade de reservas alimentícias, de algumas Cae-
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salpinioideae, o crescimento das plantas ocorreu antes delas sen-

tirem  a  deficiência   de  nitrogênio,  assim,  essas  espécies  mostra-

vam-se viçosas e bem desenvolvidas, mesmo sem nódulos, durante

30 a 35 dias, o que não ocorreu com as de sementes pequenas que

sem nódulos, apresentavam  sintomas de deficiência de nitrogênio.

A ocorrência de nódulos em 17 espécies florestais, no cam-

po, pode ser observada nos quadro 1b e 1c.

As espécies que não nodularam em vasos também não apresen-

taram nódulos no campo e essas eram todas da subfamília Caesal-

pinioideae, concordando com muitos outros trabalhos (Allen & Al-

len 1961; Grobbelaar & Clark, 1972; Allen & Baldwin, 1954).  NO

entanto, o método usado na casa de vegetação, tornando as condi-

ções mais  favoráveis pela inoculação dos vasos com solo e com

Rhizobium, deveria dar uma maior percentagem de nodulação.

A forma dos nódulos e a coloração das raízes, não variou

quando comparadas com as das espécies dos vasos.

4.2. - Inoculação cruzada

Os resultados desse experimento podem ser observados nos

quadros 2, 2a e 3.

Estirpes de Rhizobium de sabiá, angico, quebra-foice e

acácia negra mostraram-se bem promíscuas, nodulando 5 a 7 espé-

cies, das 12 usadas no experimento, embora essas  espécies,  com

exceção da acácia, sejam relativamente específicas, só nodulando

com estirpes de Minosoideae, concordando com os resultados de

Döbereiner (1967) Campêlo e Döbereiner  (1969)  e Campêlo e Campê-

lo (1972), mostrando que alta promiscuidade não é prerrogativa

de estirpes de crescimento lento. No entanto, espécies de Acacia
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fazem parte de um grupo bem específico, segundo Habish e Khairi

(1968), mas Carrol (1934) colocou espécies de Acacia e de Pha-

seolus no grupo "Cowpea". Por outro lado, tanto a espécie como

a estirpe de Pitecelóbio mostraram-se altamente específicas. A

espécie só nodulou com a estirpe homóloga e com a estirpe isola-

da de algaroba (Pj-1, Mimosoideae), concordando com Carrol

(1934) que colocou essa espécie num grupo isolado, uma vez que

estirpes isoladas de Pithecellobium dulce mostraram-se altamen-

te específicas. Comportamento idêntico teve  a  algaroba  que  só

nodulou com a estirpe homóloga e com a estirpe  isolada   de   que-

bra-foice (M1-1, Mimosoideae),de acordo com os trabalhos ante-

riores de Campêlo e Cempêlo (1972). A espécie Leucaena leucoce-

phala, não se mostrou tão específica, nodulando com estirpes de

outras Mimosoideae, concordando com resultados de Campêlo  e  Cam-

pêlo (1972) e Ishizawa (1955) que conseguiu nodulação eficiente

da espécie no verão e ineficiente no inverno, quando inoculada

com Rhizobium de Dalea, mas discordando de outros pesquisadores

(Galli, 1958; Trinick, 1963, 1968; Wilson, 1944) que a conside-

ram altamente específica, uma vez que não nodulou quando inocu-

lada com estirpes de Rhizobium de crescimento rápido (como é o

dessa espécie), isoladas de plantas dos principais grupos de

inoculação cruzada como Rh. meliloti, Rh. trifolii, Rh. legumi-

nosarum e Rh. phaseoli.

Com exceção de acácia que nodulou com Sm-1 e Es-3, enta-

da que nodulou com Es-3 e BR-23, ébano que nodulou com Vr-4 (es-

tirpes isoladas de espécies Faboideae), as Mimosoideae restantes

só nodularam com estirpes isoladas de espécies Mimosoideae (tan-

to homólogas, como heterólogas).
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Apesar de Carrol (1934) e Norris (1956) incluírem espé-

cies de Acacia, Mimosa, Erythrina, Albizzia e Hymenaea no grupo

"Cowpea", Campêlo e Döbereiner (1969) só encontraram nódulos em

uma das seis espécies florestais inoculadas com estirpes de Rhi-

zobium desse grupo. O Rhizobium de Albizzia lebbek é de cresci-

mento rápido, acidifica o meio de cultura e a espécie mostrou-

se bastante promíscua, nodulando bem em solos ácidos, com Rhizo-

 bium de várias espécies, inclusive de outras subfamílias, embo-

ra Norris (1967) tenha admitido que se o Rhizobium de uma espé-

cie é normalmente produtor de ácido, essa leguminosa terá Rhizo-

bium específico e a espécie terá nodulação problemática em so-

los ácidos, discordando assim, dos presentes resultados. Há mui-

tos casos em que as mesmas espécies são noduladas tanto por es-

tirpes de crescimento rápido, como de lento (Jensen, 1967).

Como altamente específica mostrou-se a Sesbânia, só no-

dulando com a estirpe homóloga, concordando com Trinick (1965b)

que, embora conseguindo nódulos dessa espécie com estirpes iso-

ladas de Leucaena, esses eram ineficientes. No entanto, Ishizawa

(1955) referiu-se a um grupo de inoculação Sesbania-Mimosa.

As espécies de Faboideae restantes, nodularam tanto

com estirpes heterólogas de Faboideae, como de Mimosoideae. Mu-

lungú mostrou-se altamente promíscua, nodulando com 9 das 19 es-

tirpes testadas.

Quanto à fixação de nitrogênio, medida através da ati-

vidade  específica da os resultados podem ser observados

nos quadros 2 e 2a.

A medida indica a ocorrência de nódulos ineficientes,
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confirmada, na maioria das vezes, pela cor branca que os mesmos

apresentam. No entanto, às vezes são encontrados nódulos cor de

rosa com baixa atividade específica, mostrando que, no momento

da medida a sua atividade já havia cessado, tornando-se inefici-

entes (atividade específica da   abaixo de 10 n-moles de

/h/mg de nódulos).

4.3 - Análise estatística do Experimento 3.3.2

Os resultados dessa análise podem ser observados no qua-

dro 2a.

Apesar do experimento ter sido executado com 12 espéci-

es de leguminosas e 19 estirpes de Rhizobium, com delineamento

em blocos ao acaso, com 3 repetições, que possibilitasse o estu-

do da variação entre espécies, entre estirpes e a interação es-

tirpes x espécies, não foi possível de ser analisado, uma vez

que as estirpes não nodularam, como era de esperar, todas as es-

pécies, notadamente as mais específicas, sendo portanto, as aná-

lises realizadas individualmente, para cada espécie.

Como pode ser observado no quadro 2, nem sempre as es-

tirpes homólogas, produziram na espécie hospedeira, maior núme-

ro, peso e atividade específica de nódulos.

Acácia  negra:

Para a acácia, a análise estatística mostrou alta signi-

ficância, entre as estirpes, no que se refere a número e peso

de nódulos, não mostrando, no entanto, diferença significativa

para atividade específica dos nódulos.

Com aplicação do teste de Tukey, pelo primeiro contras-
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te foram grupadas as estirpes: Pp-4 (14,00), Am-2 (5,33), Ll-7

(5,00) e Am-l (4,00) para número de nódulos. Pelo segundo con-

traste, a estirpe Pp-4 foi selecionada como a de maior capacida-

de para a formação de nódulos e foi a que apresentou também ma-

ior peso médio de nódulos (25,33 mg), embora essa estirpe  não

seja específica para acácia negra. Apesar de não  haver signifi-

cância entre estirpes para atividade específica, pode-se obser-

var no quadro 2 que a Pp-2 (náo específica) foi a que apresen-

tou maior atividade específica e que Am-l (homóloga), mostrou

atividade específica mais alta que a Pp-4, o mesmo não aconte-

cendo com Am-2 (homóloga) e com Ll-7 que se classificaram, quan-

to a número de nódulos, junto com a Pp-4, pelo 1º contraste.

Algaroba:

A análise foi realizad a somente com duas estirpes: Pj-1

e M1-1. A Pj-1 que é específica para algaroba, foi distinguida

estatísticamente quanto a número (13,33) e peso de nódulos

(52,33 mg). Quanto à atividade específica, não houve diferença

significativa entre as duas estirpes, apesar da M1-1 (não espe-

cífica), inferior em número e peso de nódulos à Pj-1, ter apre-

sentado uma atividade específica 2,6 vezes maior que a Pj-l, con-

firmando que nódulos maiores são mais eficientes e assim, um me-

nor número de nódulos foi necessário ser formado para que uma

alta atividade específica fosse conseguida. A falta de signifi-

cância talvez tenha sido devida ao alto coeficiente de variação.

Angico:

Nessa análise, tomaram parte somente as estirpes, Pp-4,
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Pp-2 (homólogas), M1-1 e X-26, não havendo diferença significa-

tiva entre elas para número e peso de nódulos, cujas médias en-

contram-se no quadro 2a. O coeficiente de variação alto para pe-

so de nódulos, pode ser atribuído ao pequeno número de parcelas

na análise e à grande variação observada nos dados.

Para atividade específica, com o teste de significância

empregado, a estirpe Pp-4 foi a que apresentou maior atividade.

A estirpe X-26 que apresentou uma média de 1,67 nódulos e peso

médio de nódulos de 3,33 mg, mostrou atividade específica zero,

demonstrando a ineficiência dos nódulos brancos formados por es-

sa estirpe no angico.

Ébano oriental:

Houve diferença significativa entre as 9 estirpes que

participaram da análise, para número e peso de nódulos e para

atividade específica.

Para número de nódulos, sobressaiu-se a estirpe Am-l

com média de 20,33, para peso de nódulos, a Vr-4 com média de

85,00 mg e para atividade específica a Pp-4 com média de 57,67

n-moles de 4 /h/mg de nódulos, salientando-se  que nenhuma

dessas estirpes é específica para ébano. É interessante obser-

var que a estirpe Vr-4 que apresentou maior média de peso de

nódulos (85,00 mg) teve em média 5,33 nódulos e sua atividade

específica média foi de 20,33 n-moles de /h/mg de nódulos,

indicando uma produção de nódulos grandes, mas pouco eficientes.

A Am-1, classificada em 1º lugar quanto a número de nó-

dulos, apresentou um peso médio de nódulos de 42,67 mg e uma

atividade específica de 39,67 n-moles de /h/mg de nódulos.



-58-

Pelo 1º contraste, as estirpes A1-2 e A1-4 (homólogas), clas-

sificaram-se juntamente com Am-1 quanto a número de nódulos, no

entanto, quanto à atividade específica e peso de nódulos foram

as que apresentaram menores valores. Talvez isso se explique de-

vido ao fato que, os nódulos rosas formados por essas estirpes

homólogas, já haviam cessado a  sua atividade na ocasião da medida.

Entada:

Para número e peso de nódulos houve significância esta-

tística entre 9 estirpes que tomaram parte na análise.

Para número de nódulos, pelo 1º contraste, as estirpes

Pp-4 e Es-3 (não específicas) foram as que apresentaram maior

número de nódulos, mas pelo 2º contraste a Pp-4 sobressaiu-se à

Es-3. Para peso de nódulos, pelo 2º contraste, a Es-3 sobressa-

iu-se em relação à Pp-4, mas pelo 1º contraste elas se classifi-

caram juntamente. Não houve diferença significativa entre estir-

pes para a atividade específica, no entanto, observando-se os

dados no quadro 2, constata-se, que a Es-3, apresentou apenas

5,00 n-moles de /h/mg de nódulos, enquanto a Pp-4, 52,00

n-moles de C H /h/mg de nódulos. A estirpe
2 4

                             que maior ativida-

de  específica  apresentou  foi  a  Ep-2 (homóloga) com 76,67  n-mo-

les de /h/mg de nódulos apesar do pequeno número de nódu-

los (7,33) e peso médio de nódulos, também baixo (30,67 mg),

donde se deduz que os poucos nódulos estavam todos em atividade.

Leucena:

Para número, peso e atividade específica de nódulos, a



-59-

análise que foi realizada apenas com 4 estirpes: L1-7, M1-1,

x-18 e x-26, mostrou significância  estatística  entre as  estir-

pes. A L1-7 (homóloga) distingui-se como a de maior capacidade

para a formação de nódulos (12,33), a de nódulos mais pesados

(30,00 mg) e também a que mostrou atividade aspecífica mais al-

ta (115,67 n-moles de /h/mg de nódulos). Convém ressaltar

que, para atividade específica, apenas 3 estirpes entraram na

análise , uma vez que a M1-1 apresentou zero em todas as repeti-

ções, demonstrando a formação de nódulos ineficientes, como con-

firmado pela cor branca que apresentam.

Mulungú:

Na análise estatística dessa espécie, bastante promís-

cua, tomaram parte 9 estirpes.

Para número de nódulos, pelo 1º contraste, somente a

Pj-1 estaria em 2º lugar. Pelo 2º contraste, a Vr-4 (não especí-

fica) foi a que mostrou maior número de nódulos (11,00). Quanto

a peso de nódulos, pelo primeiro contraste estariam em 2º lugar

as estirpes: Sm-1, A1-2 e Pj-1, mas pelo 2º contraste, distin-

guiu-se a Am-1 como a de nódulos mais pesados (49,33 mg). A Sm-1

que foi a que apresentou atividade específica mais alta (112,00

n-moles de  de nódulos), teve em média, apenas 1 nódu-

lo, com peso médio de 6,33 mg. As estirpes Es-1 e Es-3 (homólo-

gas), pelo 1º contraste, nos 3 objetivos pesquisados foram clas-

sificadas em 1º lugar, juntamente com a Vr-4, em número de nódu-

los, com a Am-1 em peso de nódulos e com Sm-1 em atividade espé-

cífica.
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Pitecelóbio:

A análise estatística foi realizada entre as estirpes:

Pj-1 e Pd-2. Não houve diferença significativa para o número e

peso de nódulos. A Pj-1 apresentou 4,38 mg/nódulo, enquanto que

a Pd-2 (específica) apresentou 3,55 mg/nódulos. Não foi analisa-

da atividade específica, visto que, somente a estirpe Pd-2, mos-

trou uma atividade específica de l2,00 n-moles de /h/mg de

nódulos.

Quebra-Foice:

Não houve diferença significativa entre as estirpes:

Pp-4, Pp-2, M1-1, X-18 e X-26 que tomaram parte na análise, pa-

ra número e peso de nódulos.

Observando-se o quadro 2, nota-se que a M1-1 (homóloga)

apresentou maior número e maior peso de nódulos. Houve signifi-

cância estatística para atividade específica, classificando-se

2 M1-1 em primeiro lugar, juntamente com as estirpes Pp-4, Pp-2

e X-18, pelo 1º contraste, mas pelo 2º contraste a estirpe Pp-4

distinguiu-se das demais, apresentando uma atividade específica

de 155,00 n-moles de /h/mg de nódulos, a mais alta calcula-

da em todo o trabalho.

Ressalta-se que essa estirpe foi a que produziu menor

número de nódulos (4,00) e menor peso de nódulos (9,33 mg), nes-

sa espécie, donde se pode concluir que, os poucos nódulos exis-

tentes eram todos eficientes e com uma alta atividade específi-

ca da

Sabiá:
Para essa espécie, a análise foi realizada entre as es-
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tirpes Pp-2, M1-1, X-18 e X-26. Não houve diferença significati-

va para os objetivos pesquisados, quais sejam: número, peso e

atividade específica dos nódulos, entre essas estirpes. As es-

tirpes homólogas, X-18 e X-26, foram as que apresentaram maior

número e peso de nódulos. Quanto à atividade específica,  a X-18

foi a que apresentou maior atividade específica, enquanto a X-

26 mostrou, em média, a atividade específica mais baixa, não sen-

do, no entanto, o resultado apresentado  significativo. É inte-

ressante observar que a estirpe Pp-2 (não específica) com peque-

no número (8,06) e peso de nódulos baixo (18,00) mostrou uma a-

tividade específica alta (67,67 n-moles de /h/mg de nódu-

los), em relação à X-26 que só deu 15,33 n-moles de 

de nódulos, com quase o mesmo número de nódulos como a Pp-2.

Estilosante:

Para essa  espécie forrageira, usada para  comparação,

tomaram parte nas análises, além da estirpe específica BR-23, as

estirpes Am-1, Pp-4, Es-1 e Es-3. Não houve diferença significa-

tiva entre as estirpes, para número, peso e atividade específi-

ca de nódulos. Observando-se os dados, pode-se informar que a

BR-23 apresentou em média 6,24 nódulos, com peso médio de 12,67

mg e uma atividade específica de 132,33 n-moles de  de

nódulos, enquanto a Am-1, apresentou praticamente o mesmo núme-

ro de nódulos (6,69), o mesmo peso (10,00) e uma atividade espe-

cífica (122,00 n-moles de /h/mg de nódulos), bem próxima à

apresentada pela BR-23 (homóloga), demonstrando a eficiência

dos poucos nódulos formados pela estirpe Am-1.



4.4 - Ensaios de laboratório

4.4.1- Fontes de C para o crescimento do Rhizobium, aspec-

to das colônias em placas de Petri com meio 79 + manitol e rea-

ção das estirpes de Rhizobium em leite-litmus.

Os resultados destes testes são apresentados no quadro 4

e nas figuras 11 a 18.

De acordo com o efeito do uso das várias fontes de C so-

bre o pH final do meio de cultura e o crescimento, as  54 estir-

pes de Rhizobium testadas foram divididas em 3 grupos.

No I grupo foi tomada para comparação a estirpe BR-23

que é típica produtora de álcali, associada a leguminosas tro-

picais, a qual, embora de crescimento lento teve comportamento

semelhante às estirpes Ml.1, 2, 3,  Sm.1, 2 de crescimento rápi-

do. Todas as estirpes desse grupo tiveram crescimento bom  a

abundante com galactose, dextrose, arabinose, maltose,  manitol,

xilose e sacarose, com exceção da BR-23 que nesse último carboi-

drato teve crescimento regular, discordando de Graham (1964a)

quando afirma que algumas estirpes de Rhizobium não crescem em

meio com sacarose como única fonte de C, embora Vincent (l974)

tenha observado que estirpes de crescimento lento não usam saca-



rose, por não possuírem a enzima necessária para metabolizar es-

se dissacarídeo. Para todas as estirpes as melhores fontes de

carbono foram: dextrose, arabinose, manitol e xilose, discordan-

do de Vincent (1974) que considerou  a sacarose  como a melhor

fonte para as de crescimento rápido e d e Nutman (1965) quando

concluiu que a sacarose é a fonte de carboidrato preferida pelo

Rhizobium, de uma maneira geral. As estirpes de crescimento rápi-

do, desse grupo, tornaram alcalino o pH final do meio de cultu-

ra, discordando de Norris (1965) quando afirmou que estirpes de

crescimento rápido, na ausência de CO Ca
3

são produtoras de áci-

do, enquanto a BR-23 acidificou o meio com arabinose e xilose e

alcalinizou-o  com os demais carboidratos. No entanto, as 39 estir-

pes do gênero Sesbania estudadas por Johnson e Allen (1952), ti-

veram uma reação alcalina no meio com manitol, de acordo com os

resultados obtidos nesse trabalho. Nos tubos testemunhas todas

as estirpes alcalinizaram o meio e tiveram um crescimento ruim

a regular, mostrando, no entanto, que provavelmente, usaram o e-

tanol do indicador, uma vez que não havia outra fonte de C, no

meio.

Em leite-litmus, a reação foi idêntica para todas: alca-

linizaram o meio e não formaram zona de soro (Figura 18). Quanto

ao aspecto das colônias em meio 79 com manitol, todas eram pla-

nas, branco-leitosas, pequenas, possuíam bordos lisos e apresen-

tavam bastante muco. O aparecimento das colônias se deu entre 24

e 72 h, por isso foram consideradas de crescimento rápido, com

exceção da BR-23 que, formando colônias depois de 72 h de repica-

da, foi considerada de crescimento lento, confirmando ensaios an-

teriores.
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O II grupo compreende estirpes de crescimento rápido,

as quais tornaram ácido o pH final do meio com todas as fontes

de carbono, com exceção do meio com succinato, o que aliás pode-

ria ser explicado, uma vez que a estirpe usando ácido succini-

co, deixa sobrar o sódio o que provocaria a alcalinização do me-

io. Porisso, essas estirpes foram comparadas à F-310, de feijão,

típica de leguminosas temperadas e que se comportou, praticamen-

te, de modo idêntico. Enquanto estirpes de Cassia foram coloca-

das neste II grupo, Conklin (1936) observou que estirpes desse

gênero eram de crescimento lento e produziam álcali. As estirpes

Ld-1, 2, 3 tiveram crescimento regular em arabinose e maltose,

assim com o também a Ll-7 em maltose. As estirpes Ll-2, 10 e

Pd-l e 2 não modificaram o pH do meio com maltose, embora tenha

tido um crescimento bom e abundante, respectivamente. As estir-

pes restantes tiveram crescimento bom a abundante em todas as

fontes de Carbono. Assim, de uma maneira geral, todas as estir-

pes se desenvolveram melhor em galactose, dextrose, manitol e

xilose.

Nos tubos testemunhas, as estirpes tiveram crescimento

regular a ruim e alcalinizaram o meio, utilizando, como as do

I grupo, o etanol do indicador usado no meio.

Em leite-litmus, a grande maioria das estirpes desse

grupo apresentou reação bastante ácida e formou uma zona de so-

ro na superfície do meio, embora Bushnell e Sarles (1937) tenham

observado que estirpes de Cassia apresentaram reação alcalina e

sem formação da zona de soro, discordando, assim, do comporta-

mento das estirpes de Cassia, usadas nesse trabalho. As estir-
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pes Pj-1, Pd-1, 2, tiveram um comportamento diferente das res-

tantes. Enquanto Pj-1 alcalinizou o meio e não formou zona de

soro, Pd-1 e 2, apresentaram reação alcalina, mas formaram  zona

de soro, concordando com os resultados obtidos com estirpes de

Trifolium por Bushnell e Sarles (1937).

Em meio 79 com manitol as colônias apresentaram-se um

pouco elevadas e branco amareladas quando tinham de 2-4 mm de

As de menor tamanho eram planas e branco-leitosas. O aparecimen-

to das colônias se deu entre 24 e 72 h e com bastante formação

de muco, razão pela qual, as estirpes foram consideradas de

crescimento rápido.

O III grupo abrange um sub-grupo de estirpes de cres-

cimento rápido, as quais acidificam o meio com Galactose, Dex-

trose, Arabinose e Xilose e o alcalinizam com Maltose, Manitol,

Succinato e Sacarose e um segundo sub-grupo, incluindo estirpes

de crescimento lento, as quais tem um comportamento idêntico ao

1º sub-grupo, com todas as fontes de Carbono, embora Vincent

(1970b) tenha admitido que a produção de ácido seja uma medida

duvidosa da utilização de C pela estirpe.

Graham (1963, 1964a) observou que estirpes de cresci-

mento lento, geralmente só utilizavam D-glucose, citrato de só-

dio, D-xilose, D-manitol, L-arabinose, galactose e D-frutose e

que o máximo de crescimento foi obtido com xilose, arabinose e

galactose. Quanto às de crescimento rápido, utilizavam pratica-

mente todos os substratos usados, com exceção da dextrina, no

entanto, os presentes resultados mostram que o melhor crescimen-

to, tanto para as estirpes de crescimento rápido, como para as
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de crescimento lento, desse grupo, foi obtido com manitol e em-

bora algumas de crescimento lento, não tenham conseguido um

crescimento abundante como as de crescimento rápido, usaram to-

das as fontes de C, sendo o crescimento mínimo obtido com malto-

se. As estirpes Es-1, 2 e Pr-1, 2, 3, no entanto, não se desen-

volveram em succinato. Todas, com exceção das estirpes  Es-1, Es-

2, usaram sacarosa, com crescimento de bom a abundante, discor-

dando de Vincent (1974) e de Drets e Arias (1970, 1972) que afir-

maram que estirpes de crescimento lento não usam esse carboidra-

to, enquanto Conklin (1936) observou que arabinose, glucose e

frutose eram as fontes mais usadas por estirpes de crescimento

lento. Também com as estirpes desse grupo (com exceção das es-

tirpes Es-1 e Es-3), observou-se um crescimento ruim e alcalini-

zação do meio, nos tubos testemunhas.

Todas as colônias de estirpes desse grupo eram pla-

nas e branco-leitosas no meio com manitol e apresentavam bordos

lisos. O aparecimento das colônias se deu de 36 h (rápidas) a 5

dias (lentas).

Em leite-litmus, as estirpes de crescimento lento, al-

calinizaram o meio e não formaram zona de soro. As de crescimen-

to rápido, acidificaram o meio e formaram zona de soro, com ex-

ceção das estirpes Pp-4 e Pp-7.

De uma maneira geral, as estirpes dos 3 grupos não

se desenvolveram bem em Succinato, tornando o meio fortemente

alcalino, devido ao consumo do ácido succínico. Pela hipótese

de Norris (1965), o grupo de estirpes de Rhizobium de crescimen-

to rápido adaptado, a solos neutros, teria desenvolvido um siste-
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ma enzimático para a utilização de açúcares, sistema esse que o

grupo de crescimento lento, adaptado a solos tropicais (ácidos)

não desenvolveu, por ser prejudicial à sua sobrevivência, dis-

cordando dos resultados obtidos nesse trabalho.

4.4.2 - Característica  flagelar

Os resultados desse teste podem ser observados através

das figuras 19, 20, 21 e do quadro 5.

De acordo com os resultados obtidos no experimento "Uso

de carboidratos" foram escolhidas 3 estirpes, dentro dos grupos

I e II e 4 estirpes dentro do grupo III.

De uma maneira geral, tanto estirpes de crescimento rápi-

do como de lento, flagelaram muito pouco. Duas estirpes do gru-

po I, M1-1 (crescimento  rápido) e BR-23 (lento) não flagelaram

com 48 nem com 72 horas. Não sendo encontrados flagelos soltos

no meio, concluiu-se que estas duas estirpes não flagelaram, en-

quanto a Sm-1, também do grupo I, é monotríquia (Figura 19). As

estirpes dos grupos II e III, mostraram flagelação num só polo,

apresentando às vezes um único flagelo (Figura 20) e às vezes

vários flagelos, no mesmo polo (Figura 21). Nem mesmo as de

crescimento rápido apresentaram flagelação peritríquial. Os pre-

sentes resultados não concordaram com as observações de ConKlin

(1936), Vincent (1970b) e Bergey (1934), as quais mostram que

estirpes de crescimento rápido (como as do feijão) são peritrí-

quias e as de crescimento lento (tipo Cowpea, soja) são monotrí-

quias. No entanto, Leifson (1960) citou  estirpes  isoladas  de

Albizzia (crescimento rápido) que eram monotríquias e de Acacia
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(crescimento lento) peritríquias. De Ley e Rassel (1965) obser-

varam que os Rhizobium com flagelos peritríquios, de crescimen-

to rápido, possuem um flagelo sub-polar, o qual é mais firmemen-

te ligado à célula do que os outros e assim, algumas estirpes

poderiam, incorretamente, ser consideradas como flageladas sub-

polares. Assim, a flagelação não pode ser usada como critério

de separação entre grupos de crescimento rápido e lento, uma vez

 que houve  variação  apenas no  número de flagelo, mas mesmo as-

sim, não corresponde às divisões feitas dentro do teste 4.4.1.,

como pode ser observado no quadro 5.

Bushnell e Sarles (1937) observaram que tanto estirpes

monotríquias  como peritríquias, podiam alcalinizar o meio leite-

litmus, com formação ou não, de zona de soro.



5 - CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho po-

de-se concluir que:

a) 49% das leguminosas florestais testadas em casa de

vegetação, nodulam, nas condições deste experimento, sendo as-

sim distribuídas: 93% Mimosoideae, 78% Faboideae e 5% Caesalpi-

nioideae, não havendo relação entre a ocorrência de nódulos e a

coloração da raiz (5.1 - Quadro 1).

b) A cor da raiz é característica da espécie.

c) Há uma certa relação entre a forma do nódulo e a

subfamília a que pertence a espécie, de forma que espécies da

subfamília Mimosoideae (todas as tribos) apresentam nódulos co-

ralóides ou oblongos e as espécies da subfamília Faboideae, nó-

dulos esféricos, independente da estirpe inoculada.

d) Assim como existem espécies de leguminosas mais pro-

míscuas do que outras, existe também uma maior ou menor promis-

cuidade entre as estirpes de Rhizobium (5.2 - Quadros 2 e 3).

e) As espécies mais promíscuas são: acácia negra, en-

tada, ébano oriental (Mimosoideae) e mulungú (Faboideae) que no-

dularam com 9 a 12 das 19 estirpes testadas; com alta especifi-
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cidade, formando cada uma, um grupo de inoculação, revelaram-se

as espécies: pitecelóbio, algaroba (Mimosoideae) e sesbânia (Fa-

boideae); formando um grupo de especificidade intermediária den-

tro da subfamília Mimosoideae estão as espécies; leucena, sabiá,

quebra-foice e angico que só  nodulam entre elas.

f) O fato d e uma espécie ser promíscua, não implica

que sua estirpe também o seja, assim, as estirpes: Am-2 (isola-

da de acácia), A1-2, A1-4 (de ébano), Es-1 (de mulungú), BR-23

(de Stylo), Pr-1 (de platimênia), Vr-4 (de sombreiro), são bem

específicas, só nodulando uma outra espécie, além da que foi

isolada. As estirpes Pp-2, Pp-4 (isoladas de angico), M1-1 (de

quebra-foice) X-26 (de sabiá), mostraram alta promiscuidade, ca-

pazes de provocar nódulos em várias espécies, inclusive de ou-

tra subfamília.

g) A estirpe que apresentou a mais alta atividade espe-

cífica (155,00 n-moles  de /h/mg de nódulos) foi a Pp-4 (com

a espécie quebra-foice), apesar do pequeno número médio de nódu-

los (4,00), seguida das estirpes BR-23 (em estilosante), Ml-1

(em algaroba), Am-1 (em estilosante), L1-7 (em leucena) e Sm-1

(em mulungú)  com  132,33; 130,33; 122,00; 115,67 e 112,00 n-moles

de /h/mg de nódulos, respectivamente. A estirpe Es-3 foi a

que conseguiu maior peso médio de nódulos (101,67mg, em enta-

da), em todo o trabalho, com um número médio de nódulos razoá-

vel (28,67), mas com atividade específica muito baixa (5,00 n-

moles de  de nódulos).

h) Tentou-se dividir as estirpes em 3 grupos, de acor-

do com o uso das várias fontes de C, em relação ao crescimento
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e pH final do meio de cultura. O I grupo abrangendo as estirpes

M1-1, M1-2, M1-3 (isoladas de quebra-foice), Sm-1, Sm-2 (isola-

das de Sesbânia) e BR-23 (isolada de estilosante). O II grupo

abrangendo as estirpes: Pj-1, Pj-2, Pj-3 (isoladas de algaroba),

A1-2, A1-3, A1-4 (isoladas de ébano), L1-2, L1-7, L1-10 (isola-

das de leucena), Pd-1, Pd-2 (isoladas de pitecelóbio), Vr-1, Vr-

2, Vr-4 (isoladas de sombreiro), Mi-1, Mi-2, Mi-3 (isoladas de

jacarandá), Ld-1, Ld-2, Ld-3 (isoladas de catinga de barrão), Dm-

1, Dm-3 (isoladas  de  dimorfandra), Cc-1, Cc-2, Cc-4 (isoladas

de cássia) e  F-310 (isolada de feijão e usada para comparação).

O III grupo compreendendo as estirpes: Pp-2, Pp-3, Pp-4, Pp-7

(isoladas de angico), Ep-1, Ep-2, Ep-3 (isoladas de entada), Ee-

1, Ee-2, Ee-3 (isoladas de vinhático liso), X-13, X-18, X-26

(isoladas de sabiá), Am-1, Am-2, Am-3 (isoladas de acácia) Pr-1,

Pr-2, Pr-3 (isoladas de vinhático do campo) e Es-1, Es-2, Es-3

(isoladas de mulungú).

i) O melhor crescimento, nos 3 grupos, foi obtido com

manitol e o crescimento mínimo com  maltose e succinato de sódio.

Quando esse ácido orgânico foi usado como fonte de carbono, não

houve diferença no pH final do meio, entre as estirpes de Rhizo-

bium que o usaram, pois devido ao consumo do ácido, todas torna-

ram o meio fortemente alcalino. Com exceção das estirpes Es-1 e

Es-3, que não se desenvolveram, as restantes tiveram um cresci-

mento ruim a regular nos tubos testemunhas, mostrando que elas

usaram o etanol do indicador como fonte de C e alcalinizaram o

meio.

Em leite-litmus, estirpes que acidificaram o meio for-
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maram zona de soro e essas eram na maioria de crescimento rápi-

do; estirpes que alcalinizaram o meio, não formaram zona de so-

ro. As estirpes Pd-1, 2 constituem exceções, pois alcalinizaram

o leite-litmus, mas formaram zona de soro (5.3 - Quadro 4).

j) Não houve diferença entre a forma de flagelação de

estirpes de crescimento rápido e lento. Estirpes de angico, ja-

carand á, sesbânia, leucena, ébano (de crescimento rápido), enta-

da e platimênia (de crescimento lento) apresentam um único fla-

gelo e num só polo, sendo portanto monotríquias. A estirpe X-13

de sabiá, apresenta vários flagelos, num só polo, sendo classi-

ficada como lofotríquia (5.4 - Quadro 5).



6 - RESUMO

Foram realizados 2 experimentos em casa de vegetação

com leguminosas florestais. O primeiro teve como objetivo ob-

servar a ocorrência de nódulos em 43 espécies florestais, per-

tencentes às 3 subfamílias (Mimosoideae, Faboideae e Caesalpi-

nioideae), em vasos de cerâmica com areia, em blocos ao acaso

com 3 tratamentos de  inoculação : a) solo do local de procedên-

cia da semente; b) grupo 1, de estirpes de Rhizobium isoladas

de Piptadenia peregrina (L). Benth. (angico), estirpes: Pp-1,

Pp-2; Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabiá), estirpes: X-18,

X-26;  Erythrina speciosa Todaro (mulungú),   estirpes: Es-1,

Es-3 e Enterolobium ellipticum Benth. (vinhático liso), estir-

pes: Ee-4, Ee-6; e grupo de estirpes de Rhizobium isoladas de

Vigna racemosa (sombreiro), estirpes: Vr-4, Vr-5; Machaerium

incorruptibile Allem. (jacarandá), estirpes: Mi-8, Mi-9; Leu-

caena leucocephala (Lam.) De Wit. (leucena), estirpes: L1-2,

Ll-10; Albizzia lebbek (L.) Benth. (ébano),  estirpes: Al-2,

Al-4; Prosopis juliflora (Sw.) DC. (algaroba), estirpes: Pj-1,

Pj-2; Lonchocarpus discolor Hub. (catinga de barrão), estirpes:

Ld-1, Ld-2; Cassia calycioides DC. (cássia), estirpes: Cc-1,

Cc-2 e de Pithecellobium dulce Benth. (pitecelóbio), estirpes:
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Pd-1, Pd-2. Simultaneamente, foram feitas observações sobre a

presença de nódulos em 17 espécies florestais, no campo.

A percentagem de nodulação foi assim distribuída: sub-

família, Mimosoideae 93%, subfamília Faboideae 78% e subfamília

Caesalpinioideae 5%.

Observou-se uma relação entre a forma do nódulo e a

subfamília, assim é que as  espécies da subfamília Mimosoideae

apresentam nódulos coralóides, com exceção da espécie Stryphno-

dendron barbatimão (barbatimão) e as da subfamília Faboideae,

nódulos esféricos, independendo da estirpe inoculada. A cor da

raiz também é característica da espécie, não havendo relação  en-

tre a cor e a presença ou ausência de nódulos.

O segundo experimento teve como finalidade observar a

inoculação cruzada entre 11 espécies florestais, usadas no 1º

experimento e uma espécie forrageira, usada  como comparação,

inoculadas com 19 estirpes de Rhizobium, em latas de cerveja,

com areia, esterilizadas, em blocos ao acaso, com 3 repetições.

Algumas espécies mostraram-se altamente, específicas

como a sesbânia (Faboideae) e outras altamente promíscuas como,

ébano, entada, acácia (Mimosoideae) e mulungú (Faboideae). Quan-

to às estirpes, algumas mostraram-se específicas como Pd-2 (iso-

lada de pitecelóbio), Am-2 (de acácia), Al-2, Al-4 (de ébano),

Es-1 (de mulungú), BR-23 (de estilosante), Pr-1 (de vinhático

do campo), e Vr-4 (de sombreiro); outras bem promíscuas como

M1-1 (de quebra-foice), Pp-4 (de angico) e outras mostraram  es-

pecificidade intermediária, como, Am-1, X-26 e X-18, isoladas

de acácia e de sabiá, respectivamente.
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A estirpe que apresentou atividade específica mais al-

ta foi a Pp-4 (com a espécie quebra-foice) com  155,00 n-moles

de  /h/mg de nódulos, seguida das estirpes BR-23 (com esti-

losante), M1-1 (com algaroba), Am-1 (com estilosante), L1-7 (com

leucena) e Sm-1 (com mulungú). A estirpe  Es-3 foi a que conse-

guiu maior peso médio de nódulos (101,67 mg, com entada),  mas

com uma atividade específica muito baixa (5,00 n-moles de 

h/mg de nódulos). 
No laboratório, foram realizados 3 ensaios com 54 es-

tirpes de Rhizobium, sendo o 1º em placas de Petri com meio 79

com manitol, riscando-se as placas com a alça de platina, a fim

de que as estirpes fossem testadas quanto à pureza e observados

a forma, tamanho, aspecto e tempo de aparecimento das colônias.

As estirpes, cujo tempo de aparecimento variava de 24 a 72 ho-

ras foram consideradas de crescimento rápido, enquanto as que

apareciam depois de 72 horas de repicadas, foram consideradas

de crescimento lento. As estirpes de crescimento rápido normal-

mente formaram mais muco do que as de crescimento lento. O as-

pecto das colônias pouco variou. Algumas eram mais planas, ou-

tras um pouco convexas, mas todas apresentaram bordos lisos.

Quanto ao tamanho, depois de 48 horas do aparecimento, as colô-

nias variavam de 0,5 a 2 mm de diâmetro, para as estirpes de

crescimento lento e de 1 a 4 mm de diâmetro para as de cresci-

mento rápido. O segundo ensaio foi feito em tubos com meio 79

sólido, inclinado, a fim de se observar o uso de 8 fontes de

C pelas 54 estirpes e o seu efeito sobre o pH final do meio.

O melhor crescimento foi obtido com manitol e o cresci-
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mento mínino com maltose e succinato de sódio.   Com exceção das

estirpes Ee-1, Ee-3 (isoladas de enterolóbio) que nada cresce-

ram, as restantes tiveram um crescimento ruim a regular nos tu-

bos  testemunhas, mostrando que usaram o etanol do indicador (a-

zul de bromotimol) do meio, como fonte de C.

O terceiro ensaio, foi também em tubos de ensaio com

leite-litmus, em duas repetições, a fim de se observar a reação

e a formação, ou não, de zona de soro com as 54 estirpes  usa-

das nos testes anteriores.

De acordo com o comportamento nesses ensaios, as estir-

pes foram divididas em 3 grupos a saber: grupo I, abrangendo as

estirpes: M1-1, M1-2, M1-3 (isoladas de Mimosa laticífera), Sm-

1, Sm-2 (isoladas de Sesbania marginata), BR-23 (isolada de Sty-

losanthes), as quais, tiveram  um crescimento bom a abundante

com galactose, dextrose, arabinose, maltose, manitol, xilose e

sacarose, tornaram alcalino o pH final do meio e em leite-lit-

mus alcalinizaram o meio e não formaram zona de soro. O apareci-

mento das colônias se deu entre 24 e 72 h, porisso, asestirpes

foram consideradas de crescimento rápido, com exceção da BR-23

que é de crescimento lento; grupo II, abrangendo as estirpes:

Pj-1, Pj-2, Pj-3 (isoladas de Prosopis juliflora), Al-2, Al-3,

Al-4 (isoladas de Albizzia lebbek), Ll-2, Ll-7, Ll-10 (isoladas

de Leucaena-leucocephala), Pd-1, Pd-2  (isoladas de Pithecellobium

dulce), Vr-1, Vr-2, Vr-4 (isoladas de Vigna recemosa), Mi-1, Mi-

2, Mi-3 (isoladas de Machaerium incorruptibile),  Ld-1, Ld-2, Ld-

3 (isoladas de Lonchocarpus discolor), Dm-1, Dm-3 (isoladas de

Dimorphandra mollis), Cc-1, Cc-2, Cc-4 (isoladas de (Cassia ca-
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lycioides), F-310 (isolada de Phaseolus vulgaris), as quais são

de crescimento rápido, tornam ácido o pH final do meio com to-

das as fontes de C, com exceção do meio com succinato. As estir-

pes desse grupo se desenvolveram melhor em galactose, dextrose,

manitol e xilose. Em leite-litmus, a maioria das estirpes acidi-

ficou o meio  e formou uma zona de soro. Uma  das exceções foram

as estirpes Pd-1, Pd-2 que apresentaram  reação alcalina, mas

formaram zona de soro. O aparecimento das colônias se deu entre

24 e 72 h. e grupo III, abrangendo as estirpes: Pp-2, Pp-3, Pp-

4, Pp-7 (isoladas de Pintadenia peregrina), Ep-1,  Ep-2,   Ep-3

(isoladas de Entada polyphylla), Ee-1, Fe-2, Ee-3 (isoladas de

Enterolobium ellipticum), X-13, X-18, X-26 (isoladas de Mimosa

caesalpiniifolia), Am-1, Am-2, Am-3 (isoladas de Acacia mollis-

sima), Pr-1, Pr-2, Pr-3 (isoladas  de Plathymenia reticulata),

Es-1, Es-2, Es-3 (isoladas de Erythrina speciosa), divididas em

subgrupos a saber: o primeiro subgrupo, com as estirpes de cres-

cimento rápido, as quais acidificam o meio com galactose, dex-

trose, arabinose e xilose e o alcalinizam com maltose, manitol,

succinato e sacarose e o segundo subgrupo, incluindo estirpes

de crescimento lento, as quais tiveram um comportamento  idênti-

co ao primeiro subgrupo com todas as fontes de C.

Desses 3 grupos, foram escolhidas 10 estirpes, a fim

de se examinar a forma dos flagelos, tentando-se, assim, obser-

var as afinidades entre as estirpes. Com exceção da estirpe X-

13 (de sabiá) que apresentou flagelação lofotríquia, as restan-

tes, tanto as de crescimento rápido: Pp-2, Mi-1, Sm-1, L1-7,  Al-

2 (isoladas de angico, jacarandá, sesbânia, leucena e ébano,



-78-

respectivamente),  como as de crescimento lento: Ep-2 e Pr-3 (iso-

ladas de entada e de platimênia) apresentaram flagelação monotrí-

quia. Duas estirpes M1-1 (isolada de quebra-foice) e BR-23 (de

estilosante) não flagelaram.



In two greenhouse experiments and four experiments in

the laboratory the nodulation pattern and growth behaviour of

Rhizobium strains isolated forest species were studied.

The greenhouse experiments were carried out in pots

with sand. Three inoculation treatments were used:

a - soil from the place of origin of the seed;

b - group 1 of Rhizobium strains;

c - group 2 of Rhizobium  strains.

Per cent nodulation was distributed as follows:

Mimosoideae - 93%

Faboideae - 78%

Caesalpinioideae - 5%

A relationship was found between the shape of the nodu-

les and the subfamily, independently of what the inoculated

strains was.

The Mimosoideae subfamily had choral shaped nodules,

except for "barbatimão". The Faboideae subfamily had spherical

nodules. Only one plant of the Caesalpinioideae subfamily was

nodulated, and the nodules were spherical.
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The color of the roots was characteristic for each spe-

cies. However, there was no relationship between the color of

the roots and presence or absence of nodules.

Cross inoculation was made between 11 forest species

and one forage species. Nineteen Rhizobium strains were used.

Some of the legume species studied such as "sesbânia"

(Faboideae) showed high specificity, while others were lighly

promiscuous, such as "ébano, entada, acácia" (M) and  "mulungú"

(F).

Some Rhizobium strains, such  as Pd-2, Am-2, Al-2, Al-4,

Es-1, BR-23, Pr-1, Vr-4 (isolated  from "pitecelóbio, acácia,

ébano, mulungú, estilosante, vinhático-do-campo"  and  "sombrei-

ro", respectively) were highly specific, while others, such as

Ml-1, Pp-4 (isolated from "quebra-foice" and  "angico", respecti-

vely) were highly promiscuous. The remaining strains showed an

intermediary level of specificity (isolated from "acácia" and

"sabiá").

The highest specific activity of nitrogenase was found

for the symbiosis between the Pp-4 Rhizobium strain and the "que-

bra-foice" legume (155,00 n-moles /h/mg  dry nodules).

The  x "entada" symbiosis nodulated most abundantly

(101,67 mg dry weight nodules) but had the lowest specific acti-

vity (5,00 n-moles /h/mg

Fifty four Rhizobium strains were studied for morpholo-

dry nodules).

gical characteristics in culture medium. Thirty eight out of

the 54 were considered as fast growing (colonies appeared after

up to 72 hours) while the 16 others were considered as slow gro-
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wing (colonies appeared later than after 72 hours).

The fast growing strains generally showed more mucus

than the slow growing ones. There was little difference in the

aspect of the colonies. All of them had smooth border some were

flat, and some convex.

As for the carbon source, the best growth of the 54

species was obtained with mannitol, and the minimum growth was

observed with maltose and Na-succinate. Except for two strains

isolated from "vinhático-liso" that had no growth at all, all

the others showed a high to fair growth in a medium where only

bromothimol blue was used. This was thought to indicate that

the ethanol present in the bromothimol blue medium was used up

as a carbon source.

In accordance with the use of the several carbon sour-

ces (eight) used, the Rhizobium strains were divided into three

groups.

A study of acid and serum production for the 54 Rhizo-

bium strain in litmus milk, showed the Rhizobium strains to be

divideal into those 3 groups:

a - Turnes litmus milk medium alcaline and does not

produce a serum zone. Those were the "quebra-foice", "sesbânia"

and "estilosante" strains. Except for the estilosante's strain,

all other strains in this group were fast growing.

b- Acidifies litmus milk and produces the serum zone.

In this group the strains were fast growing. Those were the "al-

garoba, ébano, leucena , pitecelóbio, sombreiro, jacarandá, ca-

tinga-de-barrão,  dimorfandra, cássia and feijão" strains.
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c- These strains were divided into two subgroups: the

first subgroup contained the fast growing strains (isolated from

"angico" and "sabiá"), they acidified the litmus milk and produ-

ced serum zone. The second subgroup contained the slow growing

strains (isolated from "entada, vinhático-liso, acácia negra,

vinhático-do-campo and mulungú"). In litmus milk, their behavi-

our was similar to those of the first group of strains.

Ten strains selected from the 3 groups were studied in

respect to flagellation. Strain X-13 (from sabiá) showed lofotri-

chous flagellation, however, strains isolated from "angico", ja-

carandá, sesbânia, leucena, ébano" (fast growing), "entada and

vinhático-do-campo" (slow growing) showed monotrichous flagella-

tion. Strains isolated from "quebra-foice and estilosante" were

not flagellated.
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Quadro 1b - Ocorrência de nodulação em 17 espécies
florestais, examinadas no campo.

Espécies                    Nodulação

Carolina                        -

Ébano oriental +

Vinhático liso                   -

Sabiá +

Angico +

Mulungú                         -

Mulungú +

Catinga de barrão +

Sesbânia                        +

Unha de vaca                   -

Pau brasil                        -

Sibipiruna                   -

Barba de barata       -

Chuva de ouro                       -

Flamboyant -

Tamboril                            -

Tamarindo                    -

+  nodulada
- sem nódulo
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Quadro 5 - Características flagelares de 9 estirpes de

Rhizobium de florestais e 1 forrageira.

Grupos     Estirpes Origem das Estirpes Flagelação

I         M1.1   Quebra-foice*                    -

Sm.1   Sesbânia  Monotríquia

BR.23             Estilosante**                     -

II          L1.7            Leucena                  Monotríquia

Al.2   Éb ano Monotríquia

Mi.1   Jacarandá  Monotríquia

III              x.13              Sabiá  Lofotríquia

Pp.2 Angico  Monotríquia

Pr.3   Vinhático do campo  Monotríquia

Ep.2   Entada Monotríquia

* Não apresentou flagelo
** Usada para comparação. Não apresentou flagelo.



Fig. 2 - Tipo de vaso usado no experimento 1.

Fig. 1 - Casa de vegetação onde foram desenvolvidos
os experimentos 1 e 2.



Fig. 4 - Tipo de lata usado no experimento 2.

Fig. 3 - Tipo de sementeira usado nos experimentos 1 e 2.



Fig. 6 - Forma de nódulos de espécies Mimosoideae.

Fig. 5 - Forma de nódulos de espécies Mimosoideae.



Fig. 8 - Forma de nódulos de espécies Mimosoideae.

Fig. 7 - Forma de nódulos de espécies Mimosoideae.

MIMOSA  LATICIFERA



Fig. 10 - Distribuição de nódulos nas raízes de
Acacia mollissima.

Fig. 9 - Forma de nódulos de espécies Faboideae.



Fig. 12 - Crescimento da estirpe de Rhizobium BR-
23, (forrageira usada para comparação com
as estirpes do I grupo) em meio 79 com
várias fontes de C.

Fig. 11 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Sm-
1, M1-2 (I grupo) em meio 79 com várias
fontes de C.

M. Laticifera Sesbania

BR-23



Fig. 14 - Crescimento das estirpes de Rhizobium F-
310, Al-3 do II grupo, em meio 79 com
várias fontes de C.

Fig. 13 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Pd-
2, Cc1, Vr-4 do II grupo, em meio 79 com
várias fontes de C.



Fig. 16 - Crescimento das estirpes de Rhizobium L1-
7, F-130 (II grupo) comparado com o da
estirpe de Rhizobium M1-1 (I grupo) em
meio 79 com várias fontes de C.

Fig. 15 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Pr-3,
Ep-2 do III grupo, em meio 79 com várias
fontes de C.



Fig. 18 - Crescimento das estirpes de rhizobium Dm-
3, L1-7 (II grupo), Sm-1 (I grupo) e reação
em leite-litmus.

Fig. 17 - Crescimento da estirpe de rhizobium Pp-2
(III grupo) comparado com o da estirpe de
Rhizobium Dm-1 (II grupo) em meio 79
com várias fontes de C.



Fig. 20 - Flagelação monotríquia da estirpe A1-2, do
II grupo, de crescimento rápido.

Fig. 19 - Flagelação monotríquia da estirpe Sm-1 de
crescimento rápido, do I grupo.



Fig. 21 - Flagelação lofotríquia da estirpe de
Rhizobium X-13, de crescimento rápido,
do III grupo.


