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1- INTRODUCAO

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 atribuida

4 fixacdo Dbiolégica do NZ' Aumentos de 2,6 kg de N/ha/ano em
florestas de Eucaliptus e de 31 a 150 kg/ha/ano, em florestas
tropicais, sdao dados apresentados por Coaldrake (1962). No en-
tanto, grandes quantidades de N sdo retiradas do solo, por ano,
pela lixiviacdo e erosdo e um dos objetivos das praticas do
plantio de leguminosas noduladas ¢ manter o equilibrio entre
0 suprimento e a demanda de N no solo, permitindo sua utiliza-
cdo intensiva, sem risco de degradacdo ou de retorno ao esta-
do natural (Bonnier & Brakel, 1970). Nas regides tropicais
sob pastagens, as perdas de N sdo estimadas em 78 a 570 kg/ha
/ano (Jacobson et al., 1948).

Devido a simbiose planta-Rhizobium que ¢é peculiar a
grande maioria das espécies, as leguminosas desempenham um
papel importante na economia de nitrogénio nos solos tropica-
is, castigados pela erosdo, ocasionada muitas vezes ©pelo la-

mentdvel processo de devastacdo das matas de inigualédveis ri-
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quezas naturais. Como resultado dessa associacdo que é um dos
melhores exemplos de cooperacdo mutua na natureza, o nitrogénio
molecular do ar é combinado com outros elementos quimicos, for-
mando compostos nitrogenados, os quais a planta assimila para o
seu crescimento. Assim, o cultivo de leguminosas que ndo nodulam
perde sua finalidade.

A familia Leguminosae, com cerca de 13.000 espécies, per-
tence a maioria das arvores gigantes (Parkia gigantocarpa Benth.,
Parkia pendula Benth., Dinizia excelsa Ducke), &arvores de nota-
vel beleza, como Delonix regia Raf., Parkia purpurea (Ducke, 1939)
e um grande nuUmero de espécies que tem largo emprego na agricul-
tura, com varias utilidades, inclusive como florestais. As essén-
cias florestais pertencentes a essa familia sdo inUmeras e podem
substituir satisfatoriamente o Fucaliptus, pois muitas delas sao
de crescimento rapido. Por outro lado, reflorestar com legumino-
sas, nao significa que se deva abandonar as florestas naturais,
pois o impulso no reflorestamento tera que crescer na mesma pro-
porcdo em que cresce a necessidade mundial.

0 wuso de espécies leguminosas florestais 1inoculadas,
ainda ¢é muito negligenciado. N&do hé& interesse da parte dos
servicos de reflorestamento que ddo muita énfase ao cultivo
do Eucaliptus e de outras espécies ndo leguminosas. No entan-
to, o papel das leguminosas noduladas para trabalhos de reflo-
restamento, na recuperacdo de solos erodidos, podera vir a ser
maior do que se possa 1imaginar. Os resultados positivos,

obtidos com o uso da inoculacdo com estirpes de  Rhizobium se-
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lecionadas e de técnicas apropriadas as condigoes ecoldgicas,
trarao uma influéncia favoravel a evolucao desses trabalhos
nos tropicos, resolvendo em parte um grave problema que é a
manutencao da fertilidade dos solos. O assunto tem despertado
interesse apenas recentemente, e no que se refere a economia
de N nos solos tropicais, utilizando espécies florestais nodu-
ladas, nada se sabe. As pesquisas sobre nodulacdo, normalmente
incluem leguminosas cultivadas e raramente silvestres, de in-

teresse agricola.

Numa visao geral do revestimento floristico brasilei-
ro, avalia-se que cerca de 40% do territéorio é coberto por
florestas equatoriais que representam o maior macico flores-
tal do mundo e na regido amazonica, a familia melhor repre-
sentada em numero de espécies e individuos é a Leguminosae
(Ducke & Black, 1953). Presentemente, o panorama florestal
brasileiro, relacionado com o gradual exaurimento das matas,
comeca a apresentar alterarcdoes que justificam, de certo modo,
impressdoes menos sombrias, acerca de uma problematica verdadei-
ramente alarmante que evoluia no pais ha alguns anos atras.

As florestas tropicais tem a principal funcao de man-
ter o equilibrio climatico sobre grandes Aareas além de serem
também a principal fonte de tanino, corantes, saponinas, etc.

O planalto brasileiro assiste a um surto de reno-

vacao florestal. Pequenos plantios de algumas espécies como

Centrolobium tomentosum Benth. (Arariba) e de Dalbergia ni-
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gra Fr.All. (Jacarandd preto da Bahia), estdo sendo realiza-
dos em carater experimental. Algumas espécies de Acacia sdao
de grande importédncia para a recuperacdo de solos erodidos, fi-
xando quantidades significantes de nitrogénio. Acacia mollissi-
ma Humb. é uma das esséncias mais promissoras para refloresta-
mento, e atualmente, no sul do pais, grandes areas estdo sendo
plantadas com essa espécie, em substituic&o ao plantio de Pinus,
com a finalidade principal de producdo réapida de cortica tanan-
te.

Esta Tese diz respeito a um estudo sobre bactérias dos
nédulos de leguminosas florestais, nativas ou exdéticas, com as
sequintes finalidades: a) investigar as formas do ndédulo e da
simbiose; b) estudar a flora tropical, cujas caracteristicas
de nodulacdo sdo pouco conhecidas; c) observar as caracteristi-
cas culturais e morfoldgicas da bactéria; d) estabelecer a posi-
cdo das leguminosas florestais, dentro dos principais grupos de
inoculacdo cruzada, de acordo com a especificidade hospedeira,

mostrando as afinidades entre as subfamilias.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Importancia da simbiose

A fixacdo do Né por leguminosas noduladas é a inter-
reacdo de um numero de processos bioldgicos (Gibson,1974) que
pcdem ser considerados sob varios aspectos: fisioldgico, por
sua interacdo com o metabolismo da planta; quimico, pelas rea-
¢bes que ocorrem nos nbddulos; anatdmico, pelas estruturas pe-
culiares que os noédulos apresentam; bacterioldégico, pelo com-
portamento do microorganismo e edafoldgico, por tratar-se de
um fenbmeno préprio do solo (Rothschild, 1963).

Para se ter uma idéia melhor da importédncia da simbio-
se, calcula-se que a fixacdo bioldgica contribue com cerca de
108 a 109 t/ ano do nitrogénio fixado na superficie terres-
tre (Postgate, 1974), mas pouca atencdo tem sido dada ao pa-
pel que desempenham as leguminosas florestais nessa relacdo.

A regido do Cerrado oferece condig¢cbes muito  amplas
para a experimentacdo de folhosas de crescimento mais rapido.
As arvores leguminosas mais encontradas nessa regido perten-
cem aos géneros Bowdichia, Machaerium, Dalbergia, Stryophno-

dendron, Dimorphandra e Enterolobium, as quais sdo de grande
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importdncia para o balanco do N nesses solos (Murad et al.,

1968; Oliveira, 1969). Esséncias como Leucaena leucocephala
(Lam.) De Wit. e Cassia grandis L. f. foram utilizadas em
experimentos de ecologia florestal para reflorestamento de
savanas equatoriais, sendo a uUltima espécie considerada como
prioritdria  (Ledoux & Lobato, 1968). Dimorphandra mollis
Benth. é outra espécie florestal que apresenta propriedades
farmacoldégicas, além de ser comum nos Cerrados e de ser ca-
paz de nodular quando inoculada com Rhizobium especifico (Do-
bereiner & Campélo, 1975). Prosopis juliflora (Sw.) DC. pode
produzir 20 kg de frutos/4rvore, os quais sdo usados como
forragem (Foury, 1950). Dados de fixacdo de NZ de até 515/kg
/ha/ano foram conseguidos com Leucaena leucocephala (Henzell
& Norris, 1962). Esses dados, abrem perspectivas encorajado-
ras para maior competicdo 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 a selegcdo de -ecotipos (Rocha et al.,

1970) .

2.2 - Origem da simbiose

A relacdao entre grupos de leguminosas e seus Rhizo-
bium pode ser interpretada como uma associagcdo evoluciona-
ria, desde o0s 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 rapido e produtoras de 4acido (Norris,

1956; Nutman, 1965). As leguminosas, segundo Vincent (1974),



parecem ser basicamente uma familia tropical. Em 1958, Norris
admitiu o conceito sugerido por Gundersen (1950) de que as le-
guminosas primitivas eram arvores e arbustos que surgiram nas
regioes tropicais e subtropicais do Periodo Cretaceo Superior
e dai se dispersaram para as regidoes temperadas. Os climas na-
quele Periodo eram distribuidos na terra, da mesma maneira que
essas formas primitivas, mas com a revolucdo do Paleoceno os
climas tropicais tornaram-se restritos e a vegetacao tropical
também se retraiu. A evolucdo teria se dado entdo, através de
uma adaptacdo as condigcoes temperadas, sendo a forma original
que ainda hoje é conservada por um grande numero de espécies
tropicais, uma grande arvore de folhas macias e sempre verdes,
tipica de um ambiente sempre uUmido. A sequéncia da evolucdo
seria entao, grandes &arvores lenhosas——» arbustos e cipés
lenhosos — ervas perenes —pervas anuails (Norris, 1958). Des-
sa maneira, as ervas anuals leguminosas das regides tempera-
das seriam espécies altamente evoluidas. As subfamilias Mimo-
soideae e Caesalpinioideae tem se adaptado pouco as mudancas
e sdo quase completamente restritas aos tropicos e  subtropi-
cos, enquanto as Faboideae suportaram bem as modificagoes, de-
senvolvendo um grande numero de géneros e  espécies que invadi-
ram as zonas temperadas, embora a maioria das tribos da Faboi-
deae ainda mostre suas afinidades com os tropicos. A tribo Dal-
bergieae ¢é ainda totalmente tropical, enquanto as tribos Tri-
folieae, Vicieae e Loteae sdo inteiramente de clima tempera-

do, sendo ainda mais tolerantes as condicbes de solos pobres

(Norris, 1967). Outros autores (Parker, 1968; Senn, 1938; Axel-
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rod, 1958) no entanto, apresentam argumentos que as leguminosas
poderiam ter tido sua origem em regides subUmidas tropicais,
subtropicais ou mesmo temperadas. Senn (1938) comentou que con-
siderar as Mimosoideae como primitivas, por serem 0S seus géne-
ros predominantemente lenhosos, é uma questdo aberta a sérias
discussdes. As leguminosas devem ter sido simbioticamente pro-
miscuas (Norris, 1967), e as bactérias ancestrais, dos ndédulos,
eram provavelmente livres e capazes de fixar Nano solo (Parker,
1968) . A demonstracdo recente de que Rhizobium do grupo promis-
cuo pode fixarle em meio de cultura, vem comprovar essa hipdte-
se (Pagan et al. 1975; Dilworth & McComb, 1975).

A composicdo botdnica dos seis principais grupos de ino-
culacdo cruzada com as tribos hospedeiras, arranjadas filogene-
ticamente, foi apresentada por Nutman (1965), mostrando que a
taxonomia da hospedeira e os grupos de inoculacdo cruzada, tem
uma relacdo muito ampla. Atualmente, um grau mais elevado de
promiscuidade de inoculacdo, predomina entre as espécies tropica-
is, associadas ao tipo "cowpea" de Rhizobium de crescimento len-
to, o qual seria, segundo Norris (1958), a forma tipica 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 réa-
pido, uma forma semelhante a Agrobacterium radiobacter ou Agro-
bacterium tumefaciens. A perda progressiva da promiscuidade, ou
seja, o desenvolvimento da especificidade da bactéria, tem ocor-
rido em muitos géneros. No decorrer da evolucdo, a familia Legu-

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

Parker (1968) criticando a idéia da evolucdo defendida
por Norris (1956), segundo a qual, a bactéria do ndédulo evolu-
iu de um protétipo simbionte, ou seja, que as linhas genéticas
das 3 subfamilias tiveram as suas origens no mesmo Periodo, con-
cluiu que, ou as bactérias de crescimento rapido sdo idénticas
as de crescimento lento, mais primitivas, ou alternativamente
surgiram associacbes simbidticas (leguminosa-bactéria) separa-
das, em diferentes locais e tempos e assim, dois ou mais géne-
ros de bactérias seriam envolvidos. O grupo de inoculacdo  Pisum-
-Trifolium, com uma faixa simbidtica muito estreita, ¢é conside-
rado por Norris (1958) como uma condicdao "degenerativa-avancada"

de especializacdo simbidtica.

2.3 - Ocorréncia de ndédulos

O fato de uma espécie ndo apresentar nddulos num dado
momento, ndo deve ser uma conclusdo definitiva de que a espécie
nido nodula. E preciso que se facam varias coletas e em varios
locais para confirmar se o solo tem condicdes favoraveis, ou
ndo, para a nodulacdo (Beadle, 1964). Observacbes sobre o "sta-
tus" de nodulacdo de espécies da Amazdénia foram feitas por Nor-
ris (1969) em seedlings de algumas espécies, plantas novas e
adultas, coletadas em geral em solos arenosos e muito &cidos
(pH 4,5-6,0) ou em solos argilosos. Apenas 33% das Caesalpinioi-
deae aprcsentaram nédulos, mesmo quando coletadas em locais on-

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

das Faboideae e Mimosoideae estavam noduladas. A nodulacdo vari-



_10_

ava com o solo, pois algumas espécies coletadas em solos argilo-
sos ndo apresentavam ndédulos, embora em solos arenosos tenham
sido encontradas com ndédulos. Numa pesquisa mundial, 90% das es-
pécies Mimosoideae observadas por Allen e Allen (1961) apresen-
taram formas noduladas. Nos géneros Albizzia, Entada, Enterolo-
bium, Pithecellobium, Leucaena, Piptadenia e Parkia, todas as
espécies eram noduladas. Entre os géneros Inga, Calliandra, Aca-
cia, Mimosa e Prosoplis, existiam espécies noduladas e outras
ndo. Das Caesalpinioideae (115 examinadas), apenas 23% eram no-
duladas, enquanto nas Faboideae (1024 examinadas), a ocorréncia
de ndédulos era de 93%. Em Trinidad, De Souza (1966) observou
que dentre as 81 espécies estudadas, 63 eram noduladas, sendo,
40 pertencentes a subfamilia Faboideae, 17 a subfamilia Mimosoi-
deae e apenas 6 a Caesalpinioideae. Em zonas éaridas e semi-ari-
das da Austréalia, 68 espécies pertencentes as subfamilias Mimo-
soideae e Faboideae apresentavam nddulos, enquanto nenhuma das
Caesalpinioideae estava nodulada (Beadle, 1964). Na flora argen-
tina Rothschild (1970) observou a nodulacdo de espécies perten-
centes a 37 géneros, dos quais 32 apresentavam espécies nodula-
das. Dos 5 géneros que ndo apresentavam ndédulos, 4 eram Caesal-
pinioideae e 1 Mimosoideae (género Desmanthus). A observacdo da
ocorréncia de noédulos entre 538 espécies leguminosas da Rodésia,
revelou que 489 nodulavam, sendo que 307 eram espécies herbace-
as e 182 eram arvores. Apenas 29% das Caesalpinioideae eram no-
duladas, enquanto 90% das Mimosoideae e 99% das Faboideae apre-
sentavam nédulos. Das espécies aparentemente ndo noduladas, 96%

eram normalmente lenhosas (Corby, 1974). 14% das leguminosas in-
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digenas da Venezuela ndo apresentaram noéodulos (Barrios & Gonza-
lez, 1971), o mesmo ocorrendo com as erpécies africanas perten-
centes a subfamilia Caesalpinioideae  (Grobbelaar & Clark, 1972).
Na regido da Caatinga brasileira, as espécies Caesalpi-
nia bracteosa e Bauhinia forficata sdo conhecidas como ndo no-
duladas, enquanto espécies de Mimosa, Pithecellobium, Piptade-
nia, Parkia e Prosopis apresentam ndédulos (Allen & Allen, 1961)
e fixam nitrogénio com estirpes de Rhizobium especifico (Campé-
lo & Débereiner, 1969; Campélo & Campélo, 1972). Ja na regido do
Cerrado, as principais espécies Faboideae nodulam, com excecdo
de Bowdichia (De Souza, 1966; Allen & Allen, 1947).
Por muito tempo acreditou-se que a formacdo de nddulos
era uma propriedade comum a 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) sdo nodula-
das, sendo que a grande maioria pertence a subfamilia Faboideae.
Os géneros Cassia, Bauhinia, Caesalpinia (Caesalpinioideae) sao
tidos como ndo nodulados (Allen & Baldwin, 1954). O que se sabe
atualmente sobre nodulacdo de florestais tropicais sdo apenas ob-

servacbes 1isoladas e o "status" de nodulacdo pode variar com um

certo numero de fatores ambientais adversos. Em florestas equa-
toriais Bonnier (1957, 1960) observou a presenca de muito pou-
cas nodosidades. Nas regides tropicais, a nodulacdo das legumi-
nosas é¢ um fendmeno ciclico. No Amazonas, espécies de Acacia e
Mimosa, consideradas por Tutin (1958) como noduladas, foram en-

contradas sem nédulos por Norris (1956, 1969).
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2.4 - Formas dos no6dulos

A forma do ndédulo é determinada inicialmente pela hospe-
deira (Kidby & Goodchild, 1966) mas pode ser modificada pela
eficiéncia da associacdo (Vincent, 1974), embora Rothischild
(1963), tenha observado que ela é constante em cada hospedeira
e dependa do meristema respectivo. De uma maneira geral, ndédu-
los novos sdo esféricos e brancos, enquanto formas adultas apre-
sentam lébulos e sdo de cor preta ou marron escura. (Allen & Al-
len, 1936; Allen, 1949). Em leguminosas lenhosas os nédulos di-
ferem muito pouco dos encontrados em plantas herbaceas (Allen &
Allen, 1936) e a forma tem relacdao com a tribo a que pertence a
espécie botanica, dependendo, de certa forma, da estirpe invaso-
ra (Rothschild, 1963). No6dulos formados em Acacia farnesiana
por Rhizobium isolado de Leucaena sdo semelhantes aos da Leuca-
ena (ambas Mimosoideae), enquanto que nédulos formados em Vinna-
sinensis, pela mesma estirpe, sdo esféricos, semelhantes aos nbédu-
los formados por Rhizobium de crescimento lento e nbdulos forma-
dos em Mimosa invisa sdo tipicos dessa espécie (Trinick, 1965a).
Em Glycine, a forma do ndédulo é globosa a oblonga; alongado em
Tephrosia; coraldide em Crotalaria e alongado com ldébulos dis-
tribuidos em forma de dedos, em Acacia, sendo essas observacdes
feitas em formas adultas (Corby, 1971).

A esfrutura anatdémica do nédulo de espécies forrageiras
tem sido estudada por varios autores (Rothschild, 1963; Lange &
Parker, 1960; Bergersen, 1968; Bergersen & Goodchild, 1973) e
em leguminosas de grdos 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
condicdes naturais, foi feito um estudo morfoldgico e anatdmico,
a fim de se observar a estrutura dos nédulos, cuja origem se da
nas células corticais da raiz, sendo portanto, ndédulos exdgenos
que é o tipo mais comum (Harris et al., 1949), ao contrario do

amendoim que tem ndéddulos endbdgenos (Allen & Allen, 1940).

2.5 - Coloracédo de raizes e falta de nodulacéo

As raizes coloridas sdo mais frequentemente associadas

a espécies ndo nocluladas e porisso, mais encontradas entre as
Caesalpinioideae, embora as Mimosoideae e Faboideae também as
apresentem (Norris, 1969; Barrios & Gonzalez, 1971). Ndo foram
encontradas raizes coloridas na Tribo Loteae. A cor normal da
raiz nodulada é a de tonalidade branca, mas as cores variam do

amarelo palido 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. H4, no entanto, raizes coloridas com
nddulos e raizes sem coloracdo que se apresentam noduladas, em-

bora haja uma tendéncia acentuada para as raizes ndo noduladas

apresentarem-se coloridas (Corby, 1971).

2.6 - Razbes para a falta de simbiose

A natureza bioquimica e bioldgica da simbiose é muito
complexa e a capacidade de formar ndédulos pode ser uma caracte-
ristica fisioldgica, ndo encontrada sob certas condicdes (Con-
klin, 1936).

A falta de ndédulos em muitas espécies, pertencentes

principalmente a subfamilia Caesalpinioideae, tem sido observa-
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da por varios outros pesquisadores (Allen & Allen, 1936, 1961;
De Souza, 1966; Norris, 1969; Beadle, 1964; Rothschild, 1970;
Bafiados & Fernandez, 1954) e muitas causas sdo apontadas como
responsaveis pela auséncia de nodulacdo. A questdo 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 a perda total ou parcial da capacidade de nodular
(Vincent, 1967; Nutman, 1946). Ha espécies de trevo vermelho
resistentes a 1noculacdo com todas as estirpes de Rhizobium
testadas e essa resisténcia é devida a um simples gen recessi-
vo com um componente citoplasmico (Vincent, 1967). As estirpes
variam muito em sua capacidade de nodular. Com relacao a plan-
ta, sdo apontados como causas principais, responsaveils pela in-
capacidade de nodular, além dos fatores genéticos (Nutman, 1946),
a secrecao de substancias toxicas pelas raizes (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-
téncia a infeccao esteja associada a presenca de taninos ou po-
lifen6éis na raiz de determinadas espécies, o0s quals provocari-
am a auséncia de nédulos. No entanto, parece que a maior limi-
tagado Dbiolégica, diz respeito aos graus de incompatibilidade
entre os dois simbiontes (Bonnier & Brakel, 1969, 1970; Nutman,

1952).

2.6.2 - Razdes que provocam a falta de noéddulos
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Segundo Bonnier e Brakel (1969), a falta de ndédulos nas
florestas tropicais, ¢é atribuida a continua reciclagem do N.
A auséncia do Rhizobium adequado no solo é apontada como uma
das causas responsaveis pela falta de nddulos (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 infeccdo. A
perda da capacidade de nodular ¢é relativamente comum e pode o-
correr sem qualquer mudanca nas caracteristicas culturais da es-

tirpe, de acordo com Vincent (1970a).

2.7 - 1Inoculacdo cruzada

Os primeiros estudos sobre isolamento de bactérias dos
nédulos das leguminosas, ocorreram em 1879 quando Frank deu o
nome de Rhizobium Ilequminosarum as bactérias isoladas da ervi-
lha e do feijdo. Durante algum tempo, pensou-se que as bactéri-
as dos ndéddulos pertenciam a uma Unica espécie. Hellriegel (1886)
e Hellriegel e Wilfarth (1888) observaram a ocorréncia de ndbébdu-
los, apbds a inoculacdo de algumas leguminosas com extrato de
solos ndo  esterilizados, nos quais haviam leguminosas vicosas e
bem noduladas. Sem inoculacdo, as leguminosas plantadas em so-
los esterilizados mostravem-se amarelas e sem crescimento. Ain-
da em 1888, Beijerinck conseguiu a formacdo de nodosidades em
Vicia faba L., por meio de inoculacdo artificial, 1isolando a

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



-16-

Hiltner observou que a bactéria de Trifolium pratense ndo nodu-
lava Medicago sativa L.. Alguns anos mais tarde, Bergey (1934)
admitiu a existéncia de 6 espécies de Rhizobium.

Certas bactérias aparentemente alcancaram um estagio
avancado em seu desenvolvimento e tornaram-se especificas para
uma determinada espécie, podendo ser benéficas a 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 ndédulos quando ino-
culadas com Rhizobium da chamada "miscelania cowpea", sdo fre-
quentes as diferencas em eficiéncia. Este fato serd cada vez ma-
is importante a medida que se desenvolvam novas variedades e es-
pécies para uso comercial nos trépicos (Graham & Hubbell, 1974).
Assim, pode-se concluir que na associacdo entre espécies legu-
minosas e estirpes de Rhizobium, existe um marcado grau de espe-
cificidade.

Temos um grupo de inoculacdo cruzada quando um agrupa-
mento intimamente relacionado de espécies leguminosas evoluiu a
um estagio de perda da promiscuidade (Norris, 1967). 16 grupos
de inoculacdo cruzada foram citados por Fred et al. (1932), sen-
do 8 grupos maiores compreendendo: alfafa, trevo, ervilha, fei-
jdo, lupinos, soja, cowpea e lotos e seus respectivos Rhizobium
e 8 grupos de menor importéncia. Ainda em 1932, Waksman estabe-
leceu 12 grupos de inoculacdo 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-

lacdo, incluindo espécies dos géneros Aeschynomene, Erythrina,
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Acacia e Mimosa, no grupo "cowpea" de inoculacdo cruzada e, co-
mo culturas isoladas de Pithecellobim dulce Benth. ndo produ-
zissem nbédulos em nenhuma das espécies usadas, ele colocou es-
sa espécie num grupo isolado. Varias espécies, entre elas Al-
bizzia lebbek L., foram adicionadas ao grupo "cowpea" por Nor-
ris (1956) e devido a impossibilidade de se estabelecer limi-
tes bem definidos entre as relacdes Rhizobium e um certo grupo
de plantas, Wilson (1939) afirmou que sob o ponto de vista ci-
entifico, esse conceito de grupo de inoculacdo cruzada ndo tem
validade, embora tenha finalidades préaticas. Assim, o estabele-
cimento desses grupos seria mais um obstaculo do  que um auxi-
lio no estudo das relacbées planta-bactéria. Por outro lado, Al-
len e Allen (1947) consideraram que a relacdo bactéria-planta
¢ o Unico fator disponivel para a identificacdo das bactérias
dos noédulos. Os 16 grupos de Fred et al. (1932) foram atualiza-
dos por Allen e Baldwin (1954) que os elevaram para 24.

Quanto aos beneficios ou ndo, de uma inoculacdo, as legu-
minosas tropicais lenhosas sdao 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 1inoculacdo. Burton (1952) observou uma determinada es-
pecificidade no grupo "cowpea", verificando que em geral, as es-
pécies desse grupo ndo necessitam de inoculacdo, no entanto, nem
sempre fica assegurado o beneficio da simbiose, sem ela. Muitos
trabalhos foram desenvolvidos nesse sentido, envolvendo legu-
minosas de 1interesse para a agricultura, principalmente com

referéncia a leguminosas forrageiras, ou de adubacdo verde. As
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contribuicdes de Allen e Allen (1936), Allen (1949), Norris
(1956), Carrol (1934), Galli (1958), Masefield (1958), Trinick
(1965a e b) e muitos outros, permitiram a classificacdo das le-
guminosas dentro desses grupos de inoculacdo cruzada, estabele-
cendo-se assim, as relacdes com os diversos grupos de bactérias,
associados com outras leguminosas. Norris (1967) e Robinson
(1969) sugeriram que geralmente as leguminosas nodulam mais ra-
pido e com mais eficdcia quando inoculadas com culturas homélo-
gas.

As razdes das preferéncias de uma bactéria por uma de-
terminada espécie, sdo desconhecidas (Allen, 1949). O grupo
Trifolium de inoculacdo cruzada ¢é bastante restrito, compreen-
dendo apenas espécies desse género (Nutman, 1956). Nem sempre
leguminosas do mesmo género sdo colocadas no mesmo grupo de ino-
culacdo, como é o caso do género Mimosa (Ishizawa,1972). Dentro
do grupo "cowpea", Nutman (1965) fez uma subdivisdo, depois de
observar que as estirpes eficientes em Lotus uliginosus tendiam
a ser 1ineficientes em Lotus corniculatus e vice-versa.

Com leguminosas forrageiras e de adubacdo verde foram
estabelecidos 4 grupos de inoculacdo cruzada, sendo a Leucaena
colocada em um grupo a parte, pois sbé nodulou com estirpe homb-

loga, mostrando ser altamente especifica, quando testada com

estirpes pertencentes aos principais grupos de inoculacdo (Gal-
1i, 1958; Trinick, 1963), no entanto, Wilson (1939) conseguiu
nodulacdo 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 inumeros trabalhos sobre inoculacdo cruzada
(Waksman, 1932; Fred et al., 1932; Allen & Baldwin, 1954; Nor-
ris, 1956; Galli, 1958), serdo 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 € 0s 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 prépria espécie, a leucena nodulou eficien-
temente, ndo ocorrendo o mesmo quando inoculada con estirpes
de Mimosa caesalpiniifolia Benth., Piptadenia peregrina (L.)
Benth. e Lonchocarpus discolor Hub., as quais produziram uma
nodulacdo ineficiente (Campélo & Campélo, 1972). Com estirpes
de crescimento lento, 1i1soladas de 41 leguminosas tropicals, per-
tencentes aos principais grupos de inoculacdo, a leucena né&ao
nodulou, mas nodulou eficientemente com estirpes de Mimosa, Aca-
cia e Sesbania (de crescimento rapido) e vice-versa. No entan-
to, a nodulacdo 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 1inoculacdo

com Rhizobium especifico (Trinick, 1963; Diatloff, 1973). Tes-
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tando 21 estirpes de Rhizobium de leguminosas do Suddo, Habish
e Khairi (1968) admitiram que a Acacia ssSpp. tem sua proépria
estirpe de Rhizobiuum. Por outro lado, estirpes isoladas de es-
pécies dos géneros Leucaena e Mimosa, nodularam uma espécie do
género Medicago (Trinick, 1965a).

Informacdes sobre nodulacdo e grupos de 1inoculacdo
em leguminosas florestais a ndo ser a leucena, sdo muito es-
cassas. Praticamente, nada se fez sobre o assunto. Sabe-se no
entanto, que muitas espécies florestais ndo se enquadram den-
tro dos mais conhecidos grupos de inoculacdo, devido a sua es-
pecificidade, como é o caso da Mimosa caesalpiniifolia que sO
nodulou quando inoculada com estirpes homdélogas, ndo nodulando
com Rhizobium de Clitoria, Dolichos, Indigofera, Centrosema, Vi-
cia e com a estirpe CB-756 (conhecida como altamente promiscua)
mostrando, assim, alta especificidade. Ja Piotadenia peregrina,
nodulou eficientemente com Rhizobium de M. caesaloiniifolia
(Débereiner, 1966, 1967; Campélo & Dobereiner, 1969; Campélo &
Campélo, 1970).

Ressaltando a importdncia das caracteristicas fisio-
l6gicas, como complementacdo dos métodos culturais, para distin-
guir os microorganismos de diferentes hospedeiras, dentro de
um determinado grupo de inoculacdo, Conklin (1936) dividiu as
espécies por ela usadas em 2 grupos de inoculacdo cruzada, aos
quais chamou de "Cowpea-soja" (grupo 1) e ervilha (grupo 2).
Embora observando certas irregularidades, de acordo com essas
caracteristicas, incluiu no grupo 1, estirpes de Cassia, por

terem produzidos nédulos em "Cowpea". Em 1937, Bushnell e Sar-
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les estabeleceram 8 grupos, adicionando ao grupo "Cowpea" de
inoculacdo, uma espécie do género Cassia pelas caracteristicas
culturais e morfoldgicas da estirpe isolada dessa espécie, se-
melhantes a outras pertencentes ao citado grupo. Em leite-lit-
mus, a estirpe apresentou reacdo muito alcalina e sem =zona de
soro, caracteristicas do Rhizobium do "Cowpea".

Estirpes de Rhizobium de crescimento lento, como Rhizo-
bium lupini, nodularam Lotus corniculatus L., Lotus wuliginosus
e Anthyllys vulneraria, enquanto alguns Rhizobium de crescimen-
to rapido isolados de espécies do género 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 incluidas no grupo Lupini (Bushnell & Sarles, 1937),
juntamente com estirpes de crescimento rapido, isoladas de es-
pécies do género 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 vrapido, (Tri-
nick, 1968). Além disso, Pankhurst (1970) admitiu dois grupos
de inoculacdo dentro de um s género (Lotus), estirpes produto-
ras de &cido e estirpes que ndo produziam acido.

Sabe-se que algumas leguminosas sdo mais promiscuas do
que outras, nodulando com estirpes isoladas de plantas perten-
centes a varios grupos de inoculacdo cruzada. A nodulacdo de
espécies forrageiras ou de grdos, do grupo "Cowpea" por algu-

mas estirpes de Rhizobium japonicum e Rhizobium phaseoli & bem
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estabelecida (Sears & Carrol, 1927), mas exemplos de estirpes de
"Cowpea" nodulando a soja (Conklin, 1936), Leonard, 1923), ou
Phaseolus vulgaris, ndo sao muito comuns (Habish & Khairi,1968).

Por outro lado, Graham e Parker (1964) comentaram que
¢ extremamente rara a inoculacdo cruzada entre Rhizobium de tre-
vo, ervilha e feijdo e hospedeiras do grupo de crescimento len-
to e que estirpes isoladas de cowpea, soja e lupinos ndo nodu-
lam hospedeiras do grupo da ervilha e do trevo. Geralmente, es-
tirpes 1isoladas de plantas promiscuas ndo nodulam reciprocamen-
te outras plantas daquele grupo de inoculacdo (Allen & Allen,
1939). Como as espécies tropicais atuais, conservam seus carate-
res ancestrais, é possivel investigar o tipo primitivo de nodu-

lacdo e as formas originadrias dos ndédulos, hoje conhecidos.

2.7.1 - Mecanismo da infeccdao

O mecanismo da infeccdo podera ser visualizado da se-
guinte maneira, de acordo com Humphrey e Vincent (1959): a bac-
téria excretaria substdncias soluveis em &gua, provavelmente po-
lissacarideos, altamente especificas, as quals seriam capazes
de induzir a producdo de poligalacturonase pelas raizes da hos-
pedeira. 0 principio ativo atravessaria a parede celular, alcan-
caria o protoplasma e reagiria com alguns componentes da célu-
la (Vincent, 1967). Ljunggren (1961) sugeriu que tais substanci-
as extra-celulares poderiam conter também acido desoxirribonu-
cleico. Embora o envolvimento da poligalacturonase no processo
de infeccdo, seja ainda bastante discutido por varios autores

(Nutman, 1970; Solheim & Raa, 1971), Fahraeus e Ljunggren (1959)
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e Ljunggren e Fahraeus (1961), observaram relacbes entre a capa-
cidade de formacdo de nédulos em variedades de trevos e a pre-
senca de estirpes homdélogas e concluiram que a producdo de poli-
galacturonase que antecede a invasdo do pelo radicular, desem-
penha, provavelmente, um papel importante na 1iniciacdo do cor-
ddo de infeccdo. No entanto, Solheim e Raa (1971) ndo encontra-
ram diferencas na atividade pectolitica entre seedlings inocu-
lados e ndo 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 ndo é envolvida no processo
de infeccdo.

Examinando polissacarideos extracelulares de Rhizobium,
Bailey et al. (1971), encontraram uma alta concentracdo de ma-
nose en 43 estirpes de crescimento rapido, no entanto, Humphrey
et al. (1974), notaram a auséncia desse aclUcar em exopolissaca-
rideos de estirpes de Rhizobium meliloti e Rhizobium trifolii,
ambas de crescimento répido, quando o meio de cultura usado era
purificado, entdo levantaram a possibilidade de que a fonte de
manose encontrada por Bailey et al. (1971), seria devido a pre-

senca do extrato de levedura impuro, no meio.

2.8 - Caracteristicas culturais e morfoldgicas do Rhizobium

Em cada grupo de inoculacdo, geralmente as bactérias
tem caracteristicas morfoldgicas e culturais semelhantes, no
entanto, alguns investigadores (Fred et al., 1932; Graham, 1964a)
observaram diferencas na utilizacdo de carboidratos por diver-

sas estirpes de Rhizobium. Drets e Arias (1972) encontraram di-
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ferencas enzimaticas entre estirpes de Rhizobium, classificadas
de acordo com a velocidade de crescimento em répidas e lentas,
depois de estudarem comparativamente as mais importantes enzi-
mas das 4 principais vias metabdlicas dos carboidratos, chegan-
do a conclusdo de que estirpes de crescimento rapido possuem
as enzimas correspondentes ao ciclo da hexose monofosfato, en-
quanto as de crescimento lento apresentam auséncia de atividade
de NADP-6 fosfogluconato desidrogenase (6PGD). Por outro lado,
Graham (1964b) observou que existem afinidades entre estirpes
do grupo de crescimento rapido e grandes diferencas entre esse
grupo e as de crescimento lento. Em 1974, Drets et al., mostra-
ram também que existem grandes diferencas no crescimento e uti-
lizacdo de sacarose por estirpes de Rhizobium. As diferencas me-
tabdlicas poderdo ser explicadas pela presenca de urna inverta-
se, ©em estirpes de Rhizobium de crescimento rapido e Agrobacte-
rium tumefaciens, capaz de metabolizar a sacarose e pela ausén-
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 Ultimo grupo. A
velocidade de crescimento dependeria assim, da existéncia de
uma falha metabdlica. Essa caracterizacdo  metabdlica é importan-
te do ponto de vista pratico, uma vez que fornece um método sim-
ples na identificacdo das espécies de Rhizobium.

Burris et al., (1942) observaram que o metabolismo de
polidlcoois por Rhizobium se processava através de algum meca-
nismo oxidativo e sugeriram que esta oxidacdo 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 rapido (DO-
bereiner, 1966) semelhante ao das leguminosas temperadas, na
utilizacdo de carboidratos, e sdo muito especificas (Trinick,
1965a) . Certas estirpes de Mimosa, alcalinizaram o meio e ou-
tras o acidificaram (Norris, 1969), enquanto estirpes de Cas-
sia produziram reacdo alcalina dentro de 2 semanas, num meio
em que foram usados varios carboidratos (acucares, alcoois e
dcidos orgadnicos), 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 filtracdo
(Conklin, 1936). Vincent (1970b) comentou que o Rhizobium ¢é
uma bactéria heterotréfica, capaz de utilizar uma larga faixa
de carboidratos e de requerer, de acordo com a estirpe, para
un melhor crescimento, um ou mais amino-&cidos 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 rapido utili-
zam uma faixa mals larga de compostos de carbono do que as de
crescimento lento (Vincent, 1974). Acidos orgénicos, alcoois e
acucares, incluindo a sacarose, foram utilizados por estirpes
dos varios grupos de inoculacdo cruzada, sendo a Unica diferen-
ca a producdo ou ndo, de é&cido pelos diversos grupos (Galli,
1959), embora a producdo de acido seja uma medida duvidosa e
indireta da utilizacdo de carbono pela estirpe (Vincent, 1970b).

Para um melhor desenvolvimento, certas estirpes requerem O
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uso de biotina, tiamina e &acido pantoténico (Graham, 1963; Wil-
son, 1939).

Norris (1965) sugeriu que leguminosas que nodulam me-
lhor em condicdes acidas sdo associadas com Rhizobium de cresci-
mento lento que ndo produzem acido em meio de cultura. As legu-
minosas adaptadas a pH neutro sdo associadas com Rhizobium de
crescimento réapido, os quais nesessariamente produzem éacido.

Apesar da existéncia de numerosas hipdéteses em torno do
crescimento rapido ou lento e da producdo de acido ou alcali pe-
lo Rhizobium de leguminosas temperadas ou tropicails, respectiva-
mente, pouca informacdo existe a respeito das causas fisioldgi-
cas dessas caracteristicas. Uma divisdo entre estirpes que
acidificam o meio e estirpes que o alcalinizam fol observada em
meio de cultura com manitol. Como fonte energética, esse alcool
mostrou-se melhor que a sacarose para ambos os grupos (Norris,

1965) .

Através de técnicas de computacdo, Graham (1964b) ob-
servou as relacdes entre 83 estirpes de Rhizobium e 38 estirpes
de bactérias pertencentes a outros géneros, usando 100 diferen-
tes testes que incluiam exigéncias de vitaminas, carboidratos,
sensibilidade a antibidticos, etc. e chegou a conclusdo de que as
diferencas existentes entre estirpes de crescimento lento e de
crescimento rédpido, pertencentes aos principais grupos de ino-
culacdo, poderdo ser usadas na separacdo dos grupos de Rhizo-
bium uma vez que nenhuma afinidade seroldgica foi encontrada
entre os dois grupos. Assim, Rhizobium trifolii Dangeard, Rhi-

zobium leguminosarum Frank e Rhizobium phaseoli Dangeard, se-
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riam incluidos numa s espécie e um novo género Phytomyxa, in-
cluiria estirpes decrescimento lento. O melhor crescimento de
estirpes de Rhizobium de Lotononis foi conseguido com galacto-
se (2%) em substituicdo ao manitol. Com glucose, sacarose, ma-

nitol e lactose, essas estirpes nao alcancaram 500 x 100 de cé-

lulas wviaveis/ml (considerado como standard minimo), enquanto
com arabinose o standard méximo foi ultrapassado (Vincent &

Jancey, 1964).

2.9 - Atividade especifica da Né-ase.

A nitrogenase, responsavel pela fixacdo do NZ é uma
enzima bastante versatil, capaz de reduzir N, a NH3, CZHZ 3
CEHh e varios outros substratos, dando uma relacdo tedbdrica de
1 mol de N, para 3 moles de CZHh produzidos.

A analise baseia-se, portanto, na semelhanca da taxa
de ativacdo de elétrons e transferéncia para ambos N2 ou CrH,
como substrato (N +6 H+——§§—%> 2NHz e CoH, + 2H* —23—19~02Hh).
Tanto o acetileno como O etileno podem ser facilmente avaliados
por cromatografia gasosa com uma precisdao 1.000 vezes maior que
a conseguida com os métodos de 15N2 (Dart et al, 1972). A limi-
tacdo principal do método de reducdo de acetileno é sua inter-
pretacdo correta, pois se trata da avaliacdo da atividade da
No-ase, no momento da amostragem e ndo de valores absolutos, em

termos de nitrogénio fixado (Dobereiner & Day, 1974, Dobereiner

et al, 1972).

2.10 - Taxonomia
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O Rhizobium apresenta um polimorfismo que tem carater
de fases sucessivas de um ciclo vital, podendo apresentar-se sob
3 formas: pequenos bastonetes flagelados, micrococos e bastone-
tes maiores sem flagelo que sdo os bacterdides (Burkart, 1952),
forma responsavel pela fixacdo de K, (Bergersen, 1968). Quanto
a flagelacdo, a maior parte das estirpes de Rhizobium sdo pouco
flageladas, sendo encontrados dois tipos de flagelo: peritri-
quios, com um comprimento médio na faixa de 1,3 a 1,6 e mono-
triquios com um comprimento na faixa de 1,9 a 2,2}1 (Leifson,
1960). As bactérias peritriquias com varios flagelos dispersos,
sdo caracteristicas de crescimento répido, enquanto as monotri-
quias, como a da soja, sdo caracteristicas de crescimento lento
(Burkart, 1952). Bergey (1934) agrupou os Rhizobium em 2 Jgrupos
de acordo com o comportamento em leite-litmus e a flagelacdo: 1)
0s que tornam o meio alcalino. Neste grupo, encontram-se o0s
que formam zona de soro e sdo peritriquios e os que ndo formam
zona de soro e cujas células sdo monotriquias; 2) os que tor-
nam o meio &cido, formam uma zona de soro e as células sdo pe-
ritriquias. De Ley e Rassel (1965) levando em consideracdo o
tipo de flagelo da estirpe, dividiram os Rhizobium em dois gru-
pos: O primeiro abrangendo os flagelados peritriquios com uma

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

a 63,1% e o segundo grupo, compreendendo os flagelados monotri-
quios com uma taxa mais alta de guanina + citosina na faixa de
62,8 a 65,5%, estabelecendo, assim, uma correlacdo entre a com-

posicdo 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 Uni-
ca espécie, Bacillus radicicola Beijerinck, predominou duran-
te muito tempo. Em 1879, Frank estabeleceu a separacdo de um
género especial, Rhizobium Ileguminosarum. Atualmente, nos 1li-
vros de texto, sdo conhecidos 6 diferentes grupos de inocula-
cdo, cada qual com seu Rhizobium especifico, 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 phaseoll Dangeard
para o feijdo e um grupo com um alto grau de promiscuidade, de-
nominado grupo "cowpea" (Burkart, 1952), no entanto, existe mui-
ta controvérsia sobre essa classificacdo. Nutman (1965) comen-
tou que os epitetos usados para descrever a bactéria de cada
um desses 6 grupos principails, tem uma validade taxondmica du-
vidosa, mas sdo conservados por conveniéncia. De acordo com
Vincent (1974) o género Rhizobium esta associado com o0s géne-
ros Agrobacterium e Cronobacterium, na familia Rhizobiaceae,
dentro da Ordem Eubacteriales. Como bases para um sistema de
classificacéo, Vincent (1970c) considerou a taxonomia numérica
de Graham (1964b), a homologia do ADN, os antigenos internos
do grupo e as relacdes G + C, como alguns dados importantes.

A posicdo taxonbmica da planta dentro da familia ¢
uma consideracdo 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 relacdo entre a forma do ndédulo maduro e a
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classificacdo tribal da hospedeira, havendo, portanto, uma for-
ma caracteristica para cada tribo. Norris e t'Mannetje (1964)
aplicaram o método "symbio-taxonomy" para determinar a posi-
cdo filogenética de espécies dentro de grupos especializados
e chegaram a conclusdo de que existe uma relacdo mais aproxima-
da entre as espécies que nodulameficientemente com certas es-
tirpes de Rhizobium do que entre estas hospedeiras e outras
que nodulam ineficientemente, ou mesmo, que ndo produzam nddu-

los, com tais estirpes.



3— MATERIAL E METODOS

3.1 - Procedéncia do material

Algumas sementes de leguminosas florestais, utilizadas
nesta tese, vieram de Brasilia, enviadas pelo Prof. Ezechias
Heringer, outras foram conseguidas pelo Prof. Lauro Bezerra,
da U.F.R.PE, uma espécie fol 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 Estacdo Experimen-
tal Engenheiro Mario Xavier, RJ. As estirpes de Rhizobium foram
todas isoladas no Setor de Microbiologia de Solos da EMBRAPA/
RJ. Os solos usados para inoculacdo foram coletados nos locais
de procedéncia das sementes e a areia usada nos vasos € 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 vegetacao
e no Laboratério de Microbiologia de Solos (EMBRAPA/RJ), sendo
os trabalhos de observacdo de flagelacdo, desenvolvidos nos

Institutos de Microbiologia e de Biofisica da U.F.R.J.
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3.3 - Experimentos

3.3.1 - Ocorréncia de nodulacdo

A fim de se observar a capacidade de nodulacdo de 43
espécies florestais, foi feito inicialmente, um experimento em
casa de vegetacdo (Figura 1), usando-se vasos com 10 kg de are-
ia lavada (Figura 2), em blocos ao acaso com 2 repeticbes, sen-
do a germinacdo das sementes feita em sementeiras (Figura 3).

Neste experimento foram wusadas 24 estirpes de Rhizobium.

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

vés das seguintes publicacbes: Braga (1953), Campélo (1970), En-
gler (1964), Bentham (1876), Barroso (1946) e Jackson & Hooker

(1946) .
3.3.1.2 - Estirpes de Rhizobium usadas
Referéncia 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 a resisténcia do tegumento, as sementes de mui-
tas espécies florestais sé germinam bem quando recebem um pré-
tratamento com é&cido sulftirico, &gua morna e outros meios usa-
dos com a mesma finalidade. Para facilitar a germinacao foi usa-
do o acido sulfurico concentrado, variando o tempo conforme a

resisténcia  do tegumento, durante 10-15 min.. Em seguida, foram
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bem lavadas em agua corrente até a lavagem completa do &cido.
Para a esterilizacdo, foi usado HgClZ (sol. a 1:1.000), durante
2-3 mim. e em seguida, lavadas com &gua esterilizada por 5 ve-
zes. Apds esses tratamentos, as sementes foram plantadas nas se-

menteiras.

3.3.1.4 - Adubacédo

Tanto os vasos quanto as sementeiras foram adubados
com KHZPoh (sol. 3,5%) 5 ml/kg de areia e com uma solucdo de e-
lementos menores (1 ml/kg de areia). A solucdo de elementos me-
nores tinha a seguinte composig&o:MgSOh-THZO : 150,0009;
Cus0;« 5H0 : 15,800g3 ZnS0).7 H,0:8,908g; 1{31303 : 1,000q;
NaZMOOLL'Z HZO: 0,500g; FeS0,4.7 HZO:ZO,OOOg. A esta solucdo fo-
ram adicionadas 20,000g de acido citrico, completando-se o volu-
me para 1.000 ml com.HZO destilada. A solucdo foli esterilizada

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

3.3.1.5 - Sementeiras

Para a germinacdo 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 - 1Inoculantes

0 meio de cultura usado para os inoculantes foi o 79
de Fred e Waksman (1928), semiliquido, distribuido 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 30°C, até a cultura atingir um bom desenvolvimento (6-
8§ dias), quando entdo, foi testada quanto a pureza, ao microscod-
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 composicdo do meio fol a seguinte: Agar: (bacto-agar, Difco),
2g; manitol: 10g; KZHPth 0,1g; KHZPOLL: 0,4g; MgSOh.'] HEO:
0,2g; NaCl: 0,1g; extrato de levedura (10%): 100 ml; azul de
bromotimol (sol. 0,5% alcodlica): 5 ml. Completar com HZO 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, sabia, vinhatico liso e mulungld e o
segundo grupo com estirpes de Rhizobium de: catinga de barrdo,
sombreiro, Jjacaranda, cassia, leucena, ébano, algaroba e pitece-
lébio. Cada uma das espécies florestais foi inoculada com 5g de
solo do local de procedéncia da semente ou com as estirpes de
Rhizobium (duas de cada espécie) dos 2 grupos citados acima. As-
sim, 0S Vvasos que receberam inoculacdo com o grupo 1 de estir-
pes, foram inoculados com 40 ml de cultura (5 ml de cada estir-
pe) e o0s que receberam o grupo 2 de estirpes foram inoculados

com 80 ml de cultura.

3.3.1.7 - Colheita e observacdes

65 dias apdés o transplante as plantas foram colhidas
e feitas as observacdes de nodulacdo (nimero, cor e forma do nobd-
dulo) e coloracdo das raizes. Para determinar a forma, foi con-

siderado apenas o ndédulo maduro.
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Simultaneamente, foram feitas observacdes em 17 espé-
cies de leguminosas colhidas no campo, na é&rea da U.F.R.R.J.,
nas Estradas Rio-Santos, Rio-Petrépolis e na Estacdo Experimen-
tal Eng. MArio Xavier, em plantas adultas e/ou jovens, para cons-
tatar o "status" de nodulacdo, em seu habitat natural. Como algu-
mas espécies vieram de outros locais, ndo foi possivel fazer
tal observacdo em todas. Em plantas jovens, as observacdes fo-
ram feitas arrancando-as com O sistema radicular completo, en-
quanto em plantas adultas o solo era escavado, com enxaddo, jun-
to as raizes principal e secundérias mais jovens, até a profun-
didade de 0,50 m, onde eram cortadas e examinadas no préprio lo-
cal. Todas as espécies foram colhidas em solos de aterro, em can-

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

Espécies examinadas Local Idade da planta
Adenanthera pavonina Est. Exp. Adulta
Albizzia lebbek Est. Exp. Jovem
Enterolobium ellipticum Est. Exp. Adulta

Mimosa caesalpiniifolia U.F.R.R.J. Adulta e Jovem
Piptadenia peregrina U.F.R.R.J. Jovem
Erythrina velutina U.F.R.R.J. Joven
Erythrina speciosa Rio-Petrbpolis Adulta
Lonchocarpus discolor Est. Exp. Adulta
Sesbania marginata Rio-Santos Adulta
Bauhinia sp. U.F.R.R.J. Adulta
Caesalpinia echinata U.F.R.R.J. Adulta e Jovem

Caesalpinia peltophoroides U.F.R.R.J. 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 - Inoculacdo cruzada

A finalidade desse experimento foi, por meio de inocu-
lacdes cruzadas, estabelecer os grupos de inoculacdo, 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 vegetacdo este segundo ex-
perimento, usando-se 11 espécies florestais e 1 forrageira (Es-
tilosante), para comparacdo e 19 estirpes de Rhizobium, em 3 re-
peticdes, divididas em blocos com 36 latas. Para 1sso 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 germinacdo das sementes foram preparadas semen-
teiras idénticas as usadas no experimento 3.3.1, assim como, a
adubacdo das latas e o tratamento das sementes foi também idén-

tico ao primeiro experimento (3.3.1).

3.3.2.2 - Transplante e inoculacdo

Com 8 dias de germinadas as plantinhas foram transplan-
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tadas para as latas, 7ja& adubadas, onde receberam a inoculacdo
(1 ml/lata, de cada cultura). O inoculante foi preparado em me-

io 79, j& referido no experimento anterior.

3.3.2-3 - Espécies leguminosas e estirpes de Rhizobium
usadas.
Espécies Estirpes Origem das estirpes
Acacia mollissina Am. 1,2 Acacia mollissima
Albizzia  lebbek Al. 2,4 Albizzia lebbek
Entada polyphylla Ep. 2 Entada polyphylla
Erythrina speciosa Es. 1,3 Erythrina speciosa
Leucaena leucocephala L1.7 Leucaena leucocephala
Mimosa caesalpiniifolia x-18,26 Mimosa caesalpiniifolia
Mimosa laticifera MI1.1 Mimosa laticifera
Piptadenia peregrina Pr. 2,4 Piptadenia peregrina
Pithecellobium dulce Pd. 2 Pithecellobium dulce
Prosopis juliflora Pj. 1 Prosopis  juliflora
Sesbania marginata Sm. 1 Sesbania marginata
Stylosanthes  schofield BR. 23 Stylosanthes schofield
Pr. 1 Plathymenia reticulata
Vr. 4 Vigna racemosa

As sementes tiveram a mesma procedéncia que as usadas
no experimento anterior.

As estirpes foram igualmente testadas quanto a pureza.

3.3.2.4 - Colheita e analise

65 dias apbés o transplante, as plantas foram colhidas.
Nas ndo noduladas foi feita apenas a observacdao da cor da raiz,

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

guida, feitas as observacdes de cor, numero e peso seco de nbéddu-
los e cor das raizes.

Para medir a atividade especifica da nitrogenase foi feito
O seguinte: as raizes com nédulos 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 perfuravel com agulha hipodérmica. Parte do ar conti-
do nos frascos foi substituida por acetileno (retirado de um ci-
lindro), aspirando-se 12 ml do ar e 1injetando-se, em seguida, 12
ml de acetileno (com o auxilio de uma seringa hipodérmica), fican-
do nos frascos uma mistura com aproximadamente 10% ckaCZHZ. Os
frascos foram incubados em temperatura ambiente, durante 1 hora,
quando entdo, 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 ingestdo no croma-
tografo. O etileno produzido nas amostras durante 1 hora, foi ava-
liado injetando-se esses 0,5 ml num Perkin Elmer‘(Fll),cromaté—
grafo de gas, com coluna Poropak N de 2m x OSmm (de didmetro), a
temperatura de 100°C, tendo o nitrogénio como gas de arraste, num
fluxo de 25 ml/min. e ionizacdo de chama de hidrogénio (Day et al.,
1975). 0 acetileno também foi medido em todas as amostras, servin-

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

calibracédo, misturas de etileno e ar conhecidas foram usadas e to-
dos os valores foram corrigidos, para a contaminacdo do etileno
proveniente do acetileno usado. Uma vez conseguidos os graficos fo-
ram calculados os resultados e feita a andlise estatistica, u-

sando-se o teste de Tukey.
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Feitas as observacbes de numero, cor e forma, os nédu-
los foram levados a estufa a 65°C para secagem e pesagem pPOS-—

terior.

3.3.3. - Ensaios de laboratoério

3.3.3.1 - Fontes de C para crescimento do Rhizobium

Em meio 79 sé6lido (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 relacdo ao crescimento e efeito no pH final do meio
de cultura, comparando-se como fontes energéticas: galactose,
dextrose, arabinose, maltose, manitol, xilose, aclcar cristal
e succinato de sdédio (pH inicial do succinato 7,3). A composi-
cdo do meio foi a mesma usada nos experimentos anteriores.

Solucdes a 10% de galactose, dextrose, arabinose, mal-
tose, manitol, xilose, succinato de sdédio e aclcar cristal fo-
ram preparadas e esterilizadas em filtros Seitz. Apds a esteri-
lizacdo foi adicionado ao meio basico, ja esterilizado em auto-
clave, 1% da solucdo, com auxilio de pipeta esterilizada. O
meio foil homogeneizado com uma delicada agitacdo do tubo. As
estirpes de Rhizobium foram repicadas nesses tubos, incubados
a 30°C e apbs 3 dias, feitas as primeiras observacdes na mu-
danca de pH e crescimento da cultura. Todas as estirpes foram
também repicadas em tubos testemunhas (meio 79 sem fonte de C).
Outras observacdes foram feitas no 6°, 10°, 14° e 20° dias, a-

pbés incubacdo. As culturas usadas tinham a mesma idade, foram

desenvolvidas en 79 liquido (com manitol) e testadas anterior-
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mente, quanto a purezza, por meio de riscagem em placas de Petri
com meio 79 sbélido (com manitol) e com azul de bromotimol (pH

6,8), como indicador.

Estirpes de Rhizobium usadas:

Estirpes Origem

Pp. 2,3,4,7 Piptadenia  peregrina
Ep. 1,2,3 Entada polyphylla

Ee. 1,2,3 Enterolobium ellipticum
x.13, x.26, x.18 Mimosa caesalpiniifolia
ES. 1,2,3 Erythrina speciosa

Am. 1,2,3 Acacia mollissima

Pr. 1,2,3 Plathymenia reticulata
Ml. 1,2,3 Mimosa laticifera

Sm. 1,2 Sesbania marginata

vr. 1,2,4 Vigna racemosa

Pj. 1,2,3 Prosopis juliflora

Dm. 1,3 Dimorphandra mollis
Al. 2,3,4 Albizzia lebbek

Mi. 1,2,3 Machaerium incorruptibile
L1. 2.7,10 Leucaena leucocephala
d. 1,2,3 Lonchocarpus discolor
Pd. 1,2 Pithecellobium dulce

Cc. 1,2,3 Cassia calycioides

BR. 23 Stylosanthes sp.

F. 310 Phaseolus vulgaris

As estirpes BR-23 e F-310 foram usadas para com-
paracdo por serem tipicas de crescimento lento e de crescimen-
to répido, respectivamente. Para observacdo da mudanca de pH

foli preparada, para comparacdo, uma escala com meios liquidos,
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com azul de bromotimol, como indicador, em tubos de ensaio. Co-
mo referéncia, foi tomado o pH 6,8 (inicial para os tubos ino-
culados) e dai a escala foil ajustada com acido acético ou solu-
cdo 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 potencidmetro Beckman
(Zeromatic II, MV x 100). A avaliacdo do crescimento da cultura
foi feita en termos de: abundante, bom, regular, ruim e sem
crescimento, no final do ensaio, ou sejam, 20 dias apds a repi-

cagem.

3.3.3.2 - Aspecto e tempo de aparecimento das coldnias

Em placas de Petri com meio 79 (Fred & Waksman, 1928),
com manitol, sélido, usando o azul de bromotimol como indica-
dor (pH 6,8), foram riscadas, com alca de platina, 54 estirpes
de Bhizobium com a finalidade de testd-las quanto a pureza e
de observar o aspecto e o tempo necessdrio para o aparecimento
das coldnias. Para confirmar a pureza, foram feitas observa-
cbes microscodpicas, colocando-se uma gota da cultura sobre a
lémina e cobrindo-a com laminula. As estirpes testadas foram
as usadas no experimento 3.3.3.1. Foram consideradas de cresci-
mento rapido quando o aparecimento das coldnias se dava entre
24-72 horas apbés repicadas e depois desse tempo, foram conside-
radas de crescimento lento. 48 horas apds o aparecimento das
coldénias foli avaliada a formacdo de muco, observada a cor das

colénias e medido o tamanho das mesmas.

3.3.3.3 - Comportamento das estirpes em Leite-Litmus

A fim de se observar a reacdo (acida ou alcalina) e for-

macdo da zona de soro de 54 estirpes de Rhizobium de espécies



florestais foram preparados tubos de ensaio com leite-litmus.
As estirpes usadas foram as mesmas do teste 3.3.3.1, com 2 repe-
ticdes.

A preparacdo do leite foi de acordo com o Manual Difco
(1953), modificando-se apenas a temperatura, uma vez que a 120°
C o leite fica caramelado. O método foi o seguinte: 100g de
leite em pd desnatado (marca Silhouette) e 0,75g de bacto-lit-
mus foram dissolvidos em aqua destilada e o volume completado
para 1.000 ml. Uma vez a mistura homogeneizada, 5 ml foram dis-
tribuidos para cada tubo de ensaio (num total de 108 tubos) e
esterilizados em autoclave a 110°C, durante 15 min.. Apds es-
terilizados foram repicados e em seguida incubados em estufa a
30°C. Diariemente, foram feitas observacdes sobre a mudanca de
pH e formacdo da zona de soro, durante 35 dias.

3.3.3.4 - Caracteristica flagelar

Com a finalidade de identificar o tipo de flagelo dos
Rhizobium de crescimento lento e de crescimento rapido das es-
pécies florestais, foram usadas 10 estirpes, sendo 9 isoladas
de leguminosas florestais e 1 isolada de Estilosante (espécie
forrageira), como comparacdo, por se tratar d e uma estirpe tipi-
ca de crescimento lento.

As estirpes foram as seguintes: L1-7 isolada de leucena,
Al-2 isolada de ébano oriental, Mi-1 isolada de jacaranda (es-
sas 3 sdo de crescimento réapido e tornam acido o pH do meio 79
+ manitol), X-13 isolada de sabia, M1-1 isolada de quebra-foice,
Sm-1 isolada de sesbania, Pp-2 isolada de angico (essas 4 sdo

de crescimento rapido, mas alcalinizam o meio 79 + manitol), Ep.
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2 1isolada de entada, Pr-3 isolada de Vinhatico do campo, BR-23
isolada de Estilosante (essas sdo de crescimento lento).

As estirpes foram repicadas em tubos de ensaio conten-
do 10ml do meio 79 (Fred & Waksman, 1928) liquido, pH 6,8 e in-
cubados em estufa a 30°C por 48 h, quando foi observada a ati-
vidade das culturas em microscépio 6tico (a estirpe BR-23 foi
incubada por mais 24 h). Os 10 ml da culturabem desenvolvida,
foram transferidos para tubo de centrifuga esterilizado e em
seqguida, levados a centrifugacdo a 4.000 rpm., durante 30 min.
Terminada a centrifugacédo, retirou-se, com o auxilio de pipeta
esterilizada, o liquido sobrenadante, desprezando-o. Ao concen-
trado, foi adicionado 1 ml de soro fisioldgico, agitando-se le-
vemente o tubo da centrifuga 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 coloracdo negativa, os tubos foram conservados
em geladeira.

Técnica de coloracdo negativa:

Com pipeta Pasteur foi colocada sobre a grelha do mi-
croscoépio eletrdbnico, 1 gota da cultura, deixando-se por 1 min.
até que houvesse sedimentacdo. Com a mesma pipeta, retirou-se o
liquido em excesso e o sedimento foil secado com auxilio de pa-
pel de filtro. Em sequida, 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 seqguida foram
tiradas as fotografias.

O corante é uma solucdo em partes iguais de bacitraci-
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na (10 }l/ml) e PTA (4cido fosfotungstatico) a 2% e pH 7. A fun-
cdo da bacitracina é baixar a tensdo 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 a mesma.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Ocorréncia de nodulacao

Das 43 espécie s leguminosas plantadas, 21 apresentaram
noédulos. Os resultados encontram-se no quadro 1 e uma compara-
cao com o numero 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 sdo, na sua maioria, Mimosoideae. Por
outro lado, vale ressaltar que as observacoes de Allen e Allen
(1961) foram feitas no campo, onde as plantas nao tiveram as
mesmas condi¢ées que na casa de vegetacao, em vasos inoculados.

Com excecdo da espécie Sclerolobium aureum que aprese-
tou nodulos brancos quando inoculada com estirpes de Rhizobium
de crescimento rapido (grupo 2) nenhuma espécie da subfamilia
Caesalpinioideae nodulou, assim como também a espécie Adenanthe-
ra pavonina (Mimosoideae). Embora Allen e Allen (1961) afirmem

que espécies nao noduladas ocorrem somente nas subfamilias mais

primitivas Caesalpinioideae e Mimosoideae, duas espécies de Aes-



50-

chynomene e Bowdichia da subfamilia Faboidea e ndo nodularam
e Rothschild (1970)ndo encontrou ndéddulos em espécies de Ery-
thrina. Por outro lado, uma espécie de Copaifera (Caesalp.) foi
encontrada com nédulos por Allen e Allen (1961), mas De Souza
(1961),ndo encontrou ndédulos nessa espécie observada por Allen
e Allen (1961). Nesse experimento, uma outra espécie do mesmo
género ndo nodulou com nenhum tratamento de inoculacdo. Embora
Norris (1956, 1969) e Rothschild (1970) tenham encontrado noédu-
los em espécies de Hymenaea, Bauhinia e Cassia e Conklin (1936)
tenha trabalhado com estirpes de Rhizobium isoladas de Cassia,
Campélo e Dobereiner (1969) ndo encontraram ndédulos em legumino-
sas florestais deste Ultimo género. No entanto, Campélo e Campé-
lo (1972) 1isolaram estirpes de Rhizobium de Cassia calycioides.

A cor da raiz é relacionada com a nodulacdo, segundo
alguns pesquisadores (Norris, 1969; Corby, 1974). Espécies que
ndo nodulam tem as raizes mais frequentemente coloridas do que
espécies noduladas (Corby, 1974), no entanto, no presente traba-
lho, algumas espécies com raizes coloridas apresentaram noédulos
e outras com raizes brancas ndo nodularam ou nodularam com uma
determinada inoculacdo, parecendo portanto, ser a nodulacdo de-
pendente do tratamento de inoculacdo, pois a cor da raiz ndo va-
riava quando a planta estava ou ndo, nodulada. Todas as Caesal-
pinioideae realmente tinham raizes coloridas e né&o nodularam,
variando a cor desde o amarelo palido ao vermelho vinho, como é
0 caso da Caesalpinia pulcherrima. A forma do ndédulo mostrou
uma certa relacdo com a subfamilia, independendo da idade do né-

dulo ou da estirpe de Rhizobium com a qual a espécie fol inocu-
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lada (quadro 1), concordando com Trinick (1968) quando afirma
que a planta hospedeira determina a forma e a aparéncia externa
dos ndédulos, enquanto Corby (1971) encontrou forma de nddulos
caracteristica  para as diversas tribos. Embora algumas espécies
apresentassem duas formas de nédulos na mesma planta, como & o
caso da Entada polyphylla que apresentou nddulos coraldides e
oblongos, as Mimosoideae apresentaram néddulos coraldides (Figu-
ras 5-8), com excecdo de Stryphnodendron, em oposicdo as obser-
vacdes de Rothschild (1970) que afirma que o tipo de ndédulo fre-
quente nessa subfamilia é o esférico. Corby (1971) comentou que
o nédulo coraldéide ¢é caracteristico da tribo Genisteae (Faboide-
ae) e que 7% das espécies da tribo Galegeae (também Faboideae)
apresentam também essa forma. Nenhuma Faboideae apresentou ndédu-
los coraldéides ou alongados com loébulos, como denomina Corby
(1974), mas esféricos (Figura 9). A Unica espécie Caesalpinioi-
deae que nodulou apresentou nédulos esféricos.

0 numero de nbdulos variou de 1 a 36/planta. Segundo
Stamford (1971) o numero de ndédulos variou de acordo com a espé-
cie forrageira.

Os nédulos mostravam-se distribuidos por todo o sistema
radicular, isolados ou formando cachos, como em algumas Mimosoi-
deae (Figura 10), tornando dificil a sua mensuracdo que era fei-
ta em 2 sentidos: da base até o apice e na largura, variando, de
1 a3mmzx 8 a 10 mm nos coraléides e de 1 a 9 mm de & nos esfé-
ricos. Devido ao maior tamanho das sementes e, consequentemen-

te, maior quantidade de reservas alimenticias, de algumas Cae-
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salpinioideae, o crescimento das plantas ocorreu antes delas sen-
tirem a deficiéncia de nitrogénio, assim, essas espécies mostra-
vam-se vicosas e bem desenvolvidas, mesmo sem nddulos, durante
30 a 35 dias, o que ndo ocorreu com as de sementes pequenas que
sem noédulos, apresentavam sintomas de deficiéncia de nitrogénio.

A ocorréncia de nddulos em 17 espécies florestais, no cam-
po, pode ser observada nos quadro 1b e lc.

As espécies que ndo nodularam em vasos também ndo apresen-
taram nédulos no campo e essas eram todas da subfamilia 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 vegetacdo, tornando as condi-
¢cdes mais favoraveis pela inoculacdo dos vasos com solo e com
Rhizobium, deveria dar uma maior percentagem de nodulacdo.

A forma dos ndédulos e a coloracdo das raizes, ndo variou

quando comparadas com as das espécies dos vasos.

4.2. - Inoculacdo cruzada

Os resultados desse experimento podem ser observados nos
quadros 2, 2a e 3.

Estirpes de Rhizobium de sabia, angico, quebra-foice e
acdcia negra mostraram-se bem promiscuas, nodulando 5 a 7 espé-
cies, das 12 usadas no experimento, embora essas espécies, com
excecdo da acacia, sejam relativamente especificas, s6 nodulando
com estirpes de Minosoideae, concordando com os resultados de

Dobereiner (1967) Campélo e Dobereiner (1969) e Campélo e Campé-

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

de estirpes de crescimento lento. No entanto, espécies de Acacia
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fazem parte de um grupo bem especifico, seqgundo 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 Piteceldbio mostraram-se altamente especificas. A
espécie sé nodulou com a estirpe hombéloga 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 1isoladas de Pithecellobium dulce mostraram-se altamen-
te especificas. Comportamento idéntico teve a algaroba que s0
nodulou com a estirpe homdloga e com a estirpe 1isolada de que-
bra-foice (Ml-1, Mimosoideae), de acordo com os trabalhos ante-
riores de Campélo e Cempélo (1972). A espécie Leucaena leucoce-
phala, ndo se mostrou tdo especifica, nodulando com estirpes de
outras Mimosoideae, concordando com resultados de Campélo e Cam-
pélo (1972) e Ishizawa (1955) que conseguiu nodulacdo eficiente
da espécie no verdo 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 especifica, uma vez que ndo nodulou quando inocu-
lada com estirpes de Rhizobium de crescimento rapido (como é o
dessa espécie), isoladas de plantas dos principais grupos de
inoculacdo cruzada como Rh. meliloti, Rh. trifolii, Rh. legumi-
nosarum e Rh. phaseoli.

Com excecdo de acacia 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 1isoladas de espécies Faboideae), as Mimosoideae restantes

sé nodularam com estirpes isoladas de espécies Mimosoideae (tan-

to homblogas, como heterdlogas).
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Apesar de Carrol (1934) e Norris (1956) incluirem espé-
cies de Acacia, Mimosa, Erythrina, Albizzia e Hymenaea no grupo
"Cowpea", Campélo e Dobereiner (1969) sé encontraram ndédulos em
uma das sels espécies florestais inoculadas com estirpes de Rhi-
zobium desse grupo. O Rhizobium de Albizzia lebbek é de cresci-
mento rapido, acidifica o meio de cultura e a espécie mostrou-
se bastante promiscua, nodulando bem em solos acidos, com Rhizo-
bium de varias espécies, inclusive de outras subfamilias, embo-
ra Norris (1967) tenha admitido que se o Rhizobium de uma espé-
cie é normalmente produtor de acido, essa leguminosa terd Rhizo-
bium especifico e a espécie terd nodulacdo problematica em so-
los acidos, discordando assim, dos presentes resultados. H& mui-
tos casos em que as mesmas espécies sdo noduladas tanto por es-
tirpes de crescimento rapido, como de lento (Jensen, 1967).

Como altamente especifica mostrou-se a Sesbania, s6 no-
dulando com a estirpe homdloga, concordando com Trinick (1965b)
que, embora conseguindo ndédulos dessa espécie com estirpes iso-
ladas de Leucaena, esses eram ineficientes. No entanto, Ishizawa
(1955) referiu-se a um grupo de inoculacdo Sesbania-Mimosa.

As espécies de Faboideae restantes, nodularam tanto
com estirpes heterdlogas de Faboideae, como de Mimosoideae. Mu-
lungl mostrou-se altamente promiscua, nodulando com 9 das 19 es-
tirpes testadas.

Quanto a fixacdo de nitrogénio, medida através da ati-

vidade especifica da W,-ase, os resultados podem ser observados

nos quadros 2 e Za.

A medida indica a ocorréncia de ndédulos ineficientes,
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confirmada, na maioria das vezes, pela cor branca que 0s mesmos
apresentam. No entanto, as vezes sdo encontrados ndédulos cor de
rosa com baixa atividade especifica, mostrando que, no momento
da medida a sua atividade ja havia cessado, tornando-se inefici-
entes (atividade especifica daNé-ase abaixo de 10 n-moles de

CZHh /h/mg de nddulos).

4.3 - Analise estatistica do Experimento 3.3.2

Os resultados dessa andlise podem ser observados no qua-
dro Z2a.

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 repeticdes, que possibilitasse o estu-
do da variacdo entre espécies, entre estirpes e a interacdo es-
tirpes x espécies, ndo foi possivel de ser analisado, uma vez
que as estirpes ndo nodularam, como era de esperar, todas as es-
pécies, notadamente as mais especificas, sendo portanto, as ana-
lises realizadas individualmente, para cada espécie.

Como pode ser observado no quadro 2, nem sSempre as es-
tirpes homdélogas, produziram na espécie hospedeira, maior nime-

ro, peso e atividade especifica de noddulos.

Acacia negra:

Para a acacia, a andlise estatistica mostrou alta signi-
ficdncia, entre as estirpes, no que se refere a numero e peso
de nbédulos, ndo mostrando, no entanto, diferenca significativa
para atividade especifica dos nédulos.

Com aplicacdo do teste de Tukey, pelo primeiro contras-
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te foram grupadas as estirpes: Pp-4 (14,00), Am-2 (5,33), L1-7
(5,00) e Am-1 (4,00) para numero de ndédulos. Pelo segundo con-
traste, a estirpe Pp-4 foi selecionada como a de maior capacida-
de para a formacdo de nédulos e foi a que apresentou também ma-
ior peso médio de ndéddulos (25,33 mg), embora essa estirpe nao
seja especifica para acacia negra. Apesar de ndo haver signifi-
cancia entre estirpes para atividade especifica, pode-se obser-
var no quadro 2 que a Pp-2 (nao especifica) foli a que apresen-
tou maior atividade especifica e que Am-1 (hombéloga), mostrou
atividade especifica mais alta que a Pp-4, o0 mesmo ndo aconte-
cendo com Am-2 (homéloga) e com L1-7 que se classificaram, quan-

to a numero de nbédulos, junto com a Pp-4, pelo 1° contraste.

Algaroba:

A analise foi realizad a somente com duas estirpes: Pj-1
e MI-1. A Pj-1 que é especifica para algaroba, foi distinguida
estatisticamente quanto a numero (13,33) e peso de ndédulos
(52,33 mg). Quanto a atividade especifica, nédo houve diferenca
significativa entre as duas estirpes, apesar da MIl-1 (ndo espe-
cifica), inferior em nUmero e peso de ndébdulos a Pj-1, ter apre-
sentado uma atividade especifica 2,6 vezes maior que a Pj-1, con-
firmando que noédulos maiores sdo mais eficientes e assim, um me-

nor numero de ndédulos foi necessario ser formado para que uma
alta atividade especifica fosse conseguida. A falta de signifi-
cancia talvez tenha sido devida ao alto coeficiente de variacdo.
Angico:

Nessa analise, tomaram parte somente as estirpes, Pp-4,
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Pp-2 (hombélogas), Ml-1 e X-26, ndo havendo diferenca significa-
tiva entre elas para numero e peso de nddulos, cujas médias en-
contram-se no quadro 2a. O coeficiente de variacdo alto para pe-
so de noédulos, pode ser atribuido ao pequeno numero de parcelas
na analise e a grande variacdo observada nos dados.

Para atividade especifica, com o teste de significancia
empregado, a estirpe Pp-4 fol a que apresentou maior atividade.
A estirpe X-26 que apresentou uma média de 1,67 ndébdulos e peso
médio de ndéddulos de 3,33 mg, mostrou atividade especifica zero,
demonstrando a ineficiéncia dos nddulos brancos formados por es-

sa estirpe no angico.

Ebano oriental:

Houve diferenca significativa entre as 9 estirpes que
participaram da andlise, para numero e peso de ndédulos e para
atividade especifica.

Para numero de ndédulos, sobressaiu-se a estirpe Am-1
com média de 20,33, para peso de nddulos, a Vr-4 com média de
85,00 mg e para atividade especifica a Pp-4 com média de 57,67
n-moles de 02;24 /h/mg de nédulos, salientando-se  que nenhuma
dessas estirpes é especifica para ébano. E interessante obser-
var que a estirpe Vr-4 que apresentou maior média de peso de
nédulos (85,00 mg) teve em média 5,33 ndédulos e sua atividade
especifica média foi de 20,33 n-moles de CZHH /h/mg de nddulos,
indicando uma producdo de nddulos grandes, mas pouco eficientes.

A Am-1, classificada em 1° lugar quanto a nUmero de nbd-

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

atividade especifica de 39,67 n-moles de CZHh /h/mg de nédulos.



Pelo 1° contraste, as estirpes Al-2 e Al-4 (hombélogas), clas-
sificaram-se juntamente com Am-1 quanto a numero de nddulos, no
entanto, quanto a atividade especifica e peso de ndédulos foram
as que apresentaram menores valores. Talvez isso se explique de-
vido ao fato que, os noédulos rosas formados por essas estirpes

hom6logas, ja haviam cessado a sua atividade na ocasido da medida.

Entada:

Para numero e peso de ndéddulos houve significdncia esta-
tistica entre 9 estirpes que tomaram parte na anédlise.

Para numero de noédulos, pelo 1° contraste, as estirpes
Pp-4 e Es-3 (ndo especificas) foram as que apresentaram maior
nimero de noédulos, mas pelo 2° contraste a Pp-4 sobressaiu-se a
Es-3. Para peso de nbédulos, pelo 2° contraste, a Es-3 sobressa-
iu-se em relacdo a Pp-4, mas pelo 1° contraste elas se classifi-
caram juntamente. Ndao houve diferenca significativa entre estir-
pes para a atividade especifica, no entanto, observando-se os
dados no quadro 2, constata-se, que a Es-3, apresentou apenas
5,00 n-moles de CZHQ /h/mg de ndédulos, enquanto a Pp-4, 52,00
n-moles de C2H4/vag de nbédulos. A estirpe que maior ativida-
de especifica apresentou foi a Ep-2 (homéloga) com 76,67 n-mo-
les de CZHM /h/mg de nédulos apesar do pequeno numero de nddu-
los (7,33) e peso médio de ndbdbdulos, também baixo (30,67 mg),

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

Leucena:

Para numero, peso e atividade especifica de nédulos, a
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analise que fol realizada apenas com 4 estirpes: L1-7, MI1-1,
x-18 e x-26, mostrou significdncia estatistica entre as estir-
pes. A L1-7 (homdéloga) distingui-se como a de maior capacidade
para a formacdo de noédulos (12,33), a de nddulos mais pesados
(30,00 mg) e também a que mostrou atividade aspecifica mais al-
ta (115,67 n-moles de CZHH /h/mg de ndédulos). Convém ressaltar
que, para atividade especifica, apenas 3 estirpes entraram na
analise , uma vez que a Ml-1 apresentou zero em todas as repeti-
cOes, demonstrando a formacdo de nddulos ineficientes, como con-

firmado pela cor branca que apresentam.

Mulungu:

Na anédlise estatistica dessa espécie, bastante promis-
cua, tomaram parte 9 estirpes.

Para numero de noédulos, pelo 1° contraste, somente a
Pj-1 estaria em 2° lugar. Pelo 2° contraste, a Vr-4 (ndo especi-
fica) foi a que mostrou maior nimero de noédulos (11,00). Quanto
a peso de nédulos, pelo primeiro contraste estariam em 2° lugar
as estirpes: Sm-1, Al-2 e Pj-1, mas pelo 2° contraste, distin-
guiu-se a Am-1 como a de ndédulos mais pesados (49,33 mg). A Sm-1
que foi a que apresentou atividade especifica mais alta (112,00
n-moles de CZHh /h/mg de nddulos), teve em média, apenas 1 nddu-
lo, com peso médio de 6,33 mg. As estirpes Es-1 e Es-3 (homblo-
gas), pelo 1° contraste, nos 3 objetivos pesquisados foram clas-
sificadas em 1° lugar, juntamente com a Vr-4, em nuimero de nddu-
los, com a Am-1 em peso de nodulos e com Sm-1 em atividade espé-

cifica.
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Piteceldbio:

A analise estatistica foi realizada entre as estirpes:
Pj-1 e Pd-2. Ndo houve diferenca significativa para o nUmero e
peso de nédulos. A Pj-1 apresentou 4,38 mg/ndébdulo, enquanto que
a Pd-2 (especifica) apresentou 3,55 mg/ndédulos. Nao foi analisa-
da atividade especifica, visto que, somente a estirpe Pd-2, mos-
trou uma atividade especifica de 12,00 n-moles deCZHh /h/mg de

nbédulos.

Quebra-Foice:

Ndo houve diferenca significativa entre as estirpes:
Pp-4, Pp-2, M1-1, X-18 e X-26 que tomaram parte na anadlise, pa-
ra numero e peso de ndédulos.

Observando-se o quadro 2, nota-se que a Ml-1 (hombloga)
apresentou maior numero e maior peso de nddulos. Houve signifi-
cancia estatistica para atividade especifica, <classificando-se
2 Ml-1 em primeiro lugar, juntamente com as estirpes Pp-4, Pp-2
e X-18, pelo 1° contraste, mas pelo 2° contraste a estirpe Pp-4
distinguiu-se das demais, apresentando uma atividade especifica
de 155,00 n-moles CZHM /h/mg de nbédulos, a mais alta calcula-

da em todo o trabalho.

Ressalta-se que essa estirpe foli a que produziu menor
numero de nbédulos (4,00) e menor peso de noédulos (9,33 mg), nes-
sa espécie, donde se pode concluir que, os poucos nddulos exis-
tentes eram todos eficientes e com uma alta atividade especifi-
ca da Nz—ase.

Sabia:

Para essa espécie, a andlise foi realizada entre as es-
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tirpes Pp-2, Ml-1, X-18 e X-26. Ndo houve diferenca significati-
va para o0s objetivos pesquisados, quais sejam: numero, peso e
atividade especifica dos ndédulos, entre essas estirpes. As es-
tirpes homdlogas, X-18 e X-26, foram as que apresentaram maior
numero e peso de ndédulos. Quanto a atividade especifica, a X-18
foi a que apresentou maior atividade especifica, enquanto a X-
26 mostrou, em média, a atividade especifica mais baixa, ndo sen-
do, no entanto, o resultado apresentado significativo. E inte-
ressante observar que a estirpe Pp-2 (ndo especifica) com peque-
no numero (8,06) e peso de ndéddulos baixo (18,00) mostrou uma a-
tividade especifica alta (67,67 n-moles de CZHH /h/mg de ndédu-
los), em relacdo a X-26 que sédeu 15,33 n-moles de CZHﬂ/h/mg/

de nédulos, com quase o mesmo numero de ndéddulos como a Pp-2.

Estilosante:

Para essa espécie forrageira, usada para comparacdo,
tomaram parte nas analises, além da estirpe especifica BR-23, as
estirpes Am-1, Pp-4, Es-1 e Es-3. Nao houve diferenca significa-
tiva entre as estirpes, para nimero, peso e atividade especifi-
ca de nbédulos. Observando-se os dados, pode-se informar que a
BR-23 apresentou em média 6,24 nddulos, com peso médio de 12,67
mg e uma atividade especifica de 132,33 n-moles de CZHh/h/mg de
n6édulos, enquanto a Am-1, apresentou praticamente o mesmo nume-
ro de noédulos (6,69), o mesmo peso (10,00) e uma atividade espe-
cifica (122,00 n-moles de CZHH /h/mg de ndéddulos), bem préxima a
apresentada pela BR-23 (homdéloga), demonstrando a eficiéncia

dos poucos nbddulos formados pela estirpe Am-1.



4.4 - Ensailos de laboratoério

4.4.1- Fontes de C para o crescimento do Rhizobium, aspec-
to das coldnias em placas de Petri com meio 79 + manitol e rea-
cdo das estirpes de Rhizobium em leite-litmus.

Os resultados destes testes sdo apresentados no quadro 4
e nas fiquras 11 a 18.

De acordo com o efeito do uso das varias 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 comparacdo a estirpe BR-23
que é tipica produtora de alcali, associada a leguminosas tro-
picais, a qual, embora de crescimento lento teve comportamento
semelhante as estirpes M1.1, 2, 3, Sm.l, 2 de crescimento rapi-
do. Todas as estirpes desse grupo tiveram crescimento bom a
abundante com galactose, dextrose, arabinose, maltose, manitol,
xilose e sacarose, com excecdo da BR-23 que nesse ultimo carboi-
drato teve crescimento regular, discordando de Graham (1964a)
quando afirma que algumas estirpes de Rhizobium ndo crescem em
meio com sacarose como unica fonte de C, embora Vincent (1974)

tenha observado que estirpes de crescimento lento ndo usam saca-



63

rose, por ndo possuirem a enzima necessdria para metabolizar es-
se dissacarideo. 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 répido 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 rapi-
do, desse grupo, tornaram alcalino o pH final do meio de cultu-
ra, discordando de Norris (1965) quando afirmou que estirpes de
crescimento rapido, na auséncia de CO3Ca sdo produtoras de aci-
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 género Sesbania estudadas por Johnson e Allen (1952), ti-
veram uma reacdo alcalina no meio commanitol, 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 ndo havia outra fonte de C, no
meio.

Em leite-litmus, a reacdo foi idéntica para todas: alca-
linizaram o meio e ndo formaram zona de soro (Figura 18). Quanto
ao aspecto das colbnias em meio 79 com manitol, todas eram pla-
nas, branco-leitosas, pequenas, possuiam bordos lisos e apresen-
tavam bastante muco. O aparecimento das colénias se deu entre 24
e 72 h, por 1isso foram consideradas de crescimento rapido, com
excecdo da BR-23 que, formando coldnias depois de 72 h de repica-
da, foil considerada de crescimento lento, confirmando ensaios an-

teriores.



O II grupo compreende estirpes de crescimento rapido,
as quais tornaram acido o pH final do meio com todas as fontes
de carbono, com excecdo do meio com succinato, o que alias pode-
ria ser explicado, uma vez que a estirpe usando acido succini-
co, deixa sobrar o sb6dio o que provocaria a alcalinizacdo do me-
io. Porisso, essas estirpes foram comparadas a F-310, de feijdo,
tipica de leguminosas temperadas e que se comportou, praticamen-
te, de modo idéntico. Enquanto estirpes de Cassia foram coloca-
das neste II grupo, Conklin (1936) observou que estirpes desse
género eram de crescimento lento e produziam é&lcali. As estirpes
Ld-1, 2, 3 tiveram crescimento regular em arabinose e maltose,
assim com o também a L1-7 em maltose. As estirpes L1-2, 10 e
Pd-1 e 2 ndo 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
regqular a ruim e alcalinizaram o meio, wutilizando, como as do
I grupo, o etanol do indicador usado no meio.

Em leite-litmus, a grande maioria das estirpes desse
grupo apresentou reacdo bastante acida e formou uma zona de So-
ro na superficie do meio, embora Bushnell e Sarles (1937) tenham

observado que estirpes de Cassia apresentaram reacdo alcalina e

sem formacdo da =zona de soro, discordando, assim, do comporta-

mento das estirpes de Cassia, usadas nesse trabalho. As estir-



_65_

pes Pj-1, Pd-1, 2, tiveram um comportamento diferente das res-
tantes. Enquanto Pj-1 alcalinizou o meio e ndo formou zona de
soro, Pd-1 e 2, apresentaram reacdo 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 coldnias 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 coldnias se deu entre 24 e 72 h e com bastante formacéao
de muco, razdo pela qual, as estirpes foram consideradas de
crescimento réapido.

O III grupo abrange um sub-grupo de estirpes de cres-
cimento répido, as quails 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 idéntico ao
1° sub-grupo, com todas as fontes de Carbono, embora Vincent
(1970b) tenha admitido que a producdo de é&cido seja uma medida
duvidosa da utilizacdo de C pela estirpe.

Graham (1963, 1964a) observou que estirpes de cresci-
mento lento, geralmente sé utilizavam D-glucose, citrato de sé-
dio, D-xilose, D-manitol, L-arabinose, galactose e D-frutose e
que o maximo de crescimento foi obtido com xilose, arabinose e
galactose. Quanto as de crescimento rapido, utilizavam pratica-
mente todos o0s substratos usados, com excecdo da dextrina, no
entanto, os presentes resultados mostram que o melhor crescimen-

to, tanto para as estirpes de crescimento rapido, como para as
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de crescimento lento, desse grupo, foi obtido com manitol e em-
bora algumas de crescimento lento, ndo tenham conseguido um
crescimento abundante como as de crescimento répido, usaram to-
das as fontes de C, sendo o crescimento minimo obtido com malto-
se. As estirpes Es-1, 2 e Pr-1, 2, 3, no entanto, ndo se desen-
volveram em succinato. Todas, com excecdo 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 ndo 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 excecdo das es-
tirpes Es-1 e Es-3), observou-se um crescimento ruim e alcalini-
zacdo do meio, nos tubos testemunhas.

Todas as coldnias de estirpes desse grupo eram pla-
nas e branco-leitosas no meio com manitol e apresentavam bordos
lisos. 0 aparecimento das coldnias se deu de 36 h (rapidas) a b
dias (lentas).

Em leite-litmus, as estirpes de crescimento lento, al-
calinizaram o meio e ndo formaram zona de soro. As de crescimen-
to rapido, acidificaram o meio e formaram zona de soro, com ex-
cecdo das estirpes Pp-4 e Pp-7.

De uma maneira geral, as estirpes dos 3 grupos ndo
se desenvolveram bem em Succinato, tornando o meio fortemente
alcalino, devido ao consumo do &acido succinico. Pela hipdtese
de Norris (1965), o grupo de estirpes de Rhizobium de crescimen-—

to répido adaptado, a solos neutros, teria desenvolvido um siste-
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ma enzimatico para a utilizacdo de aclcares, sistema esse que o
grupo de crescimento lento, adaptado a solos tropicais (&cidos)
ndo desenvolveu, por ser prejudicial a sua sobrevivéncia, dis-

cordando dos resultados obtidos nesse trabalho.

4.4.2 - Caracteristica 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 IT e 4 estirpes dentro do grupo III.

De uma maneira geral, tanto estirpes de crescimento rapi-
do como de lento, flagelaram muito pouco. Duas estirpes do gru-
po I, Ml-1 (crescimento réapido) e BR-23 (lento) ndo flagelaram
com 48 nem com 72 horas. Nao sendo encontrados flagelos soltos
no meio, concluiu-se que estas duas estirpes ndo flagelaram, en-
quanto a Sm-1, também do grupo I, é monotriquia (Figura 19). As
estirpes dos grupos II e III, mostraram flagelacdo num sé polo,
apresentando as vezes um uUnico flagelo (Figura 20) e as vezes
varios flagelos, no mesmo polo (Figura 21). Nem mesmo as de
crescimento rapido apresentaram flagelacdo peritriquial. Os pre-
sentes resultados ndo concordaram com as observacdes de ConKlin
(1936), Vincent (1970b) e Bergey (1934), as quais mostram que
estirpes de crescimento rapido (como as do feijdo) sdo peritri-
quias e as de crescimento lento (tipo Cowpea, soja) sdo monotri-
quias. No entanto, Leifson (1960) citou estirpes isoladas de

Albizzia (crescimento rapido) que eram monotriquias e de Acacia
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(crescimento lento) peritriquias. De Ley e Rassel (1965) obser-
varam que os Rhizobium com flagelos peritriquios, de crescimen-
to rapido, possuem um flagelo sub-polar, o qual é mais firmemen-
te ligado a célula do que os outros e assim, algumas estirpes
poderiam, incorretamente, ser consideradas como flageladas sub-
polares. Assim, a flagelacdo nédo pode ser usada como critério
de separacdo entre grupos de crescimento rapido e lento, uma vez
que houve variacdo apenas no numero de flagelo, mas mesmo as-
sim, ndo corresponde as divisdes feitas dentro do teste 4.4.1.,
como pode ser observado no quadro 5.

Bushnell e Sarles (1937) observaram que tanto estirpes

monotriquias como peritriquias, podiam alcalinizar o meio leite-

litmus, com formacdo ou ndo, de zona de soro.



5 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho po-

de-se concluir que:

a) 49% das leguminosas florestais testadas em casa de
vegetacdo, nodulam, nas condicles deste experimento, sendo as-
sim distribuidas: 93% Mimosoideae, 78% Faboideae e 5% Caesalpi-
nioideae, ndo havendo relacdo entre a ocorréncia de ndédulos e a
coloracdo da raiz (5.1 - Quadro 1).

b) A cor da raiz é caracteristica da espécie.

c) H& uma certa relacdo entre a forma do ndédulo e a
subfamilia a que pertence a espécie, de forma que espécies da
subfamilia Mimosoideae (todas as tribos) apresentam nédulos co-
raléides ou oblongos e as espécies da subfamilia Faboideae, noé-
dulos esféricos, independente da estirpe inoculada.

d) Assim como existem espécies de leguminosas mais pro-
miscuas 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 mals promiscuas sdo: acacia negra, en-
tada, ébano oriental (Mimosoideae) e mulungt (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 inoculacdo, revelaram-se
as espécies: piteceldbio, algaroba (Mimosoideae) e sesbania (Fa-
boideae); formando um grupo de especificidade intermediaria den-
tro da subfamilia Mimosoideae estdo as espécies; leucena, sabia,
quebra-foice e angico que sé nodulam entre elas.

f) O fato d e uma espécie ser promiscua, ndo implica
que sua estirpe também o seja, assim, as estirpes: Am-2 (isola-
da de acacia), Al-2, Al-4 (de ébano), Es-1 (de mulungi), BR-23
(de Stylo), Pr-1 (de platiménia), Vr-4 (de sombreiro), sdo bem
especificas, s6é 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 sabia), mostraram alta promiscuidade, ca-
pazes de provocar ndédulos em varias espécies, inclusive de ou-

tra subfamilia.

g) A estirpe que apresentou a mais alta atividade espe-
cifica (155,00 n-moles de CZHM /h/mg de ndéddulos) foi a Pp-4 (com
a espécie quebra-foice), apesar do pequeno numero médio de nddu-
los (4,00), seguida das estirpes BR-23 (em estilosante), MIl-1
(em algaroba), Am-1 (em estilosante), L1-7 (em leucena) e Sm-1
(em mulung) com 132,33; 130,33; 122,00; 115,67 e 112,00 n-moles
de CZHh /h/mg de ndédulos, respectivamente. A estirpe Es-3 foi a
que conseguiu maior peso médio de ndédulos (101,67mg, em enta-
da), em todo o trabalho, com um nuUmero médio de ndédulos razoa-
vel (28,67), mas com atividade especifica muito baixa (5,00 n-
moles de CZHh/h/mg de nédulos).

h) Tentou-se dividir as estirpes em 3 grupos, de acor-

do com o uso das varias fontes de C, em relacdo ao crescimento



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 Sesbania) e BR-23 (isolada de estilosante). O II grupo
abrangendo as estirpes: Pj-1, Pj-2, Pj-3 (isoladas de algaroba),
Al-2, Al1-3, Al-4 (isoladas de ébano), L1-2, L1-7, L1-10 (isola-
das de leucena), Pd-1, Pd-2 (isoladas de pitecelébio), Vr-1, Vr-
2, Vr-4 (isoladas de sombreiro), Mi-1, Mi-2, Mi-3 (isoladas de
jacaranda), Ld-1, Ld-2, Ld-3 (isoladas de catinga de barrdo), Dm-
1, Dm-3 (isoladas de dimorfandra), Cc-1, Cc-2, Cc-4 (isoladas
de céssia) e F-310 (isolada de feijdo e usada para comparacdo).
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 vinhatico 1liso), X-13, X-18, X-26
(isoladas de sabia), Am-1, Am-2, Am-3 (isoladas de acéacia) Pr-1,
Pr-2, Pr-3 (isoladas de vinh&tico do campo) e Es-1, Es-2, Es-3
(isoladas de mulungu).

i) O melhor crescimento, nos 3 grupos, foil obtido com
manitol e o crescimento minimo com maltose e succinato de sdédio.
Quando esse acido organico foi usado como fonte de carbono, nédo
houve diferenca no pH final do meio, entre as estirpes de Rhizo-
bium que o usaram, pois devido ao consumo do &cido, todas torna-
ram o meio fortemente alcalino. Com excecdo das estirpes Es-1 e
Es-3, que ndo 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 sSOro e essas eram na maioria de crescimento rapi-
do; estirpes que alcalinizaram o meio, ndo formaram zona de soO-
ro. As estirpes Pd-1, 2 constituem excecdes, pois alcalinizaram
o0 leite-litmus, mas formaram zona de soro (5.3 - Quadro 4).
j) Ndo houve diferenca entre a forma de flagelacdo de
estirpes de crescimento rapido e lento. Estirpes de angico, ja-
carand a, sesbania, leucena, ébano (de crescimento rapido), enta-
da e platiménia (de crescimento lento) apresentam um uUnico fla-
gelo e num s6 polo, sendo portanto monotriquias. A estirpe X-13
de sabia, apresenta varios flagelos, num s6 polo, sendo classi-

ficada como lofotriquia (5.4 - Quadro 5).



6 - RESUMO

Foram realizados 2 experimentos em casa de vegetacdo
com leguminosas florestais. O primeiro teve como objetivo ob-
servar a ocorréncia de nédulos em 43 espécies florestais, per-
tencentes as 3 subfamilias (Mimosoideae, Faboideae e Caesalpi-
nioideae), em vasos de cerdmica com areia, em blocos ao acaso
com 3 tratamentos de 1inoculacdo : a) solo do local de procedén-
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. (sabia), estirpes: X-18,
X-26; Erythrina speciosa Todaro (mulungu), estirpes: Es-1,
Es-3 e Enterolobium ellipticum Benth. (vinhatico 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. (jacaranda), estirpes: Mi-8, Mi-9; Leu-
caena leucocephala (Lam.) De Wit. (leucena), estirpes: L1-2,
L1-10; 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 barrdo), estirpes:
Ld-1, Ld-2; Cassia calycioides DC. (cassia), estirpes: Cc-1,

Cc-2 e de Pithecellobium dulce Benth. (pitecelébio), estirpes:
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Pd-1, Pd-2. Simultaneamente, foram feitas observacdes sobre a
presenca de ndédulos em 17 espécies florestais, no campo.
A percentagem de nodulacdo foi assim distribuida: sub-
familia, Mimosoideae 93%, subfamilia Faboideae 78% e subfamilia
Caesalpinioideae  5%.
Observou-se uma relacdo entre a forma do nddulo e a

subfamilia, assim é que as espécies da subfamilia Mimosoideae

apresentam ndédulos coraldides, com excecdo da espécie Stryphno-
dendron barbatimdo (barbatimdo) e as da subfamilia Faboideae,
nédulos esféricos, independendo da estirpe inoculada. A cor da
raiz também é caracteristica da espécie, ndo havendo relacdo en-
tre a cor e a presenca ou auséncia de ndédulos.

O segundo experimento teve como finalidade observar a
inoculacdo cruzada entre 11 espécies florestais, usadas no 1°
experimento e uma espécie forrageira, usada como comparagao,
inoculadas com 19 estirpes de Rhizobium, em latas de cerveja,
com areia, esterilizadas, em blocos ao acaso, com 3 repeticodes.

Algumas espécies mostraram-se altamente, especificas
como a sesbania (Faboideae) e outras altamente promiscuas como,
ébano, entada, acacia (Mimosoideae) e mulungu (Faboideae). Quan-
to as estirpes, algumas mostraram-se especificas como Pd-2 (iso-
lada de pitecelébio), Am-2 (de acacia), Al-2, Al-4 (de ébano),
Es-1 (de mulungt), BR-23 (de estilosante), Pr-1 (de vinhatico
do campo), e Vr-4 (de sombreiro); outras bem promiscuas como
M1-1 (de quebra-foice), Pp-4 (de angico) e outras mostraram es-
pecificidade intermedidria, como, Am-1, X-26 e X-18, isoladas

de acacia e de sabia, respectivamente.
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A estirpe que apresentou atividade especifica mais al-
ta foli a Pp-4 (com a espécie quebra-foice) com 155,00 n-moles
de CZHH /h/mg de nédulos, seguida das estirpes BR-23 (com esti-
losante), M1-1 (com algaroba), Am-1 (com estilosante), L1-7 (com
leucena) e Sm-1 (com mulungui). A estirpe Es-3 fol a que conse-
guiu maior peso médio de ndéddulos (101,67 mg, com entada), mas
com uma atividade especifica muito baixa (5,00 n-moles de CZHLL/

h/mg de nédulos).
No laboratério, foram realizados 3 ensaios com 54 es-

tirpes de Rhizobium, sendo o 1° em placas de Petri com meio 79
com manitol, riscando-se as placas com a alca de platina, a fim
de que as estirpes fossem testadas quanto a pureza e observados
a forma, tamanho, aspecto e tempo de aparecimento das coldnias.
As estirpes, cujo tempo de aparecimento variava de 24 a 72 ho-
ras foram consideradas de crescimento rapido, enquanto as que
apareciam depols de 72 horas de repicadas, foram consideradas
de crescimento lento. As estirpes de crescimento répido normal-
mente formaram mais muco do que as de crescimento lento. 0O as-
pecto das colbénias 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 colo-
nias variavam de 0,5 a 2 mm de didmetro, para as estirpes de
crescimento lento e de 1 a 4 mm de didmetro para as de cresci-
mento rapido. O segundo ensaio foi feito em tubos com meio 79
s6lido, 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.

0 melhor crescimento foi obtido com manitol e o cresci-
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mento minino com maltose e succinato de sédio. Com excecdo das

estirpes Ee-1, Ee-3 (isoladas de enteroldébio) 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, fol também em tubos de ensaio com
leite-litmus, em duas repeticdes, a fim de se observar a reacao
e a formacdo, ou ndo, 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, MI-3 (isoladas de Mimosa laticifera), 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 ndo formaram zona de soro. O apareci-
mento das coldnias se deu entre 24 e 72 h, porisso, asestirpes
foram consideradas de crescimento rapido, com excecdo da BR-23
que ¢ 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), L1-2, L1-7, L1-10 (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 sdo
de crescimento  rapido, tornam adcido o pH final do meio com to-
das as fontes de C, com excecdo 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 excecdes foram
as estirpes Pd-1, Pd-2 que apresentaram reacdo alcalina, mas
formaram zona de soro. O aparecimento das coldnias 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, FEe-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 rapido, 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 quals tiveram um comportamento  idénti-
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 excecdo da estirpe X-
13 (de sabid) que apresentou flagelacdo lofotriquia, as restan-
tes, tanto as de crescimento rapido: Pp-2, Mi-1, Sm-1, L1-7, Al-

2 (isoladas de angico, jacaranda, sesbénia, leucena e ébano,



-78-

respectivamente), como as de crescimento lento: Ep-2 e Pr-3 (iso-
ladas de entada e de platiménia) apresentaram flagelacdo monotri-
quia. Duas estirpes M1-1 (isolada de quebra-foice) e BR-23 (de

estilosante) ndo flagelaram.



T+ ABSTRACT

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 1n 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 "barbatimdo". 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 1inoculation was made between 11 forest species
and one forage species. Nineteen Rhizobium strains were used.

Some of the legume species studied such as "sesbania"
(Faboideae) showed high specificity, while others were lighly

promiscuous, such as "ébano, entada, acacia" (M) and "mulung("

(F).

Some Rhizobium strains, such as Pd-2, Am-2, Al-2, Al-4,
Es-1, BR-23, Pr-1, Vr-4 (isolated from "pitecelbbio, acacia,
ébano, mulungt, estilosante, vinhatico-do-campo" and "sombrei-

ro", respectively) were highly specific, while others, such as
M1-1, Pp-4 (isolated from "quebra-foice" and "angico", respecti-
vely) were highly promiscuous. The remaining strains showed an
intermediary level of specificity (isolated from "acacia" and
"sabia").

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 CE:HLl /h/mg dry nodules).

The E3 x "entada" symbiosis nodulated most abundantly
(101,67 mg dry weight nodules) but had the lowest specific acti-
vity (5,00 n-moles CEHh. /h/mg dry nodules).

Fifty four Rhizobium strains were studied for morpholo-
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-



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 "vinhatico-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", "sesbania"
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 , piteceldbio, sombreiro, Jjacaranda, ca-

tinga-de-barrdo, dimorfandra, cassia and feijdo" strains.



-80-

c- These strains were divided into two subgroups: the
first subgroup contained the fast growing strains (isolated from
"angico" and "sabiad"), they acidified the litmus milk and produ-
ced serum zone. The second subgroup contained the slow growing
strains (isolated from "entada, vinhatico-liso, acé&cia negra,
vinhdtico-do-campo and mulungtd"). 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 1in
respect to flagellation. Strain X-13 (from sabia) showed lofotri-
chous flagellation, however, strains isolated from "angico", Jja-
caranda, sesbania, leucena, ébano" (fast growing), "entada and
vinhatico-do-campo" (slow growing) showed monotrichous flagella-
tion. Strains isolated from "quebra-foice and estilosante" were

not flagellated.
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1lb - Ocorréncia de nodulacdo em 17
florestals, examinadas no campo.

Espécies Nodulacéo

Carolina -

Ebano oriental
Vinhatico 1liso
Sabia

Angico

Mulungu

Mulungt

Catinga de Dbarrao
Sesbania

Unha de vaca

Pau brasil
Sibipiruna

Barba de barata
Chuva de ouro
Flamboyant
Tamboril

Tamarindo

_I_

+ nodulada
- sem nddulo

espécies
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Quacro 2 = AvalingAo dn atividade espoeifics do NP-nze em nilules de 11 ecpéeles [lores=

tats e umn forrarcirs om Lnoculngno erurzada eom 19 entirpus de Bhlzobium.
Cor Aa Nodulacio htividnde enpecifica
Eapboeies|Bstirpe roiz o P T T amolas de Cylh /h/ mg
plantal mgAplanto des nhdulos.
Acocia NITETD Am.l branes rnsa coral L 9 21
Ebnno orlental branea  roam coral 20 43 3%
Entnda castanha roan coral 15 65 hi
Laycoens amnrola - - 0 0 o
Gobih enrstanhn - - 0 o 0
Quebra-foice nmareln - - 3] C G
Angico eaatanha - - L 0 0
Pitocoldhio br«pnrda - - v 0 o
Al parobn amarels - - o 0 0
Mulungh eactapha  roga enrbrioa 7 L9 7
Sasbanla amorals - - v o 0 Y
Eatilosaato br.pards  ross safarica b 10 127
Acncln mogra Am.2 branca rosn enrsl-oblongan 5 i 6
"Ebono oriental branea ross eoral 3 21 5
Entnds castanha s - 0 0 0
Leucons BmAPelA - - 0 0 o+
Sebih enstanha - - 0 ¢ 4]
Quebra-folce amhyoln - - D ¢ o
Angieo ens tanha - - 0 0 0
Pitacelbbio br.perda - - 0 0 R o
Alporobs amarels - - 0 4@ ' o
Mulungh cartanha - - o Q Y
Sesbinis amarela - - 0 © 0
8stilocante br.parda - - Q o °
hehcia nogro Al.2  branen - - L 0 G
Bhano orlontal hranca rosA eornl 10 17 9
Entada enstanha - - 0 o 0
Levcans amarela - - 0 O ¢
Sablh engtonha - - ¢ o] o
Quabra-I'olca amaraln - - o o o
Anriro ¢astanha - - 0 o0 0
Piteeroltbio br . pards - - 0 0 0
Alparoba amarela - L. 0 ¢ o
Mulunrh eantanha bronen esfrérie 1 2 3
Saabdnty amnyala - - o 0 o
Eatilosonta brpardna - - 0 o o
Aeholas adegra  Al.y  branca - - S o . L
Ebano criontal branes rooa soral 5 20 31
Entnda engtanha - - -0 c 0
Leucens amnralo - - 0 0 0
Sabik cagtnnha - - o 0 0
Quebra-foice amnroela - - c G &
Angico caatenha - - 0 0 0
Pitocol bie br.pardn - - o 0 0
Algoroba smareln - - 0 0 0
Malunph castnoha rose epfhrien 3 17 5
Sesbanin “amorela - - o 0 0
B3tilosonte br.parda - - 0 o ¢

G5 dndos asfo mbdias da % pepntiging.
Entirpass Am.l, Am.2 isblndes de Achcld nepra.
41.2, Al.Y i=olodas de Ebono oricntol.
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Hodulag@go

Atividade aspocifics

Cor dn

EsplcioesiEatirpe raiz Cor| Forma MimerofPoso seco | Amolen de CoHy /h/ mg
planta| mg/ plante da pbdulng.

depele noprn Epl2 branna bronca eoral-oblonga 2 1z 7
Ebone orgiontal brgnea roasa coral g 56 he
Entada . ecoatanha rose eoral 7 - 7
Leucena amareln - - 0 o .0
Gobih castanha - - ] o -0
Quebra-foice omarola - - [} (] a
Angleo castanha - - 0 0 o -
Fltecelobio br.parda - - o 0 Q0
Algaroba emarela - - 0 v R
Hulunph costenha - - 0 0 o
BesbAnin smarela - - v 0 o
Estilosanta br.porda - - ] Lo} (v}
Acdela nogra L1.7 brasca rosa coral-oblouge 5 23 6
£bane oriental brance - - o 0 0
Entnda coatapha roan eoral 8 65 - 52
Leucenx  amarels tijole coral 12 20 116
Sebih costanha - - o 0 0
Quebra-foice amarelin " - o 0 0
Angico eastanha - - ] Q L0
Pitecelbbio br.parde - - 0 0 Q
Algaroba amarela - - L1 (4] 0
Mulungl esatanha - - 0 c 0
Sesbanta amnTala - - O . 0 (¢} .
Bstilosante br,parda - - o o [+
Acoein nogra X.18 branceo - - 0 o 0
Ebano arfontnl branca - - 0 0 0
Entada castanha ross coral 15 66 53
Leneona amarela rnaa coral 2 7 -0
Bahid ecastanha tijole corsl 10 40 89
Quebrn-foice amorela rosa - gorsl é 19 19
Anglco castanha - - [ -0 0
Pitecelbblo br.porda - - o 0 0
Algarobe amoreln - - 4, 0 v
Mulungl costanha - - 0 ) 0
Bezbania amapreln - - ¢ 0 0,
Eatilosante br.parda = - 0. ¢ 0
Acdein nogra- X268 ‘brenca  branca coral - 9 1
Ebonc ‘oriontal branca - - 0 o a
Entada " eagtnrhs - - o 0 L}
Tk v - TLO e e o - F LI Al .
Sablh e¢pstinha  branca  enral T 28 15
Quobra-falca amarela = poaa eaprnl h 25 ki
Anglec ¢aatnnha branca aorsl 2 3 o
Pitecelbdbio br.parda - - o 0 )]
Algaroby ' amarela - o 0 @
Mulung i eantanha - 0 0 I
Sesvinla amarela - o o . o]
Estiloasnts br.parda - 0 0 Y

Estirpes: Ep.2 - i30lnda de Bntada

Ll+7 = 1ianladse de Leucena
X.18, X.26 ~ isolasdaa da Sabid.
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Nodulagia

e

Atividade especifica

Esphcilaes [Estirpe Cor da
raig Cor Forma JWumero/jPesa seco nmoles de Cpfy /hng
L plants mg/planta | de nbdulos
hchela negra M.l brance rosa coral 1 1z 1y
" 'Bbsno Giental brancs roga coral 2 17 i
Ktods et ETTR - - ] AN 0
Leucens amarela brenca coral 3. 10 <
Enbid _castanha rooe coral 6 21 20
Quebra-toice amnrala rosa caral-cblonge 7 30 o
Angico enstanhe branca coral 1 4 -3
Pitocolbbio br.parda - - 0 0 .0
Algarota amarels ross coral 1 -8 - . 130
Malungl castanha - - -0 0 0
8esbania amnrola - - 0 0 N 1
Estilosante br.pards - - 0 0 0
Acheia nogra Pp.li branca rosa coral-oblonga 1 25 17
£bano oriental brancs Tosa coral 9 36 58
‘Entads eaatanhs roeu coral iy Th 52 .
Laucenn amnrelas - - 0 0 o
Babilh ecastacha - - a -0 0
Quebra-foice amarels ross coral I g 155
Angico enstanha TaaA eorsl L - 39 68
Pitecelbbio br.porda - - 0 0 0
Algaroon amaraln - - 0 0 0
Mulungh easthnha rosa anféries 9 32 57
Sesbinia ararela - - 0 0 ©
" Estilozante br.porda brance  asfbrice 3 8 i
Acheia negra Pp.2  branca rogn coval 3 s 25
£bance uriontal branca - - 0 . 0 a
Enteds coagtanha Tosa soral 2 13 63
Lesucena apnrala - - o] 0 O
Ssbii eastanha ross coral 8 18 67
Quabra~-folce smerels TosB goral ] 15 58
Angieo eastanha rosa coral 3 13 28
PFitecaldbio br.parda - Co- 0 -0 - o
Algarcha amarela . L 0 °
Mulungh castanha - . 0 0 - 0
Seabirie amarels - L+ 0 Y
Estilonante breparda .0 o e
dchcly nogra Pa.2 branes Poxa coral-oblanga 2 0 7
. Ebeno oriontal branca ' - - Q o (1] .
Entads ' castanha - - o .0 1]
Leucens amerela - - 0 LV B+
8pbih castanha - & L o
QuebTrh~foice smarels - - & 1 K+
dngicg eastanhsa - - G 0 O
Piteculdbio . br.parda ross eoral 10 -/ 12
Algargba aparala - - ) . 0 ]
- Mulungfy enstanha - - 0 0 0
Seshidnia amarela - - 0 0 ¢
Estiloannte br.parda - - @ - Q o

=
L

Batirpes: ¥1.1 - 1solnda de Quebra=folice
' _ Ppoliy Ppe2 - 1salades de Angleo
Pd.2 - fanlads de Pitoeslbbio.
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Nodulagao

Atividocde .especlfica

Bapbeciae alBstirps C:Lia Cor P oroa moroA Feso soco nmolas de Cply W mg
. planta{ -mg/ planta de nodulos
Aesets nngra Pi.1  Bronce - - 0 4] o
¥beno oriontul branca - - o i) 0
Intnda enstanha  Tosa coral T 14 38
Loucana amarela - - D 7] 0
Sabia castanha - - 0 0 0
- Quebra~folce ararela - - 0 0 o
Angleo eastanha - - O 0 o
Pitecalbblo bra.parda  brancs aoral 2 7 o
Algaroba orarcla rosa coragl ¢ 13 52 49
Malung i castanha  rosd asfarica i 1 22
_ Besbiinia emarela ' - - o . 0 0
Batilogbnte br.perda - - 4] o G
Acheia negra Ba,1 branca - - 0 o 0
Ebane oriental branes - - 0 0 0
Entada engtnanhe - - 0 0 3]
Laucena amarcla - - 0 0 o]
Babid enatanhe - - 0 o 0
Quabre~foice emarela - - 0 0 i o
Angicon esatanha - o (v} 4]
Pltacelobie br.pnrda - 0 1] 0
Algarobn amnrols - - O 4] i+
Mulungh costAnha  tijolo esrbrioa 7 31 60 -
Seabania amareln - ' - 0 - 0 0
Eatilosante br.parda rosa esfbrica 5 18 HI
Acficia nogra £a.3 brancs brancs eoral 3 9 B
£bane oriontal branen - - ) 0 o -
Entnda castanha  resa eoral 29 102 5
Leucona ainnreln - - 4] - Q G
Sapis _eastanha - - o 0 141
uebra-folce amarala - - L -0 2]
Angleo esstanha - - (v} 0. o]
Pltecelobla br.parda - - £ D o]
Algareba anarele - - 0 Q 0
H1lungi cagstAnha  TosaA saThdries .1 51 3.
Sesbanla amarela - - D o 4
Ratilogante br.parda pogs asTéricn 6 1 L5
Acheta nogra 8m.l brence rosa coral 1 L 1§
Ebane oriontal brepca - - 0 0 - a
Entada eastanha - - 0 ¢ o
Loucena amarolo - - 0 D L4
Sabia epatanha - a Q. o
uetra-~foles amorela - 1) 1} [v]
dpgleo eastanha - ] ] 4]
Pitecelibio br.parda - = o 0 o
Mgaroba ‘amarela - - o o o
Malungh esatanha rosa osibrica -1 6 12
Sagbinis smarels  tijole  estérica 21 i05 19
Batilosante br.parda - - o 4] 0

Eztirpasi Pj.1 ~ isvleda da Algeroba

Ba.l, Ba.3 - iacladaa de Mulungh
" &mil ~ 1s0ladg de Seabania
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Nodulacho Atividade ecpecifica

Espbet aa |Eatirpe c:zi‘:’ cox l rormas merod Porn sueo | PAnles do ol /h/mg
Plental ar planta da nidulos
Apscis pogra Hr.23 branca - - o 0 o
ftono orilontal bronca - - "o o o
Entads castanha rosa coral 3 17 4%
Laucend S anorola - - o D O
Sablk costanha = - Lo} o D
Qusbra-foics sanrels = = o e L4
Anpleo castanhs = - o o ¢
Pitscelbbio br.pardn - - <] 0 - o
Algarobe . agorels - - [ L] . 0
Mulungh costanhe - - o] o] 4]
Benbinia sRaTOle - - L] O "0 z
Estilosante br.parde roas eafarica 3 13 132
Aehein nogre Pr.l brancs bronea eoral .3 9 8
RBvonos priental branca  Fosd coral b k] h2
Entada enstanha -~ - 4] L&) L 4]
Loueens amarole - - 0 o @
Sabla ebstenhs = - o] 4] °
Quebra-folca aporels - - o] o] L]
Angice castanhe -~ - 4] 0 4]
Piterelobio br.parda - -, 0 o . Y
Alrarobdba .. amorols - - 0 o o
Mulungl . castanhs - - o o o
Sasboniy amorela - - Q 0 o
Eati{losante br.parda - . - 0 o L3
dobele nogra Yr.h branen - - 0 O s ]
Ebano orionzal branes  tijole coral 2 85 20
Shdn : castanns - - 0 (4] o
Leuecena amnraln - - o 4] 4]
Sabia cAstAnRe = - v v v
Quehra=foice AmRrcla - - 4] v o
Angico enstnpha = - o Q o”
Pitecslbbio br.parde = - ¢ - @ 0
Alpnroba nmarela - - 0 4] L)
Mulunch coatonha roso asférica 11 39 L8
Se=hénis smarals - - 0 o 0
Entlloannts br.porde - - ] 0 0

Estirpea: BR-ZT - isylnda de Estilozante .
. Pr.al - LI " Vinhatico do eampe
Vrdi = . - ¥ Eambroire
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Quadro 5 - Caracteristicas flagelares de 9 estirpes de

Rhizobium de florestais e 1 forrageira.

Grupos Estirpes Origem das Estirpes Flagelacao
I M1.1 Quebra-foice* -
Sm.1 Sesbania Monotriquia
BR.23 Estilosante** -
I1I L1.7 Leucena Monotriquia
Al.2 Eb ano Monotriquia
Mi.l Jacaranda Monotriquia
III x.13 Sabia Lofotriquia
Pp.2 Angico Monotriquia
Pr.3 Vinhdtico do campo Monotriquia
Ep.2 Entada Monotriquia

* Ndo apresentou flagelo
** Usada para comparacao. Ndo apresentou flagelo.



Fig. 1 - Casa de vegetacdo onde foram desenvolvidos
os experimentos 1 e 2.
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Fig. 2 - Tipo de vaso usado no experimento 1.



Fig. 3 - Tipo de sementeira usado nos experimentos 1 e 2.
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Fig. 4 - Tipo de lata usado no experimento 2.



Fig. 5 - Forma de nddulos de espécies Mimosoideae.

Fig. 6 - Forma de nédulos de espécies Mimosoideae.



MIMOSA LATICIFERA

Fig. 7 - Forma de nédulos de espécies Mimosoideae.

Fig. 8 - Forma de nédulos de espécies Mimosoideae.



Fig. 9 - Forma de nodulos de espécies Faboideae.

Fig. 10 - Distribui¢do de noédulos nas raizes de
Acacia mollissima.



Sesbania

Fig. 11 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Sm-
1, M1-2 (I grupo) em meio 79 com varias
fontes de C.

Fig. 12 - Crescimento da estirpe de Rhizobium BR-
23, (forrageira usada para compara¢do com
as estirpes do I grupo) em meio 79 com
varias fontes de C.



Fig. 13 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Pd-
2, Ccl, Vr-4 do II grupo, em meio 79 com
varias fontes de C.

Fig. 14 - Crescimento das estirpes de Rhizobium F-
310, AlI-3 do II grupo, em meio 79 com

varias fontes de C.



Fig. 15 - Crescimento das estirpes de Rhizobium Pr-3,
Ep-2 do III grupo, em meio 79 com varias
fontes de C.
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Fig. 16 - Crescimento das estirpes de Rhizobium L1-
7, F-130 (I grupo) comparado com o da
estirpe de Rhizobium M1-1 (I grupo) em
meio 79 com varias fontes de C.



Fig. 17 - Crescimento da estirpe de rhizobium Pp-2
(IIT grupo) comparado com o da estirpe de
Rhizobium Dm-1 (Il grupo) em meio 79
com varias fontes de C.

Fig. 18 - Crescimento das estirpes de rhizobium Dm-
3, L1-7 (II grupo), Sm-1 (I grupo) e reacao
em leite-litmus.



Fig. 19 - Flagelagdo monotriquia da estirpe Sm-1 de
crescimento rapido, do I grupo.

Fig. 20 - Flagelagdo monotriquia da estirpe A1-2, do
II grupo, de crescimento rapido.
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Fig. 21 - Flagelacdo Ilofotriquia da estirpe de
Rhizobium X-13, de crescimento rapido,

do III grupo.



