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RESUMO

Foi realizada a caracterizacdo morfolégica de isolados de rizobio
provenientes de nédulos de caule e raiz de Discolobium pulchellum e Discolobium
psoraleaefolium, leguminosas nativas de areas alagadas do Pantanal Mato-
Grossense, e a avaliacdo da tolerancia destes isolados a niveis crescentes de
NaCl e altas temperaturas.

Foram caracterizados 13 isolados de ndédulos de caule e 14 isolados de
nodulos de raiz. Dentre os isolados de ndédulos de raiz de Discolobium spp., 90%
apresentaram crescimento lento alcalinizando o meio, ao passo que os isolados
de nodulos de caule, 46% apresentaram crescimento lento alcalinizando o meio.
Os isolados de crescimento rapido mostraram-se mais tolerantes as crescentes
concentracdes salinas do que os de crescimento lento e também foram mais
tolerantes ao estresse de temperaturas elevadas em relagdo aos isolados de
crescimento lento.

Isolados selecionados aleatoriamente dentro de cada grupo formado a partir
da caracterizacdo morfolégica, foram testados quanto a capacidade de nodulagéo

em caule e raiz e potencial de fixacdo biologica de nitrogénio em Discolobium
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pulchellum sob condicGes de inundacédo. Os resultados obtidos mostraram néo
haver especificidade de nodulacdo dos isolados testados provenientes de nédulos
de caule e de raiz. Em relagdo ao potencial de fixagdo biolégica de nitrogénio de
D. pulchellum, os resultados mostraram que os isolados de crescimento lento que
alcalinizam o meio YMA formaram simbiose eficiente, e que os isolados de
crescimento rapido produzindo acido no mesmo meio formaram nodulos
ineficientes.

Pode-se observar a formacdo do noédulo em caule de Discolobium
pulchellum 12 dias ap6s a inoculacdo. Observou-se a atividade mitotica de células
do parénquima cortical durante a formacdo do primdérdio nodular com continuo
aumento do tamanho do nédulo e colonizacdo das células da zona meristematica
pela bactéria. Apos 4 dias do inicio de formac&do do nddulo pode-se observar uma
abundante colonizacdo intracelular da bactéria. NoOdulos funcionais de D.
pulchellum foram observados aos 20 dias apdés a inoculacdo, onde pode-se
observar que nao havia células intersticiais ndo infectadas no tecido infectado.

Foi observada uma nova espécie dentro do género Discolobium,
Discolobium leptophyllum, com capacidade de formar nddulos no caule em
condigbes de inundacdo. Os nodulos de caule sdo conectados ao caule e o
sistema vascular do caule penetra no noédulo. Os nodulos sédo do tipo
aesquinomendide desmodiodide, ou seja, sem células ndo infectadas no tecido

infectado.
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ABSTRACT

Forteen root and thirteen stem nodules isolates from Discolobium
pulchellum and D. psoraleaefolium were characterized in Yeast Manitol Agar
(YMA) culture medium and tested for tolerance and salinity and high temperature.
Ninety percent of the root nodule isolates were slow growth alkali producing and
forty six percent of stem nodule isolates were slow growth alkali producing. The
fast growing isolates were more tolerant to salinity and to high temperature.
Representative isolates from root and stem nodules of each group were tested for
cross inoculation of root and stems of D. pulchellum growing under flooded
conditions. Both groups, root and stem isolates, nodulated root and stem. Slow
growing alkali producing isolates formed efficient symbiosis with D. pulchellum,
while fast growing acid producing, produced inefficient nodules. Stem nodules of D.
pulchellum were formed 12 days after inoculation. Mitotic activity of the cortical
parenchyma was present at nodule primordia formation with a continuous growth
and meristematic cells colonization by the bacteria. After 4 days of nodule initiation

it was observed a profuse intracellular colonization. Mature nodules of D.



pulchellum were observed 20 days after inoculation without uninffected cells
infected tissue.

A new Discolobium species, D. leptohyllum was observed to nodulate root
and also stems when flooded. As observed for D. pulchellum, the new species also
presented nodules with vascular bundle directly connected to the stem vascular
bundle. The nodules of D. leptophyllum are also aeschinomenoid desmodioid type,

without uninfected cells in the infected tissue.



I-INTRODUCAO GERAL

O Pantanal € uma planicie sedimentar com predominancia de campos
inundaveis, abrangendo uma &area de 138.194 km?, que vem sendo utilizados pela
pecudria bovina extensiva ha dois séculos (Pott & Comastri Filho, 1995). O
rebanho bovino atual esta em torno de 3,8 milhbdes de cabecas voltado
principalmente, para cria e recria, sendo responsavel pela producédo de mais 30%
da carne bovina dos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, respondendo
por divisas anuais da ordem de 80 milhdes de dolares (Cadavid Garcia, 1986;
EMBRAPA/CPAP, 1996).

Existe estreita ligacdo entre o desempenho da atividade pecuaria e o
ambiente do Pantanal, pois as pastagens sdo quase totalmente nativas (99%),
tendo as cultivadas surgido nas dltimas duas décadas (Pott,1994). A
disponibilidade de pastagem, varia de acordo com o ciclo de cheia e seca da
regido, havendo uma grande variabilidade de tipos de pastagens naturais,
geralmente varias comunidades, dependendo do tipo de solo e inundacao (Pott et

al., 1989; EMBRAPA/CPAP, 1996).



O gado de cria e recria permanece o0 ano todo, o que ocorre na maior parte
do Pantanal, em areas com até 1 metro de profundidade de alagamento.
Normalmente ha dois periodos criticos de alimentacéo, a cheia e a seca (Pott et
al., 1989). Paladines & Leal (1979) enfatizam que o aumento da producé&o animal
em areas de savana sO sera possivel mediante a introducdo de espécies de
leguminosas adaptadas as condicfes particulares da pastagem. Esse tipo de
enfoque, demonstra a necessidade da busca de espécies nativas de leguminosas
que prosperam em solos 4cidos e inférteis (Coradin & Valls, 1984).

Em trabalho realizado por Comastri Filho & Pott (1995), visando avaliar
gramineas e leguminosas promissoras para as condi¢cdes edafoclimaticas da
regido, houve bastante dificuldade em encontrar espécies adaptaveis a baixos
niveis de nutrientes e/ou alagamento. Os pecuaristas anseiam por alternativas
para periodos criticos de oferta de forragem, principalmente na época da cheia.

Os recursos forrageiros nativos da regido pantaneira tornam-se um dos
fatores essenciais ao aumento da producéo de carne bovina por unidade de area.
A perda de peso do rebanho bovino na estacao seca, pode ser recuperada através
do ganho de peso compensatério conseguido na estacao chuvosa que se sucede,
porém isso esta na dependéncia direta do grau de riqueza forrageira da savana
(Paladines, 1974). Além disso, pela alta pluviosidade da regido e processo de
cheia e vazante, os solos sdo constantemente lavados em seus nutrientes,
especialmente o nitrogénio.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico pela simbiose entre rizobio e

leguminosas representa uma importante alternativa ecoldgica para repor este



nutriente e para o aumento da produtividade agricola na regido. As espécies
forrageiras auto-suficientes em nitrogénio apresentam vantagem competitiva em
solos pobres e lavados que ocorrem no Pantanal. No entanto, a pressao exercida
pela acdo antropica e exploracdo agropecuaria, tem levado ao risco de
desaparecimento destas espécies que pela alta qualidade nutricional sé&o
preferencialmente pastejadas pelo gado e animais silvestres (Loureiro, 1994).

A fixacdo biologica de nitrogénio em raizes de leguminosas em resposta a
infeccdo com Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium e Sinorhizobium ja € bem
conhecida, entretanto em anos recentes tem-se dado atencdo a um limitado
namero de leguminosas que fixam nitrogénio em nédulos de caule (Boivin et al.,
1997). As espécies que nodulam no caule sdo hidréfitas tropicais ou subtropicais,
de pantanos, rios ou margens de lagos (Dreyfus & Dommergues, 1981,
Eaglesham & Szalay, 1983; Ladha et al., 1992a; Loureiro et al., 1994, 1995; Boivin
et al., 1997) com vérias espécies ocorrendo no Pantanal Mato-Grossense. O
habitat natural dessas leguminosas leva a hipétese de que a nodulacdo no caule
pode ser uma adaptacao evolucionaria as condicées de alagamento (Stegink &
Vaughn, 1988; James et al., 1992a, 1992b; Pugh et al.,, 1995), como as
observadas no Pantanal.

Inicialmente foram descritos dois géneros de leguminosas capazes de
formar nédulos no caule: Aeschynomene e Sesbania. Também foram observados
nédulos no caule de Neptunia oleracea, mas posteriormente foi confirmado que
esses nodulos, na verdade, se formam em raizes adventicias que surgem em

condi¢cdes de alagamento (Alazard, 1985; Dreyfus & Dommergues, 1981; Giller &



Wilson, 1991; Boivin et al., 1997). Loureiro et al., (1994), observaram um novo
género com capacidade de produzir nédulos no caule, Discolobium. Em duas
espécies (D. pulchellum e D. psoraleaefolium) foram encontrados nodulos de raiz
e caule em areas alagadas do Pantanal Mato-Grossense. Leguminosas do género
Aeschynomene e Discolobium apresentam ampla distribuicdo no Pantanal Mato-
Grossense e séo preferencialmente comidas por animais (e.g. gado, capivara,
cervo, pacu e outras espécies de peixes) devido ao seu alto teor de proteina (Pott
etal., 1986; Allem & Valls, 1987; Pott, 1988; EMBRAPA/CPAP, 1996).

Nodulos de caule podem ser formados na parte aérea do caule, acima do
nivel de 4gua, como em A. afraspera, A. indica, A. scabra e S. rostrata (Dreyfus &
Dommergues, 1981; Eaglesham & Szalay, 1983; Alazard, 1985; Ladha et al.,
1992a; Boivin et al., 1997), ou no caule alagado, como em A. elaphroxylon, A.
fluminensis e Discolobium pulchellum (Alazard, 1985; Loureiro et al., 1994). Em
Discolobium spp. as observacgdes indicaram que a nodulagdo somente ocorreu
apos a formacdo do tecido parenquimatoso, sendo portanto diretamente
influenciada pelo alagamento (Loureiro et al., 1994). Os nddulos do caule recebem
oxigénio via aerénquima formado na parte inferior do caule, permitindo a difusao
dos gases (Loureiro, 1994).

Diversos fatos estdo envolvidos na nodulagéo do caule, como 0 aumento no
namero de sitios de infeccéo, presenca de células fotossintetizantes ao redor dos
nédulos e a natureza fotossintetizante do rizébio (Ladha et al., 1990). As espécies
que nodulam o caule possuem um elevado potencial de fixacdo de nitrogénio

(Dreyfus et al., 1987). Esta alta performace pode ser atribuida a presenca de



tecido fotossintético proximo e também nos ndodulos, que torna possivel a
fosforilagdo ciclica, assim como a sintese de carboidratos, possibilitando
fornecimento de energia para a fixacdo de N> (Evans et al., 1990; Ladha et al.,
1990; Hungria et al., 1992; Boivin et al., 1997).
Embora a pecuaria tradicional do Pantanal venha sendo praticada de forma
a ndo causar grandes mudancas no sistema, as demandas da sociedade por
maior produtividade e menor degradacdo ambiental requerem que a pesquisa
encontre alternativas economicamente viaveis e compativeis com a conservacao
do ecossistema. Para que isso seja possivel, a busca de conhecimentos e
tecnologias para 0 manejo racional da pastagem nativa torna-se necessaria, na
medida em que a bovinocultura de corte é de grande importancia para a regiao.
O enriguecimento do solo com nitrogénio através das leguminosas associadas
a estirpes de Rhizobium comprovadamente eficientes, com beneficio direto as
gramineas, poderd ser mais apropriado ao Pantanal do que a simples aplicacdo
de adubos nitrogenados, ja que o regime hidrico da regido compromete a eficacia
do emprego de fertilizantes minerais devido a facilidade de sua diluicao,
carreamento e lixiviagdo. A introducdo no Pantanal de material forrageiro exético,
devido as peculiaridades ecoldgicas da area, onde a exploracdo pecuaria esta
associada a manutencao das espécies nativas, torna-se uma alternativa dificil.
Além disso, a composicao forrageira do Pantanal € mais rica do que a maioria das
savanas americanas. A area do Pantanal Mato-Grossense terd de ser original em
termos de pesquisa, focalizando-se a conservagdao da pastagem natural como

premissa fundamental nas investigacdes a serem desenvolvidas.



Devido a esses fatores e ao grande potencial que o género Discolobium spp.
representa para a regido durante o periodo alagado, busca-se através de novos
estudos obter maiores informacdes da interacdo entre esta leguminosa e as

bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de nédulos de raiz e caule.



Il- REVISAO BIBLIOGRAFICA
Il.1-Caracterizacdo do ecossistema

I 1.1-Localizacao

O Pantanal é a maior planicie inundavel do planeta, com area de 138.194
km?, situada entre os paralelos 16° e 22° de latitude sul e meridianos 55° e 58° de
longitude oeste. Abrange os Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e

parte da Bolivia.

Il 1.2- Fisiografia

A alternancia de periodos de seca e de cheia anual, também chamada de
pulso de inundacgdo, é um dos fatores que regem a biodiversidade do Pantanal,
pois ora favorece as espécies animais e vegetais relacionadas a fase seca, ora
favorece as espécies relacionadas a fase cheia. Além disso, uma fase favorece a
outra. As espécies vegetais da fase seca, mortas pela inundagédo, fornecem
através de sua decomposicao, nutrientes que contribuem para o desenvolvimento

das espécies vegetais da fase de cheia e vice-versa. Por se tratar de uma zona de



transicao entre sistemas terrestres e aquaticos, o Pantanal pode ser classificado
como um grande ecétono, que é uma regido de alta produtividade e alta
diversidade ecoldgica (EMBRAPA/CPAP, 1996).

O Pantanal é um conjunto de grandes planicies deprimidas, situadas na bacia
do Paraguai. A depressdo vem sendo preenchida com depdésitos aluviais,
aportados pelos diversos rios que formam a bacia.

As particularidades fluviométricas dos diversos rios, bem como as
caracteristicas diversas dos solos e da vegetacao, proporcionam a subdivisdo do
Pantanal em diferentes regifes como o descrito abaixo, segundo Adamoli, (1987):

1. Pantanal de Caceres: é constituido pelo leque aluvial dos rios Paraguai,
Jauru e Corixo Grande.

2. Pantanal de Poconé: o rio principal € o Cuiab4a, nesta regido os solos sao
argilosos com alto grau de fertilidade natural.

3. Pantanal de Bardo de Melgaco e Paiguas: predominio da fragdo arenosa na
textura dos solos.

4. Pantanal de Nhecolandia: recebe influéncia da parte sul do rio Taquari,
evidencia-se depressfes subcirculares bem caracteristicas, sdo as baias
que podem ser de agua doce, salgada ou salina. Esta localizado nas
proximidades de Corumba e do eixo rodo-ferroviario de Campo Grande-
Corumba, o que explica ser uma regido de maior intensidade de criacdo de
gado.

5. Pantanal de Aquidauana e Miranda: os principais rios séo Rio Aquidauana e

Rio Miranda. A caracteristica destes solos € a textura arenosa e argilosa.



6. Pantanal do Abobral: formado pelas planicies de inundacéo dos Rios Negro
e Aquidauana. Apresentam solos na maioria argilosos, porém algumas
zonas sdo arenosas.

7. Pantanal de Nabileque: é influenciado pelo regime de enchentes do Rio
Paraguai. Os solos séo argilosos, a salinidade € elevada, € uma regido de
transicao entre o Pantanal e a Depressédo Chaquenha.

Estas sub-regifes, possuem caracteristicas similares, dentre elas:

a- O sistema hidrografico é muito instavel devido a declividade quase nula e
ao regime hidrolégico dos rios;

b- Os rios apresentam instabilidade no tracado dos seus leitos, ocorrendo

mudancas de cursos dos mesmos.

Il 1.3- Relevo

O relevo do Pantanal é praticamente plano, com declividade quase nula, de
apenas 0,7 a 5 cm/km no sentido norte-sul e entre 7 a 50 cm/km no sentido leste-
oeste, a altitude varia entre 80 e 150 metros. A menor declividade no sentido
norte-sul provoca, a principio, um barramento no escoamento do rio Paraguai e o

consequente alagamento da area (EMBRAPA/CPAP, 1996).

Il 1.4- Solos
Os solos do Pantanal sdo de maneira geral mais argilosos no norte,
apresentando as seguintes variagfes: Plintossolo, Planossolo, Solonetz

Solodizado, Vertissolo, Glei Pouco Humico e Solos Aluviais. A area central, que
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corresponde, na sua maior parte, ao leque aluvial do rio Taquari, € formada por
sedimentos arenosos, trazidos por esse rio de sua alta bacia. Ali ocorrem Podzol
Hidromoérfico, Planossolo, Areias Quartzosas, Plintossolo e Glei Pouco Humico. A
parte sul do Pantanal também é formada por sedimentos de natureza argilosa,
depositados principalmente pelos rios Aquidauana, Negro e Paraguai, dando
origem a Planossolo, Solonetz Solodizado, Glei Pouco Humico e Plintossolo.
Quanto a fertilidade, os solos formados no Pantanal sdo relativamente pobres
guando comparados aos solos de outras regides do pais (EMBRAPA/CPAP,1996;

Pott, 1988).

I11.5- Clima

O clima do Pantanal é quente e Umido no verao e frio e seco no inverno,
com temperatura média anual de 25° C. Anualmente a precipitacdo no Pantanal
gira em tono de 1.100 e 1.200 mm, e 45% das chuvas concentram-se nos meses
de dezembro, janeiro e fevereiro. Na bacia do Alto Paraguai, onde o Pantanal
encontra-se inserido, os valores médios de umidade relativa do ar oscilam entre
65 e 85%. No sudoeste do Pantanal, em Corumb4, os valores de umidade estdo
acima de 76% nos meses de dezembro a junho, sendo outubro o més mais seco,
com 71,8%. No norte do Pantanal, em Caceres, os valores de umidade sdo
superiores a 80% nos meses de novembro a junho, sendo setembro o mais seco,

com 71% (EMBRAPA/CPAP, 1996).
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I 1.6- Geomorfologia e hidrologia

O Pantanal é uma planicie sedimentar aluvial quartenéria, parcial e
periodicamente alagavel em funcdo da sua baixissima declividade. Distinguem-se
dois tipos de inundagéao, a pluvial e a fluvial, os leitos rasos e indefinidos dos rios
descarregam agua como vertedouro e através de defluentes, distribuindo-a nos
campos; a pluvial chamada de enchente de chuva, ocorre em areas néo
diretamente afetadas pelos rios, resultante da elevacéo do lencol freatico, causada
pela falta de gradiente hidraulico e pelas chuvas concentradas.

A rede flavio-lacustre, ramificada e anastomosada, por sua dindmica de
cheias (estacional e plurianual), influi decisivamente sobre as melhores pastagens
nativas do Pantanal, de forma direta e negativa sobre a utilizacdo destas, mas de
forma indireta e positiva sobre a fertilidade do solo e a qualidade das forrageiras.

As cheias e alagamentos sdo responsaveis pela formacdo das baias,
vazantes, corixos, cordilheiras. As baias sdo formas negativas de relevo,
constituindo de uma area céncova preenchida com agua; algumas apresentam
altos teores de sais, formando as salinas (Mazza et al.,1994). As vazantes séo
pequenos lagos e corixos que se formam em decorréncia do escoamento da agua
na planicie e vao se tornando confinados até seu desaparecimento devido a
intensidade da seca. Sdo portanto, areas temporariamente alagadas (Pinto Silva,
1991).

As cordilheiras sdo corddes arenosos, localizados nas partes mais altas;
geralmente sdo revestidos por vegetacao arbérea (de cerrado ou cerraddo), sdo

constituidos pelos diques antigos (Mazza et al., 1994). Os corixos sdo pequenos



cursos de agua que interligam as baias aos rios (Pinto Silva, 1991). As
combinacdes das diferentes categorias geomarficas basicas determinam variados
arranjos que, por sua vez, ordenam mosaicos das formacdes de vegetacao (Pott,

1988).

II11.7- Vegetacao

No Pantanal encontram-se fisionomias do tipo cerrado, florestas de
encostas, vegetacao arbustiva semidecidua, matas ciliares, campos, comunidades
florestais isoladas e comunidades aquéticas. Convergem para o Pantanal quatro
das mais importantes provincias fitogeograficas do continente: a Floresta
Amazonica, o Cerrado, o Chaco e a Floresta Atlantica. A vegetacdo de cerrado é
predominante nas partes mais elevadas, enquanto os campos limpos, nas areas
inundaveis, sendo o estrato herbaceo composto por gramineas. Ha diversas
comunidades vegetais, com o dominio nitido de uma espécie. Neste caso, a
comunidade recebe o nome da espécie dominante. As mais conhecidas
comunidades vegetais sao: canjiqueiral, com dominancia da canjiqueira
(Byrsonima intermedia), carandazal, com dominéncia de caranda (Copernicia
alba), paratudal, com dominancia de paratudo (Tabebuia caraiba), gravatal, com
dominancia de gravatd Bromelia balansae), caronal, com dominancia de capim-
carona (Elyonurus muticus) e pirizal, com dominancia de piri (Cyperus giganteus e
Scirpus validus)

O fato de o alagamento ser temporario, determina que as caracteristicas

funcionais da maior parte do Pantanal ndo correspondem as de um verdadeiro
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pantano. A vegetacado ali dominante, em realidade, ndo é aquela caracteristica de
ambientes palustres, estes possuidores de ampla cobertura formada por detritos
vegetais e com acumulacdo de matéria organica. Vegetacdo palustre, a
semelhanca daquela encontrada em massas de 4gua estagnada, ocorre pouco no
Pantanal (Allem & Valls, 1987).

As ocorréncias de diversas espécies forrageiras fazem do Pantanal Mato-
Grossense uma das regides mais expressivas em criacdo de bovinos de corte no
Brasil. Os recursos floristicos vém sendo usados pela pecuaria ha dois séculos,
devendo-se dar mais atencdo as pastagens naturais, de forma a diversificar seu
uso multiplo (Pott & Pott, 1994). Para as pastagens naturais do Pantanal sao
listadas 145 espécies de gramineas, 70 leguminosas e 60 forrageiras nao
convencionais, além de 21 invasoras. As pastagens cultivadas sdo mais recentes,
sendo Brachiaria decumbens a principal espécie utilizada.

Entre as kguminosas do Pantanal com potencial de uso como forrageira
tanto na fase alagada como na fase seca, encontram-se varias espécies do
género Aeschynomene, sendo estas: A. americana, A. hystrix (Allem & Valls,
1987; Pott, 1988); A. paniculata (Pott, 1988); A. rudis, (Pott et al., 1986; Pott,
1988); A. sensitiva (Pott et al., 1986; Allem & Valls, 1987; Pott, 1988;
EMBRAPA/CPAP, 1996) e A. fluminensis (EMBRAPA/CPAP, 1996; Loureiro et al.,
1996). Ocorrem em solo arenoso, siltoso e argiloso em regime hidroldgico seco,
pouco alagado, muito alagado e aquatico (Pott, 1988).

Além destas, sdo encontradas espécies do género Discolobium: D. aureum

(Pott, 1988), D. pulchellum (Allem & Valls, 1987; Pott, 1988; Loureiro, 1994;
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Loureiro et al., 1996) e D. psoraleaefolium (Loureiro, 1994; EMBRAPA/CPAP,
1996), com qualidade forrageira e hébitos semelhantes as espécies de
Aeschynomene. Ocorrem em solo arenoso, siltoso e argiloso e em regime
hidrolégico muito alagado e aquatico. Encontra-se também no Pantanal o género
Sesbania com as espécies S. virgata e S. exasperata, com funcao similar (Franco

et al., 1990).
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[I. 2- Nodulagdo em caule em leguminosas

A simbiose entre plantas leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio
sdo geralmente exclusividade das raizes. Poucas leguminosas, contudo, formam
nodulos ndo somente nas raizes, mas também no caule (Evans et al., 1990). O
primeiro exemplo do fendmeno foi relatado em 1928 em Aeschynomene aspera L.
por Hagerup, que observou nédulos de cor verde e a presenca de grandes
quantidades de graos de amido e sugeriu a ocorréncia de uma grande atividade
fotossintética (Eaglesham et al., 1990).

Apesar de nédulos no caule terem sido noticiados mais cedo, em 1884,
Hagerup parece ter sido o primeiro a observar a presenca de bactérias dentro do
nédulo e sugerir sua contribuicdo na assimilacdo de nitrogénio, jA que o
alagamento das raizes pode impedir a assimilagdo de nitrogénio pelos nédulos
radiculares (Alazard, 1985).

Em 1936 Von Suessenguth & Beyerle relataram a ocorréncia de nédulos de
caule em A. paniculata. Mais tarde foi observada a nodulagcéo no caule de outras
espécies de Aeschynomene, A. indica (Arora, 1954), A. elaphroxylon (Jenik &

Kubikova, 1969) A. evenia e A. villosa (Barrios & Gonzales,1971), A. denticulata,
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A. pratensis, A. rudis, A. scabra, A. sensitiva (Eaglesham & Szalay, 1983). Em
1981, o interesse pela nodulacdo do caule foi despertado pelo relato da
descoberta por Dreyfus & Dommergues de abundante nodulacdo em Sesbania
rostrata, leguminosa anual que cresce em areas alagadas no oeste da Africa, com
grande potencial para ser utilizada como fonte de nitrogénio para a cultura de
arroz. O interesse por espécies que nodulam o caule levou a identificacdo de
ainda outra espécie, Aeschynomene afraspera, com potencial comparavel a
Sesbania rostrata (Ladha et al.,1990). Loureiro et al., (1994) relataram um novo
género com capacidade de formar nddulos no caule, Discolobium, em duas
espécies (D. pulchellum e D. psoraleaefolium) foram encontrados nodulos de raiz
e caule em areas alagadas do Pantanal Mato-Grossense. Vinte e duas espécies
do género Aeschynomene (Alazard, 1985; Becker et al., 1988), cinco espécies do
género Sesbania (Dreyfus & Dommergues, 1981; Dreyfus et al., 1988; Ladha et
al., 1990) e duas espécies do género Discolobium (Loureiro et al., 1994) foram
descritas como espécies que nodulam o caule (Tabela 1).

Diversos fatos envolvem a nodulagdo no caule: presenca de sitios de
nodulacdo predeterminados no caule, presenca de células fotossintetizantes ao
redor dos nodulos, maior tolerdncia ao nitrogénio combinado e em algumas
espécies, a natureza fotossintetizante do rizébio (Ladha et al.,1990). Os nddulos
caulinares estdo localizados proximos ao aparelho fotossintético da planta,
estando idealmente posicionados para receber um constante fornecimento de
substratos energéticos e fornecer o nitrogénio fixado (Ladhaet al., 1992a; Parsons

et al.,, 1992). Esta caracteristica pode ser mais relevante nas espécies de
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Aeschynomene que apresentam rizobio fotossintetizante, aos quais tem se
atribuido incremento na atividade da nitrogenase pela luz (Eaglesham et al., 1990;
Evans et al, 1990; Lorquin et al., 1993; Loureiro et al, 1993; Ladha & So, 1994).

Juntamente com a formacao do nédulo, algumas espécies desenvolvem um
grande numero de células parenquimatosas, com um tecido esponjoso que facilita
a captacdo de oxigénio suficiente para as varias funcbes metabdlicas em
ecossistemas alagados (Ladha et al., 1992a).

Ao contrario de outras hidrofitas nodulantes, os nédulos de caule de
Discolobium tém uma necessidade obrigatéria de estarem submersos e senescem
muito rapidamente quando expostos ao ar (Loureiro, 1994). Eaglesham & Szalay
(1983) mostraram que o alagamento ndo é um pré-requisito para a formacao de
nddulos no caule em algumas espécies de Aeschynomene e Sesbania rostrata, no
entanto, resultados obtidos por Parsons et al., (1993) com S. rostrata
demonstraram que a baixa umidade tem efeito adverso no crescimento e na
atividade da nitrogenase em nodulos de caule. Efeito similar foi observado para as
espécies A. americana e A. indica, que em baixas condicdes de umidade
apresentaram significativa reducdo na atividade da nitrogenase (Albrechet et al.,
1981; Sasakawa et al., 1986).

Discolobium pulchellum e Discolobium psoraleaefolium formam verdadeiros
nodulos de caule, pois 0s nédulos estdo conectados com o sistema vascular do
caule e ndo com o sistema de raizes adventicias originadas no caule. Os nddulos
sdo esféricos, com ramificacbes no sistema vascular e apresentam corddo de

infeccdo similar ao de Aeschynomene fluminensis (Loureiro et al.,1995). Os
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nédulos de caule e raiz de Discolobium pulchellum apresentam tecido infectado do
tipo aesquinomendide desmodidide (Corby, 1988), isto é, sem células néao
infectadas. As células infectadas nos nodulos de caule sdo vacuoladas, com
cord@es de infeccao visiveis (Loureiro, 1994).

Estirpes de rizébio isoladas de nddulos de caule dos géneros
Aeschynomene, Sesbania e Discolobium, monstraram ser totalmente diversas e
pertencem a quatro géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e
Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988; de Lajudie et al., 1994; Loureiro, 1994; Wong
etal., 1994).

Eaglesham & Szalay relataram em 1981 o isolamento de uma bactéria de
nédulos de caule formados espontaneamente em Aeschynomene indica, BTAIL,
que apresentava capacidade de desenvolver sistema fotossintético, fixar
nitrogénio ex planta e crescer sem outra fonte de N combinado (Alazard, 1990;
Hungria et al., 1992). Desde entdo, isolados de nddulos de caule de A. afraspera,
A. denticulata, A. evenia, A. nilotica, A. pratensis e A. sensitiva foram encontrados
produzindo bacterioclorofila a (Ladha et al, 1990; Ladha & So, 1994).

O isolado BTAIl pode ser distinguido de outros membros da familia
Rhodospirillacea por diversos critérios. O crescimento de BTAIl foi inibido em
concentragcfes de malato de 0,5% ou maiores, enquanto que membros de
Rhodospirillacea crescem sob essas condicbes. Em contraste com
Rhodopeseudomonas rubrum, BTAil ndo cresce em meio soja-triptona. A
fotossintese pela bactéria BTAIl ocorre exclusivamente sob condi¢des aerdbicas e

com ciclo alternado claro-escuro (Evans et al., 1990). A habilidade dos bacterdides
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para utilizar a luz numa regido de comprimento de onda que nao pode ser
absorvido pela planta pode ser de importancia ecoldgica consideravel para a
eficiéncia da simbiose, e até certo ponto, a fixacdo de nitrogénio ficaria menos
dependente da energia fornecida pela planta hospedeira (Eaglesham et al., 1990;
Ladha et al., 1990).

Eaglesham et al., (1990) propuseram que a estirpe BTAIl, por apresentar
propriedades fotossintéticas, comporia uma nova espécie, Photorhizobium
thompsonianum. Entretanto, estudos de Young et al. (1991), avaliando sequéncias
da subunidade rRNA 16S, relataram ser a BTAil um constituinte de género
Bradyrhizobium devendo portanto, ser denominado Bradyrhizobium sp.
(Aeschynomene) estirpe BTAI1.

Em 1982 foi feito o primeiro relato do isolado de nddulos de caule de
Sesbania rostrata, Azorhizobium caulinodans estirpe ORS 571, que ndo somente
tinha a capacidade de fixar nitrogénio ex planta, mas também a habilidade de
crescer em condicdes de vida livre tendo N2> como Unica fonte de nitrogénio (Boivin
et al., 1997; Fleischman & Kramer, 1998). Dreyfus et al., (1988) realizaram
andlises de proteina, DNA-DNA e hibridizacdo DNA-rRNA de isolados que
nodulam raiz e isolados que nodulam o caule de S. rostrata, foram observadas
diversas diferencas das estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium. O estudo
concluiu que os isolados que nodulam raiz pertencem ao género Rhizobium e os
isolados de nodulos de caule parecem pertencer ao ramo rRna de
Rhodopseudomonas palustris, mas sao distintas de R. palustris e estao

relativamente perto da bactéria Xanthobacter autotrophicus. Estes aspectos juntos



possibilitam o crescimento usando N> sob condi¢cées de vida livre, justificando a
proposta de um novo género Azorhizobium, com uma espécie Azorhizobium
caulinodans para o isolado de nédulos de caule ORS 571 de S. rostrata (Mergaert
et al., 1995). A. caulinodans tem uma faixa limitada e especifica de hospedeiros,
restrita principalmente a nodulacdo de espécies de Sesbania.

A colecao de isolados de raiz de S. rostrata e varias outras espécies de
Sesbania oriundas do Senegal, foram caracterizadas taxonomicamente por De
Lajudie et al., (1994). Dois grupos distintos, genética e fenotipicamente foram
encontrados no ramo de R. meliloti-R. fredii rRna, e reclassificados dentro do
género Sinorhizobium, em duas novas espécies, S. teranga e S. saheli.

Loureiro, (1994), realizou andlise morfoldgica, fisiolégica e molecular que
permitiu demonstrar a diferenca entre a estirpes de rizébio e as estirpes isoladas

de nddulos de caule e raiz de A. fluminensis e D. pulchellum.



Tabela 1- Leguminosas que nodulam o caule, distribuicdo geografica e habitat

Espécie

Distribuicao

Habitat

Aeschynomene aspera
Aeschynomene afraspera
Aeschynomene ciliata
Aeschynomene crassicaulis
Aeschynomene cristata
Aeschynomene denticulata
Aeschynomene elaphroxylon
Aeschynomene evenia
Aeschynomene fluminensis
Aeschynomene indica
Aeschynomene nilotica
Aeschynomene paniculata
Aeschynomene pfundii
Aeschynomene pratensis
Aeschynomene rudis
Aeschynomene scabra
Aeschynomene schimperi
Aeschynomene sensitiva
Aeschynomene tamacoundensis
Aeschynomene uniflora
Aeschynomene villosa
Aeschynomene virginica
Sesbania pubescens
Sesbania punctata
Sesbania rostrata
Sesbania speciosa
Sesbania javanica
Discolobium pulchellum

Discolobium psoraleaefolium

Africa, sul da Asia
Africa

Africa, A. do Sul
Africa

Africa, Madagascar
América do Sul
Africa

América do Sul
América do Sul
Pantropical

Africa

Ameérica do Sul
Africa

América do Sul
Ameérica do Sul
América do Sul
Africa

Pantropical

Oeste da Africa
Africa

Ameérica do Sul
Africa

América do Norte
Madagascar
Oeste da Africa
Asia, Africa
Sudoeste da Africa
Ameérica do Sul

América do Sul

Aguético, Pantanos
Péantanos
Pantanos

Aquatico

Pantanos
Pantanos
Aquético, Pantanos
Pantanos
Pantanos
Péantanos
Aquatico, Pantanos
Savana

Aquético, Pantanos
Pantanos
Pantanos, Savana
Pantanos
Aguético, Pantanos
Péantanos
Pantanos
Aqudtico, Pantanos
Pantanos, Floresta
Aquético

Aquético

Pantanos
Aguético, Pantanos
Péantanos
Pantanos

Aquatico

Aquético

Fonte: Boivin et al. (1997)
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Adebayo et al., (1989) relataram a presenca de grande populacédo de A.
caulinodans sobre folhas, flores e sementes de S. rostrata, 0 que sugere a
natureza ciclica e explica a nodulacdo espontanea no campo. Observacdes
similares foram feitas por Ladha et al. (1988, 1990), onde S. rostrata néo
inoculada, exibia nodulacdo espontanea com Azorhizobium que foi carregado
através da membrana da semente. Foram também encontrados rizobios
homdlogos em folhas de A. afrasprera, A. pratensis e A. sensitiva. Sendo assim, a
inoculacdo de caule pode ter duas origens: o solo e a filosfera. Em ambos os
casos, a chuva parece exercer 0 maior papel na inoculagdo do caule. A 4gua da
chuva pode lavar os rizébios que estédo localizados epifiticamente para o caule e
consequentemente infectar os sitios de nodulacdo. Além disso, a desagregacao
do solo pelo impacto das gotas de chuva possibilita o rizébio alcancar as partes
inferiores do caule. Estas suposicOes, tém suporte devido a alta correlacéo
encontrada entre nimero de nédulos no caule de S. rostrata e A. afraspera e o
padrdo de precipitacdo (Becker et al., 1990). O vento pode ser outro fator
importante na disseminacdo da bactéria, transportando particulas de solo
contaminado para as partes aéreas, e favorecendo a inoculacdo do caule (Dreyfus
& Dommergues, 1981).

Robertson & Alexander, (1994) conduziram um estudo para a determinacao
da forma de disseminacéo de A. caulinodans. Os resultados obtidos confirmaram
0s estudos anteriores, demonstrando ser o vento e a chuva importantes meios
para a disseminacdo da bactéria. Robertson et al. (1995) compararam a

ocorréncia e distribuicdo de Azorhizobium e Sinorhizobium no Senegal.



Azorhizobium foi encontrado em maiores densidades do que Sinorhizobium tanto
em caule como em folhas de S. rostrata, ao passo que Sinorhizobium foi mais
abundante na rizosfera da planta hospedeira, indicando que Azorhizobium é mais
adaptado ao ambiente epifitico do que Sinorhizobium, sendo esta uma bactéria
mais tipica do solo. A adaptacdo as condicfes epifiticas pode ser explicada pela
ocorréncia natural de 90% de Azorhizobium em nédulos de caule em S. rostrata,
ao passo que em nodulos de raiz a ocorréncia foi somente de 39 a 48%. Bactérias
fotossintéticas do género Bradyrhizobuim foram encontradas em grande numero
nas folhas de espécies de Aeschynomene. (Boivin et al., 1997). A alta densidade
de bactérias que nodulam o caule em folhas e flores de plantas hospedeiras,
indica que a filosfera pode ser um nicho alternativo adaptativo para estes
organismos, ao invés de uma ocorréncia acidental. A filosfera, portanto, exerce um

importante papel assegurando a nodulacao no caule (Ladhaet al., 1992a).

[1.2.1- Mecanismo de infeccao

A caracteristica comum as leguminosas noduladoras de caule, é a presenca
de sitios de nodulacdo predeterminados em seus caules, que sdo na verdade
primordios dormentes de raizes adventicias, onde os ndédulos caulinares se
desenvolvem (Arora, 1954; Duhoux & Dreyfus, 1982; Tsien et al., 1983). A
formacéo desses sitios € independente da infeccdo com rizébio (Dreyfus et al.,
1984). Estudos anatdmicos demonstraram que os primordios dormentes exibem

uma estrutura tipica de raiz, fato confirmado pela habilidade desses primérdios
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desenvolverem-se em raizes adventicias em condi¢fes de alagamento (Duhoux et
al., 1982; Eaglesham & Szalay, 1983). Dependendo da planta hospedeira este
primordio pode estar distribuido ao longo do caule ou restrito somente as partes
baixas do caule. Estes podem permanecer ocultos sob o coértex do caule,
frequentemente formando uma cuapula epidérmica, ou atravessando ligeiramente
essa estrutura apresentando um apice dormente saliente que forma uma cavidade
circular na epiderme do caule. Apenas os primérdios salientes ou aqueles que
ligeiramente atravessam a epiderme sdo acessiveis a infeccdo por rizobio, de
maneira que a bactéria penetra no primérdio de raiz por invasdo intercelular
(Boivin et al., 1997). Esses primordios, que assumem uma organizacao tipica no
caule, podem estar distribuidos em linha reta, formando fileiras verticais
(Sesbania) ou formando fileiras espirais ao redor do caule (Aeschynomene)
(Dreyfus et al., 1985).

Raizes adventicias podem também ser formadas nos primérdios de raiz de
outras leguminosas. Nodulos formados nestas raizes adventicias sdo encontradas
em torno das partes baixas do caule de alguns cultivares de Arachis hypogea e
Vicia faba, e em Cassia tora L. e em trés espécies de Parkinsonia aculeata L.
(Ladha et al., 1992a; Boivin et al., 1997).

Em Sesbania rostrata, o primordio da raiz sempre atravessa a epiderme do
caule, formando uma fissura que facilita a penetracdo da bactéria. O género
Aeschynomene inclui espécies com sitios de nodulacdo que variam do tipo de
Sesbania com primérdios de raizes salientes (e.g. Aeschynomene afraspera), que

nodulam facilmente, ao tipo de primérdio menos visivel (e.g. A. crassicaulis e A.
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elaphoroxylon) que é definitivamente menos suscetivel a infeccao por rizobio
(Alazard, 1985).

A aparéncia dos sitios de nodulacdo e a expressdao da nodulacao
possibilitaram o agrupamento em trés categorias: o grupo 1 relne leguminosas
aguaticas com primérdio visivel e abundante nodulacédo por todo o caule, entre a
espécies estdo: S. rostrata e S. punctata, onde sitios de nodulacdo estdo
distribuidos em trés ou quatro fileiras verticais ao longo do caule (Dreyfus &
Dommergues, 1981; Duhoux & Dreyfus, 1982; Dreyfus et al, 1988) e A. afraspera
e A. nilotica com os primérdios cobrindo todo o caule. Neste grupo o primérdio de
raiz sempre ressalta através do cortex, possibilitando a facil infec¢éo pela bactéria.

O grupo 2 apresenta leguminosas com primérdio visivel, com menos
primérdios desenvolvidos do que os do grupo 1, escassa nodulacdo na parte
aérea, mas boa nodulacdo na parte submersa do caule. O primérdio de raiz, que
com frequéncia esta localizado proximo as lenticelas, quase penetra a epiderme.
Entre as espécies tipicas deste grupo estdo: A. aspera , A. ciliata , A. cristata, A.
denticulata, A. evenia, A. fluminensis, A. indica, A. paniculata, A. pratensis, A.
rudis, A. scabra, A. sensitiva, A. schimperi, A.tambacoundensis, A. uniflora, A.
villosa, A. virginica, S. speciosa, S. pubescens. Os primordios de raiz ainda sao
acessiveis a infec¢do por rizébio, e estas espécies nodulam geralmente na parte
do caule submersa, mas também na parte aérea do caule, embora em menor
quantidade do que S. rostrata e A. afraspera.

O grupo 3 é constituido de leguminosas com o primérdio invisivel e

nodulacdo ocorrendo somente nas por¢cées submersas do caule, neste grupo néo
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h& quebra de dorméncia do primdrdio de raiz sem o alagamento. Nédulos nunca
sdo encontrados na parte aérea do caule. Espécies tipicas deste grupo séo: A.
crassicaulis , A. elaphroxylon, A. pfundii, S. javanica, onde a nodulac&o do caule é
estritamente restrita as parte baixas e submersas do caule. Discolobium
pulchellum pertence a esse grupo (Loureiro et al., 1994).

O primo6rdio é constituido basicamente por um meristema na regido distal,
em feixe vascular no centro rodeado por células corticais altamente vacuoladas e
uma fissura na periferia, causada pelo rompimento da epiderme durante o
desenvolvimento do primérdio caulinar. As bactérias penetram nesses espacos
intercelulares e multiplicam-se ativamente, formando volumosas bolsas situadas
entre as camadas externas do cortex do primérdio radicular. As bolsas possuem
uma parede prépria e as bactérias nelas contidas sao incluidas em um material
fibrilar frouxo. Nesta fase de infeccao, inicia-se a atividade meristematica nas
camadas internas do cértex do primérdio radicular (Ferreira, 1997).

A diferenciacdo de meristema nodular precede a etapa seguinte, que é o
aparecimento dos corddes de infeccédo formados a partir de dilatacdes das bolsas
intercelulares. Esses corddes de infeccéo, primeiro intercelulares e, em seguida,
intracelulares, se ramificam, invadindo a zona meristematica e liberando as
bactérias no citoplasma das células (Alazard, 1991). A bactéria dentro da planta
modifica suas caracteristicas ultraestruturais passando a se chamar bacterdide.
Com a formacao dos canais de infeccdo, as bactérias se encaminham para a

regido de formacdo dos primérdios nodulares. Quando chegam na regido de
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células indiferenciadas, ocorre um processo de concentracao bacteriana no centro
do tecido meristematico, dando inicio & formag&o do nédulo.

Ladha et al. (1992a) sugeriram que nédulos de raiz podem ser definidos
como nddulos formados acima do solo em raizes adventicias, bem como os
formados no solo em raizes. O termo nddulos do caule pode ser reservado para
nédulos onde a localizacdo impede contato com o solo e a formacao € iniciada no
primérdio e ndo nas raizes adventicias. Atualmente, somente € considerada
nodulacdo verdadeira de caule, aquela em que o nddulo apresenta conexao

vascular com o caule (James et al., 1992a).

[1.2.2- Classificacdo de rizdébios que nodulam caule

Aparentemente rizobios isolados de caue ou raiz de Sesbania ou
Aeschynomene possuem a habilidade de produzir dupla nodulacdo (Alazard,
1985; Dreyfus et al., 1988). Entretanto, Rhizobium especifico de nodulacdo em
raiz, incapaz de nodular caule também foi relatado (Dreyfus et al., 1984).

Alazard, (1985), classificou varias espécies de Aeschynomene, baseado no
seu comportamento de inoculagdo cruzada em trés grupos. O grupo 1
compreende as espécies A. crassicaulis, A. elaphoroxylon e A. pfundii sendo estas
noduladoras de caule, e A. americana, A. falcata e A. histrix que ndo nodulam
caule, sdo préximas do grupo Bradyrhizobium sp., porque formam nddulos efetivos
em Macroptilium atropurpureum, a planta teste para rizobio de caupi. Nenhuma

das estirpes apresenta capacidade fotossintética. O grupo 2 compreende A.
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afraspera e A. nilotica, que sédo altamente hospedeiro-especifico. As espécies A.
fluminensis, A. schimperi, A. uniflora e A. villosa podem ser incluidas neste grupo
(Boivin et al., 1997). N&o foi observada inoculacao cruzada entre essas espécies e
S. rostrata. No grupo 3 estdo as espécies A. ciliata, A. denticulata, A. evenia, A.
indica, A. pratensis, A. rudis, A. scabra, A. sensitiva e A. tambacoundensis, cada
isolado pode nodular diversas espécies dentro deste grupo.

Dreyfus & Dommergues (1981), relataram nodulacdo infetiva em S.
pachycarpa e S. bispinosa com a estirpe ORS 551, isoladas de nédulos de caule
de S. rostrata. S. rostrata, entretanto, foi incapaz de formar nédulos com rizébios
isolados de S. pachycarpa, A. afraspera e Vigna unguiculata. Esses estudos
concluiram que isolados de nodulos de caule de S. rostata e alguns isolados de
Aeschynomene parecem ser altamente hospedeiro-especificos, e com a excecao
de isolados de A. crassicaulis, A. elaphoroxylon e A. pfundii eles aparentemente
ndo podem ser incluidos dentro do grupo de inoculacdo cruzada (Ladha et al.,
1992).

S. rostrata-Azorhizobium caulinodans apresentam uma simbiose altamente
especifica. Azorhizobium caulinodans ndo formou ndédulos efetivos em outras
espécies de Sesbania, e ndo produziu nédulos de caule e raiz em nenhuma
espécie de Aeschynomene que nodula caule (Ladha et al., 1990). Como A.
caulinodans, muitos Sinorhizobium isolados de Sesbania séo restritos as espécies

de Sesbania (Boivin et al., 1997).



[1.2.3- Estrutura dos noédulos de caule

Eardly & Eaglesham (1985), sugeriram que nddulos de caule de Sesbania e
Aeschynomene podem ser estruturas autdbnomas, jA que os cloroplastos dos
nédulos fornecem todo o carbono necesséario para a fixagdo de nitrogénio nos
bacteréides. De maneira geral, os nédulos de caule possuem alta atividade
enzimatica e mais conteudos metabdlicos do que nédulos de raiz, sugerindo que
eles fixam N, com grande eficiéncia de energia. Essa grande eficiéncia é
correlacionada com a fotossintese no cortex dos nédulos de caule (Stegink &
Vaughn, 1988; Ladhaet al., 1990).

Diferencas na atividade enzimatica e conteido metabdlico entre nodulos de
caule de A. scabra e S. rostrata provavelmente resultam ou da caracteristica da
espécie de leguminosa, ou da capacidade fotossintética da estirpe BTAIl (Hungria
et al. 1992). A estirpe BTAIl isolada de nédulos de caule de A. indica é
estritamente aerdbica e apresenta caracteristicas incomuns semelhantes as da
bactéria pupura fotossintética, como producao de pigmento rosa sob condi¢des de
luz/escuro, sintese de bacterioclorofila a, centros de reacdo fotossintética,
aumento da assimilacéo de **CO, em condices de aumento de luz e absorcéo de
O, com decréscimo de luz. A quantidade de bacterioclorofila sintetizada
aerobicamente por BTAIl é similar a da bactéria fotossintética Erythrobacter sp. e
menor 10% do que a sintetizada pela bactéria anaerdbica Rhodospirillaceae

(Eaglesham et al., 1990).



O género Aeschynomene possui espécies com profusa nodulagéo no caule
como A. afraspera (Alazard & Duhoux, 1990), e espécies com a nodulacdo
esparsa como A. indica (Vaughn & Elmore, 1985) e em A. fluminensis (Loureiro et
al, 1995) os nédulos sdo formados apenas nas partes submersas. Entretanto,
embora os nodulos de caule de A. fluminensis se formem apenas sob condi¢des
de submerséao, eles sdo capazes uma vez formados, de funcionar sob condi¢cdes
de né&o inundacgédo, diferentemente dos nédulos de caule de D. pulchellum, que
obrigatoriamente requerem o processo de inundacdo para sua formacdo e
funcionamento (Loureiro, 1994).

Em A. indica a parte central das células € cheia de bacteréides, e os
nddulos séo do tipo aesquinomendide, e ndo héa células intersticiais ndo infectadas
no tecido infectado. Os bacterdides sdo separados do citoplasma por uma
membrana peribacterdide, que sdo presumivelmente derivadas da membrana
plasmética da planta. As células infectadas contém: ndcleo, plastideos e
mitocondria, mas nao cloroplastos e vacuolos. As células corticais, ao redor da
zona infectada contém cloroplastos ou plastideos. Os nédulos sao rodeados por
uma ou duas camadas de células epidérmicas que ndo contém cloroplastos. O
xilema esta presente dentro do tecido cortical contendo cloroplastos (Yatazawa et
al., 1984; Vaughn & Elmore, 1985).

Loureiro, (1994) relatou a estrutura do nédulo de caule e raiz em A.
fluminensis. Os nédulos de caule séo tipicamente aesquinomenodides, porém a
maioria dos ndédulos continham lenticelas. O tecido infectado é composto de

células arredondadas, contendo bacterdides e grandes espacos entre as células.
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O ndcleo central é frequentemente proeminente nas células infectadas e sem
vacuolos evidentes. Os nédulos produzidos no caule logo abaixo da superficie da
agua diferem dos nddulos produzidos em maior profundidade por apresentarem
cloroplastos no cortex. Os nodulos de raiz ndo tem cloroplastos e apresentam
corddo de infeccdo. Nao foram observados corddes de infeccdo em nodulos de
caule.

A organogénese de nddulos de caule e raiz em Sesbania rostrata sdo muito
similares e sdo intermediarias entre o desenvolvimento dos tipos de ndédulo
determinado e indeterminado (N'doye et al., 1994; Ferreira, 1997). Os nddulos de
caule em Sesbania, representam provavelmente uma adaptacdo que permite a
planta fixar nitrogénio em condicdes de alagamento (Parsons et al., 1995). Células
do cortex exterior de nédulos de caule de Sesbania rostrata possuem clorofila
contendo cloroplastos que absorvem luz e fixam CO,, embora esses ndédulos
permanecem em grande parte dependentes do suprimento externo de carbono
para sustentar a atividade da nitrogenase (Parsons et al., 1992).

Loureiro et al. (1993), avaliaram 177 isolados de nodulos de caule e 120 de
nédulos de raiz de A. fluminensis em relacdo as suas caracteristicas
fotossintéticas. A producédo de pigmento rosa indicando a presenca de caroteno, e
a sintese de bacterioclorofila foi encontrada em um isolado de raiz e dezessete
isolados de caule. Todas as bactérias sédo estritamente aerdbicas, e 0 maximo de
caroteno e sintese de bacterioclorofila foi encontrado no ciclo de crescimento
claro-escuro. Lorquim et al. (1993) isolaram estirpes de A. indica e A. sensitiva

crescendo no Senegal, sendo 95% dessas estirpes identificadas como
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fotossintéticas. Entretanto, Van Berkun et al. (1995), avaliaram 79 isolados de
nédulos de caule de A. indica, oriundos de 58 solos de 14 diferentes paises, em
relacdo a producdo de bacterioclorofila. Somente 38 dos isolados testados
produziram bacterioclorofila e carotendides durante o crescimento heterotréfico.
Loureiro, (1994) avaliou a capacidade de estirpes isoladas de nddulos de caule de
D. pulchellum e D. psoralealefolium em sintetizar bactericlorofila a. Os resultados
obtidos demonstram que nenhuma das estirpes testadas foi capaz de sintetizar

bacterioclorofila.

[I.2.4-Desenvolvimento dos nodulos em Sesbania, Aeschynomene e
Discolobium

O desenvolvimento dos nédulos em S. rostrata ja foi amplamente estudado
(Dreyfus & Dommergues, 1981; Tsien et al., 1983; Duhoux, 1984; Olsson & Rolfe,
1985; N'Doye et al., 1994; Ferreira, 1997). O sitio de infeccdo é um primérdio de
raiz adventicia presente no caule de S. rostrata que é induzido por inundacao.
Este surge provavelmente a partir do mesmo processo de desenvolvimento de
raizes secundarias, isto €, pela divisdo de células do periciclo. Apos um
desenvolvimento inicial do primérdio radicular causado pela atividade mitética do
meristema apical, este entra em fase de dorméncia. O desenvolvimento do
primérdio leva a formacédo de um domo constituido por tecido morto, derivado do
tecido epidérmico, comprimido pelo primérdio radicular emergente. Como
consequéncia, ao redor do primordio radicular é formada uma fissura, sendo este

o sitio inicial de infec¢do das bactérias (Ferreira, 1997).



Antes da infeccdo da bactéria, o primérdio radicular apresenta um
meristema apical e um feixe vascular no centro rodeado por células do cortex
altamente vacuoladas, indicando um alto grau de diferenciacdo. Apos a infeccéo
hd uma grande proliferacdo de bactérias na fissura e simultaneamente a
diferenciacdo de células corticais comeca a se formar no primérdio do nodulo
(Boivin et al., 1997). Das células basais do primérdio, é formado um cordao de
infeccdo a partir de dilatagbes emitidas das bolsas intercelulares. O cordao de
infeccdo cresce sempre se ramificando, inicialmente inter e depois
intracelularmente (Tsien et al., 1983; Duhoux, 1984; N'Doye et al., 1994). A
bactéria é liberada por processo endocitotico dos pontos do cordéo de infeccao, e
devido a mudancas ultraestruturais e metabdlicas passam a ser denominada
bacterdides. As células param de se dividir e iniciam o processo de fixacdo de
nitrogénio. O desenvolvimento do nddulo continua através da divisdo celular e o
aumento do tamanho do nédulo é resultado do volume celular (Ferreira, 1997).

Antes de iniciar o processo de fixacao ocorre a producdo de um pigmento, a
leghemoglobina, que tem a importante funcédo no transporte de oxigénio para a
respiracao dos bacteroides. Essa proteina mantém o oxigénio na forma associada,
nao permitindo a presenca de oxigénio livre, que afetaria o funcionamento da
nitrogenase (Stegink & Vaughn, 1988; Fleischman & Kramer, 1998).

Os nodulos de caule e raiz do género Aeschynomene sdo similares em
morfologia e estrutura, sendo do tipo determinado, e sao tipicamente
aesquinomendide, isto €, com forma circular e achatados nas extremidades e sem

células intersticiais infectadas no tecido infectado. O nddulo é ligado ao caule por



um pedudnculo curto e o tecido nodular contém numerosos espacos intercelulares.
O processo de infeccdo € intracelular sem a formacdo de corddo de infeccdo
(Dreyfus et al.,1984). E provavel que este modo de infeccéo seja controlado pelo
genoma da planta hospedeira, como ja foi relatado para leguminosas que nodulam
na raiz (Dart, 1977).

O processo de infeccdo e desenvolvimento do nédulo em A. fluminensis foi
relatado por Loureiro et al. (1995). A bactéria penetra dentro das células corticais
internas por invaginacado da parede celular e multiplica-se ativamente. A infeccao
se processa de célula para célula por invaginacao interna e dissolucdo da parede
celular do hospedeiro e o tecido central fixando nitrogénio é caracterizado pela
auséncia de células ndo infectadas. Os nddulos de caule de A. fluminensis podem
ser divididos em dois tipos: nddulos da parte inferior do caule, préximo ao
hipocotilo, sem cloroplastos no cortex interno, e nodulos da parte superior do
caule, proximo a superficie da a&gua, com numerosos cloroplastos no cértex
nodular. Os nodulos de raiz sdo semelhantes, tendo forma oval e sendo do tipo
aesquinomendide.

Em A. afraspera a invasdo da bactéria é intracelularmente para o tecido
cortical entre as células sem formacdo de corddo de infeccdo (Alazard &
Duhoux,1990). Os nddulos sao visiveis em 5 dias e apresentam desenvolvimento
total em trés semanas (Dreyfus et al., 1984; Alazard & Duhoux, 1988). Eaglesham
& Szalay (1983) inocularam no caule de varias espécies de Aeschynomene a

estirpe BTAIl, pequenos nodulos foram visiveis em A. scabra 8 dias apds a



inoculagéo; e em 12 dias eram visiveis em A. denticulata, A. indica, A. pratensis,
A. rudis e A. evenia.

Estudos estruturais e ultraestruturais dos nodulos de caule e raizes de A.
indica revelaram a auséncia de corddes de infec¢do nos nédulos, levando a supor
gue o processo de infeccao seria do tipo intercelular (“crack entry”) (Yatazawa et
al., 1984). Nao foram observadas diferencas na estrutura de nddulos de caule e
raiz (Vaughn & Elmore, 1985).

Em nddulos de caule de Discolobium o sistema vascular do caule ramifica-
se por todo o nédulo, penetrando no tecido infectado com projec6es alongadas do
cortex. Tanto nos nddulos de caule como nos de raiz, o tecido infectado é do tipo
desmodioide, isto é, sem células ndo infectadas. As células infectadas nos
nédulos de caule sdo vacuoladas, com corddes de infeccdo visiveis. O cortex
interno é rico em amiloplastos e contém componentes da barreira de difusdo de
oxigénio. O cortex médio, exterior & camada limite, consistia de células frouxas e
estas sdo continuas com o aerénquima do caule. Ao contrario dos nodulos de
caule de algumas espécies de Aeschynomene e Sesbania (Alazard & Duhoux,
1987; Ladha et al., 1990; Hungria et al., 1992), ndo ha cloroplastos aparentes no
cortex dos nédulos de Discolobium. Os nodulos radiculares diferiram somente nas
células infectadas que ndo eram vacuoladas, os bacterdides eram maiores e
continham mais poli-B-hidroxibutirato e havia menos aerénquima/tecido lenticular
(Loureiro, 1994).

Geralmente as leguminosas que formam nddulos em raiz na tribo

Aeschynomene séo infectadas via fendas naturais ou na juncao da raiz adventicia,



e seus noddulos ndo apresentam corddo de infeccdo, embora Loureiro et al. (1995)
tenham demonstrado pequenos cordfes de infeccdo em noédulos de raiz de A.
fluminensis, mas ndo foram observados em nodulos de caule (Loureiro et al.,

1998).

[1.2.5- Difusdo de O, em ndédulos de caule

A concentragdo de O no solo é particularmente critica para o
funcionamento da fixacdo de nitrogénio nos nddulos de raizes de leguminosas.
Dentro da estrutura do nédulo grande quantidade de O, é requerida pelas células
infectadas para a fosforilagdo oxidativa, porém a nitrogenase é desnaturada em
concentracdes de oxigénio maior do que 5mmol m3, enquanto pouco O, fornecido
aos bacteroides, resulta na diminuicdo do fornecimento de ATP para a reducédo do
N2 pela nitrogenase (Sheehy & Thornley, 1988).

A atividade de fixagdo em leguminosas divide 30 a 50% do total de
fotossintatos para os nodulos de raiz, com perdas de 18 a 30% via respiracao
(Hungria et al., 1992). Em nodulos de caule parece provavel que o carbono possa
ser suprido via fotossintese das células corticais contribuindo para a fixagdo de N
nos bacteroides e a assimilacdo de aménia na célula do citosol de leguminosas.
Como a atividade fotossintética dos tecidos gera oxigénio, sdo necessarios
mecanismos para a protecdo do bacterdide em nodulos de caule, pelo fato do

complexo enzimatico da nitrogenase ser sensivel ao oxigénio (Ladha et al.,

1992a).
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Os nodulos podem possuir barreiras varidveis para regular o fluxo de
oxigénio para as células infectadas (Gallon, 1992). Em nédulos tipicos de raiz o
tecido infectado contém bacterdides que sao rodeados por um tecido néo
infectado com barreira de difusdo de oxigénio, que regula o influxo de oxigénio
para o tecido central (Witty et al., 1986). Os gases penetram no nodulo através de
espacos entre camadas de células livres dentro do cortex, porém as células no
interior do cortéx sdo mais densamente agrupadas, com menor via interconecc¢ao
(Minchin & Witty, 1987). MedicGes realizadas com microeletrodos mostraram um
rapido decréscimo da concentracdo de oxigénio através do interior do cortex,
indicando que este é o maior sitio de resisténcia a difusdo de gases dentro dos
nédulos (Witty et al.,, 1987). A difusdo do oxigénio € feita em pequenas
concentragfes na regido central do ndédulo por uma rede de vias entre as células
que contém bacteréide. Dentro do tecido infectado a leghemoglobina permite a
rapida difusdo de oxigénio para os bacterdides, enquanto mantém baixa a tensao
de oxigénio (Asppleby, 1984; Sheehy & Thornley, 1988).

As concentracOes de oxigénio conduzidas por leghemoglobina nao diferiram
entre nodulos de caule e raiz em Sesbania rostrata, e a leghemoglobina foi
localizada nas células contendo bacteroides, incluindo as imediatamente
adjacentes ao coOrtex, em ambos os tipos de ndédulos (James et al.,1996).
Diferencas nos componentes de leghemoglobina em nédulos de caule e raiz tanto
de S. rostrata como em A. scabra permitem correlacionar com altos niveis de O,

na zona do bacteréide em nédulos de caule (Hungria et al., 1992).



A nodulagdo no caule possibilita a planta fixar nitrogénio em ambientes
alagados, onde os nodulos ficam acima das raizes alagadas, evitando a
ocorréncia de uma reducéo de oxigénio, ao ponto de afetar o funcionamento dos
nédulos submersos de raiz (Ladha et al., 1992a). Em N. plena o habito de
crescimento € modificado para adquirir oxigénio para a respiracao das raizes e
nédulos, ocorrendo a producdo de raizes laterais que flutuam proximo da
superficie da dgua ou logo abaixo dela (James et al., 1992a).

James et al. (1992 a) e Loureiro et al. (1995) concluiram que a estrutura de
nédulos submersos de Neptunia e nddulos de raiz e caule de A. fluminensis
diferem pouco crescendo sob condicbes drenadas ou condicles terrestres, e
concluiram que as taxas de suprimento de O, em nodulos submersos séo
provavelmente similares aos nddulos terrestres (Loureiro et al., 1998).

Eaglesham & Szalay (1983) estudaram o efeito do alagamento na
nodulacdo de caule e raiz de A. scabra, o numero de nédulos de raiz decresceu
quase a zero comparado com 1000 nodulos de caule por planta. Efeito similar foi
encontrado por N'doye & Dreyfus (1988), onde foi observado o efeito do
alagamento na inibicdo da nodulacao e fixagao de S. rostrata e S. sesban. Ladha
et al. (1989), entretanto, ndo encontraram diferencas na massa de nodulos de raiz
e ARA de S. rostrata com 45 dias, crescidas em vasos inundados e néo
inundados.

Os nobdulos aéreos de caule contém cloroplastos no tecido cortical
rodeando as células que fixam nitrogénio (Dreyfus & Dommergues, 1981;

Eaglesham & Sazalay, 1983; Duhoux, 1984; Vaughn & Elmore, 1985; de Bruijin,



1989). Cloroplastos também foram relatados em nddulos submersos de A.
fluminensis (Loureiro et al.,, 1995), mas sdo ausentes em nddulos de caule de
Discolobium (Loureiro et al., 1994). Apesar da presenca de cloroplastos havia
pouca evidéncia de que os nodulos de caule pudessem fotossintetizar, até relatos
recentes da atividade da nitrogenase induzida pela luz e incorporacdo de *CO,
também induzido pela luz em A. indica, A. scabra e S. rostrata (Evans et al., 1990;
Hungria et al., 1992).

Vérias espécies que foram estudadas em relacdo a difusdo de O, como por
exemplo, A. fluminensis, Neptunia, Discolobium, demonstraram estruturas tipicas
de barreira de difusdo de @, camadas de células encaixadas com poucos, ou
nenhum espaco intercelular no cortex interno imediatamente adjacente a zona
infectada e oclusbes com glicoproteina nos espacos intercelulares no cértex e no
midcortex (James et al., 1992b; Loureiro, 1994; Loureiro et al., 1994, 1995).

O aumento da deposicdo cortical de glicoproteina dentro dos espacos
intercelulares e dentro das paredes das células dos nddulos de caule em S.
rostrata, aumenta a barreira fisica de difusdo de oxigénio, e € o principal fator de
prevencdo de dano de oxigénio para a nitrogenase (James et al., 1996).
Glicoproteinas também foram encontradas no cortex de nodulos de caule de
Discolobium pulchellum (Loureiro et al., 1994) e Aeschynomene fluminensis
(Loureiro et al., 1995) e em estudos anteriores em S. rostrata (James et al., 1996).
lannetta et al. (1995) demonstraram rapida producédo e extrusdo de glicoproteina
dentro dos espacos intercelulares correlacionados com o aumento da resisténcia

da barreira de oxigénio em nédulos de Lupinus albus.



A continuacdo da atividade da nitrogenase sob condi¢cdes de alagamento
implica no desenvolvimento de uma via para a troca de gases entre nédulos
submersos e a atmosfera. Estes efeitos do continuo alagamento estédo
correlacionados com o desenvolvimento de diferengas na morfologia de raiz onde
mais aeréngquima esta presente nas raizes das plantas alagadas comparadas com
as plantas normalmente molhadas. Possibilitando, dessa forma, o movimento
descendente de O, através dos espacgos de ar dentro deste tecido, similar aquele
sugerido para Neptunia plena (James et al., 1992b).

Em estudos realizados por Atkins et al. (1993) com ndédulos de raizes de
Glycine max, Vigha unguiculata e Medicago sativa crescendo sob condi¢des de
pressao externa de O, baixa, foram observadas mudancas morfoldgicas, incluindo
aumento na producao de lenticela e/ou aerénquima, aumentando a proporcgéo de
células nado infectadas para células infectadas e o aumento do tamanho dos
espacos intercelulares tanto no cértex quanto na regido infectada, facilitando as
trocas gasosas. Resultados similares foram obtidos por Arrese-lgor et al. (1993)
em trabalho realizado com alfafa (Medicago sativa L.); a adaptacdo envolve
mudanca na alocacdo de fotossintatos e a formacdo de aerénquima nas raizes
para a manutencdo das taxas de respiracdo. Os nédulos também apresentam
aerénquima e 0 cortéx menos compacto, que proporciona um aumento na
permeabilidade de gases. Sesbania rostrata sob condicbes de alagamento tem o
caule rodeado por aerénquima, este tecido permite 40% do transporte de N, para
nédulos de raiz, e 60% € suprido através do caule. A mesma adaptacao foi

observada em S. cannabina e S. speciosa, sugerindo que espécies de Sesbania
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desenvolvem esse tecido especial para a adaptacdo ao alagamento, permitindo a
troca de gases através do caule para as raizes (Saraswati et al., 1992; Evans &
Rotar, 1987). Yoshida, (1981), relatou que nodulos de raiz de Aeschynomene
indica utilizaram N que foi fornecido atravées do caule alagado.

Estudos de microscopia de nédulos de raizes de trevo branco (Trifolium
repens cv. Katrina) realizados por Pugh et al. (1995) demonstraram o aumento na
producdo de aerénquima nas plantas alagadas. Observou-se que as células
infectadas dos nédulos submersos séo grandes e os vacuolos sdo maiores do que
aqueles de nodulos de plantas normalmente molhadas, a proporcao de volume do
vacuolo/volume de protoplasto no tratamento alagado foi 3,7 maior que o controle.
Este aumento no volume do vacuolo para o volume do protoplasto de células
infectadas pode exercer um papel na tolerancia dos ndédulos de trevo branco ao
alagamento. O aerénquima tem demonstrado ser importante no suprimento de
gases para raizes da leguminosa Viminaria juncea. Um profuso aerénquima
reveste raizes e nédulos de N. plena e tem funcéo similar (James et al., 1992 b).

De maneira geral, plantas que se desenvolvem em ambientes alagados
formam aerénquima para evitar a anoxia na zona radicular e talvez seja
consequéncia dessa condicdo. Acredita-se que a formacdo do aerénquima tem
por finalidade fornecer oxigénio para a respiracéo da raiz (Evans & Rotar, 1987). E
portanto, um mecanismo adaptativo construido pelo afastamento de células
aumentando os espacos intercelulares a partir de condigcbes impostas pelo

ambiente (James et al., 1992 b; Blom et al., 1994; Pugh et al., 1995).
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A presenca de oleossomos em nddulos de leguminosas tropicais, foi
descrito pela primeira vez em nodulos de amendoim em todos os estagios de
desenvolvimento (Bal et al., 1989; Jayaram & Bal, 1991). Estudos realizados por
Bal & Siddique (1991) e Siddique & Bal (1991) indicaram que os oleossomos, que
sdo organelas de depodsito de lipidios, seriam utilizados como uma fonte
suplementar de carbono e energia para o processo de fixacdo de nitrogénio em
nédulos do amendoim, onde ha uma alta demanda de energia.

Bal & Denduluri, (1996) observaram a ocorréncia de oleossomos
transitorios durante os estagios iniciais de diferenciacdo em nédulos de caule e
raiz de Sesbania rostrata. Em ndodulos de caule a primeira observacdo de
oleossomos nas células infectadas foi aos 8 dias ap0s a inoculacdo. Essas
observacbes indicam que os oleossomos sao usados na proliferagédo do sistema
de membrana, que é necesséaria para proteger os bacterdides e manter seu
crescimento e suprir energia para o crescimento das células infectadas. Os
nodulos que apresentaram oleossomos eram brancos, ou seja, ndo tinham sinal
visual de leghemoglobina, indicando que ha auséncia de fixacao de nitrogénio nos
estagios iniciais. Nos nodulos maduros havia coloracdo rosa, mas estes ndo
apresentavam oleossomos. Os oleossomos sdo possivelmente formados por um
curto periodo para armazenar triacilgliceridios, e podem ser prontamente usados
para o crescimento e diferenciacdo de membranas durante os estagios iniciais de
formacdo do nodulo. S&o uma particularidade dos nédulos de caule, e seu

tamanho é cerca de 8 vezes maior do que os encontrados em nodulos de raiz.



Em nddulos radiculares e nédulos inferiores do caule de A. fluminensis foi
observada a presenca de oleossomos, ndo sendo encontrados nos nodulos da
parte superior do caule. Este fato pode ser atribuido a maior submersdo dos
nédulos inferiores do caule, causando deficiéncia de O, o que conduz a uma
reserva de energia ndo metabolizada (Loureiro, 1994).

Os ndédulos de caule que contém cloroplastos no cértex, e os fotossintatos
na forma de sacarose podem sofrer acimulo em resultado do armazenamento de
triacilgliceridios nos oleossomos. Isso pode ser a razdo para o alto conteudo
lipidico total nos nédulos do caule. Nos ndédulos de raiz por outro lado, a
translocacao dos fotossintatos vindo das folhas percorre uma via mais longa que
impede o excesso de acumulo (Denduluri & Bal, 1996).

Loureiro et al. (1994) concluiram que os nodulos de Discolobium,
provavelmente, recebem o O, via profuso tecido lenticular das partes baixas do
caule submerso, que sdo conectados com as lenticelas dos nddulos. O cértex
interno dos nddulos séo ricos em amiloplastos e contém componentes de uma
barreira de difusdo de oxigénio composto de camadas de células sem espacos
intercelulares no cortex interno, proximas e aparentemente concéntricas a zona
infectada. Além disso, outro grande componente da barreira de difusdo de O, em
nédulos de caule de Discolobium sdo as glicoproteinas, que foram observadas

preenchendo os espacos intercelulares do cortex interno e médio (Loureiro, 1994).



[1.2.6- Fixacdo biol6égica de nitrogénio e acumulacdo de nitrogénio em
leguminosas noduladoras de caule

O nitrogénio é um dos fatores mais limitantes para a produgdo em sistemas
agricolas baseados na subsisténcia, onde o uso de fertilizante mineral é restrito. O
arroz € uma das culturas mais importantes na alimentacado no mundo, com cerca
de 40% da populacdo mundial utilizando-o como sua maior fonte de calorias. O
uso de leguminosas para utilizagdo como adubo verde na cultura de arroz € uma
alternativa para o aumento do contetdo de nitrogénio no solo (Alazard & Becker,
1987).

Na Asia, os agricultores plantam leguminosas para serem usadas como
adubo verde durante 40-60 dias entre o periodo de transicdo das duas culturas de
arroz. As leguminosas que sdo usadas para adubacdo verde e fixam nitrogénio
podem fornecer grandes quantidades de N necessarias para esta cultura (Ladha
et al., 1988), entretanto a sensibilidade ao fotoperiodo, a estreita adaptacéo
ecoldgica e a intolerancia ao alagamento restringem o uso de leguminosas para
serem utilizadas como adubo verde em areas alagadas. Aeschynomene afraspera
e Sesbania rostrata s&o leguminosas tropicais do oeste da Africa e podem formar
ndédulos tanto no caule como na raiz e vem sendo usadas como adubo verde em
producdo de arroz alagado (Ladha et al., 1992a). A utilizacdo dessas espécies
deve-se a habilidade em fixar N, em ambientes alagados e ao rapido crescimento,
e também por apresentarem altas taxas de fixacdo de N quando comparadas
com leguminosas que nodulam somente nas raizes (Rinaudo et al., 1983; Dreyfus

et al., 1985; N'Doye & Dreyfus, 1988). As caracteristicas de ambas espécies,



torna-as promissoras para a utilizagdo como adubo verde na cultura de arroz
alagado (Dreyfus & Dommergues, 1981; Eaglesham & Szalay, 1983; Hungria et
al.,, 1992; Ladha et al.,, 1992a; Watanabe et al.,, 1992; Diekmann et al., 1996;
Boivin et al., 1997), mas também em sistemas de intermiténcia de alagamento
como nha regido do Pantanal.

A atividade de reducgédo de acetileno em nodulos de caule de A. afraspera
foi de 309 pmol CzH4.g.nédulo seco.h?, sendo essa eficiéncia similar a de outras
leguminosas que nodulam caule (Alazard & Duhoux, 1987). Em S. rostrata, a
atividade de reducdo de acetileno foi de 259 upmol C,Hsg™*.nédulo seco.h
(Dreyfus & Dommergues, 1981). A atividade de reducdo de acetileno em nédulos
de caule foi maior do que em nédulos de raiz em leguminosas como Vigna, Vicia e
Lupinus, que variam de 180 a 250 umol CyHsgt.nédulo seco.h (Alazard &
Duhoux, 1987).

A leguminosa S. rostrata tem a capacidade de fixar nitrogénio rapidamente,
na ordem de 40-285 kg N/ha em 45-55 dias e A. afraspera 80 a 90 kg N/ha (Ladha
et al., 1990 ;Watanabe & Liu, 1992). O percentual de contribuicdo de N derivado
da fixacdo biolégica de nitrogénio em plantas bem noduladas de S. rostrata com
45 a 55 dias foi em torno de 70% e aos 65 dias houve um aumento em torno de
90%. Pareek et al., (1990) usando °N em solo comparou porcentagem de
nitrogénio fixado biologicamente em S. rostrata e S. cannabina. Embora ambas
espécies tenham acumulado porcentagens similares de N, S. rostrata apresentou
maior quantidade de N total. Diekmann et al., (1996) encontraram valores de 190

kg .N .ha para S. rostrata e 196 Kg. N. ha™ para A. afraspera.



Ladha et al., (1992a) realizaram trabalhos para a avaliagdo da contribuicao
da fixacado biolégica de nitrogénio em nddulos de caule de S. rostrata em presenca
e auséncia de nédulos de raiz. Os resultados sugeriram que a dupla nodulacéo
encontra um balan¢co na competicdo por energia, que é controlado pela nodulacdo
do caule. Esta conclusdo baseia-se no fato de que S. rostrata com nddulos
radiculares desenvolve, através da inoculacdo, nédulos no caule, ndo ocorrendo
aumento do peso dos nddulos radiculares e na atividade da nitrogenase. Porém,
0s nodulos radiculares e a atividade da nitrogenase sdo recuperados quando os
nddulos de caule sdo removidos. O mecanismo de controle do n6dulo de caule é
provavelmente devido a proximidade do aparato fotossintético, que permite ao
nédulo de caule controlar o suprimento de fotossintatos para os ndédulos de raiz e
determinar sua longevidade e atividade (Ladha et al., 1992b).

No estadio inicial de crescimento, a contribuicdo dos nddulos radiculares
em relacdo ao N da planta é provavelmente, mais importante que a contribuicdo
dos ndédulos caulinares. Todavia, os nédulos de caule, que surgem entre 20 a 30
dias ap6s a germinacao, reprimem a nodulacdo radicular. Nesse estadio, a
principal contribuicdo ao N das plantas € pelos nodulos caulinares (Ladha et al.,
1992a).

O potencial de acumulacéo de N sob condi¢cdes de alagamento alcancou de
41 kg N/ha em A. indica (Crozat & Sangchyo-sawat, 1985) e mais que 200 kg N/ha
em S. rostrata, A. afraspera e A. nilotica (Rinaudo et al., 1983; Alazard & Becker,
1987; Becker et al.,, 1990) sendo maior que as nao noduladoras de caule S.

cannabina e S. sesban (Buresh & De Datta, 1991).
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Nodulacdo em caule foi descrita como sendo um sistema mais eficiente de
fixacdo biolégica de nitrogénio do que o sistema de nodulacdo de raiz. Eaglesham
& Szalay (1983) relataram atividades de mais de 165mmol C,Hs/h/planta em A.
scabra e Alazard & Duhoux (1987) registraram atividade de cerca de 187mmol
CoHa/h/planta em A. afraspera. Dreyfus et al. (1985) observaram atividade da
nitrogenase de cerca de 600mmol CyHa/h/planta em S. rostrata com trés meses,
cultivada no campo, enquanto nas demais leguminosas estes valores dificilmente
ultrapassam 100mmol C,Ha/h/planta.

Hungria et al. (1992) observaram altos contetdos de carboidratos sollveis e
amido em nodulos de caule de A. scabra e S. rostrata em relacdo aos nodulos de
raizes dessas espécies. Com maior disponibilidade de carbono, a atividade de
reducdo de acetileno de nddulos de caule foi maior do que a de nédulos de raiz,
50% maior em S. rostrata e oito vezes maior em A. scabra em relacdo ao
apresentado por nodulos de raiz. Esta alta atividade de nédulos de caule de A.
scabra j4 havia sido observada antes por Eaglesham & Szalay (1983). Esta
atividade (300 a 400 nmol CyHs/h/planta) é maior do que os valores comumente
relatados para Medicago sativa, Glycine max e Vigna unguiculata. A maior
eficiéncia de A. scabra em relacdo a S. rostrata j& havia sido relatada por
Eaglesham et al. (1990), e tem como um dos fatores a habilidade fotossintética da
estirpe BTAIL.

Segundo Ladhaet al. (1990) A. afraspera apresenta alto potencial para ser

utilizada como adubo verde e apresenta duas vantagens adicionais em relacdo a



S. rostrata: € menos sensivel ao fotoperiodo e produz menores quantidades de
biomassa, 0 que facilita sua incorporacdo. O grande volume de biomassa em kg
N/ha em adubos verdes requer trabalho adicional na incorporacdo, portanto um
adubo verde com maior quantidade de nitrogénio ou menor biomassa que possa

equivaler a aplicacdo de N deve ser preferido (Becker et al., 1988, 1990).

[1.2.7- Efeito do nitrogénio na nodulagéo

Os efeitos negativos do nitrogénio combinado sobre o nimero e o tamanho
dos nodulos de leguminosas ja foram relatados amplamente na literatura,
posteriormente foram observados efeitos negativos sobre a massa e a atividade
dos nodulos, sugerindo multiplos efeitos sobre o sistema simbidtico. A fixacéo
biolégica de nitrogénio pode ser retardada se o N residual do solo estiver
disponivel em niveis elevados, podendo reduzir a nodulacdo e a fixacdo em
leguminosas que nodulam raiz, e o grau de inibicdo variando de acordo com o
composto e sua concentracao (Eaglesham & Szalay, 1983).

As leguminosas preferem o nitrogénio do solo ou do fertilizante ao fixado
biologicamente, isto se deve ao fato de cerca de 10 a 30% do total liquido de
carbono assimilado pela planta poder ser consumido durante o processo de
fixacdo biologica de nitrogénio nos periodos de maior demanda, resultando em um
alto custo energético (Straliotto, 1990).

A fixacdo bioldgica de N, em nodulos de caule € mais tolerante ao

nitrogénio combinado do que em nodulos de raiz. Essa caracteristica da
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nodulacdo em caule foi observada por diversos autores (Dreyfus & Dommergues,
1981; Eaglesham & Szalay, 1983; Becker et al., 1986,1989 e 1991; Watanabe &
Liu, 1992).

Becker et al. (1986) estudaram o efeito de N mineral em vasos e campo em
A. afraspera. Os resultados demonstraram efeito positivo na atividade de reducao
de acetileno e producao de biomassa em nddulos de caule, e efeito negativo em
nodulos de raiz quando aplicava-se uréia em doses de 50 e 100 kg/N/ha.
Concentracdes de N de 200 kg/ha inibiram tanto a nodulacdo de raiz como de
caule em vasos, porém em experimento de campo com essa concentracdo a
nodulacdo de caule nado foi afetada. Efeito similar foi observado em A. scabra,
onde a adi¢cao de nitrogénio reduziu em 95% a nodulacéo da raiz, ao passo que a
reducdo na nodulacdo de caule foi de 45% (Eaglesham & Szalay, 1983). Em
contrapartida, a nodulacdo em caule de A. indica foi fortemente inibida pela
aplicacao de nitrogénio (Yatazawa & Susilo;1980; Sasakawa et al., 1986).

A nodulacdo no caule de S. rostrata ndo afetada é muito por nitrogénio
combinado (Dreyfus et al., 1987; Mergaert et al., 1995). Experimentos de campo e
vaso demonstraram que a fixacdo de N por S. rostrata foi estimulada com a
aplicacéo de 30 kg.ha* de N, e n&o foi inibida por 60 kg.ha™ de N (Becker et al.,
1990). Watanabe et al. (1992) avaliando a tolerancia a niveis de nitrogénio em
espécies de Sesbania, observaram que S. rostrata € mais tolerante a nitrogénio
combinado do que S. cannabina.

A baixa inibicdo da nodulagéo do caule por N mineral pode ser atribuida a

varios fatores, como: o estimulo ao crescimento da planta por N mineral, e



consequentemente aumentar a fonte de carboidratos; a separacdo anatdmica dos
sitios de absorcdo de N das raizes e o sitio de fixacdo de N, no caule e por isso
menor contato com o N mineral em nodulos de caule; baixa competicdo por
carboidratos entre os nédulos fixando N, no caule e a sintese de amino &cidos

(Ladha et al., 1992a).

[1.2.8- Fixac&o biolégica de nitrogénio em Discolobium

A estrutura e a fisiologia dos nédulos de caule, assim como o processo
incomum de infecgd@o pelos rizébios, tem despertado consideravel interesse nos
géneros Sesbania e Aeschynomene (Dreyfus & Dommergues, 1981; Tsien et al.,
1983; Vaughn & Elmore, 1985; Alazard & Duhoux, 1987,1990; Hungria et al.,
1992; Ladha et al., 1992a), induzindo a busca de mais espécies que nodulam o
caule. Loureiro (1994), comunicou a ocorréncia, e a estrutura dos nédulos, bem
como o estudo do microssimbionte dos nédulos caulinares e radiculares que fixam
nitrogénio em  Discolobium  spp. (subfamilia  Papilionoideae, tribo
Aeschynomeneae) (Rudd, 1981), Esse género € amplamente encontrado em
areas alagadas no Brasil, Paraguai e Argentina e tem oito espécies todas
hidrofitas. As espécies D. pulchellum e D. psoraleaefolium, ambas com nédulos no
caule e na raiz, podem crescer e fixar N, quando submersas (Loureiro et al.,
1993). Ao contrario de outras hidréfitas nodulantes, os nddulos de raiz e caule de
Discolobium tém uma necessidade obrigatéria de estar submersos e senescem

muito rapidamente quando expostos ao ar. Discolobium forma ndodulos
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verdadeiros de caule, pois eles estdo conectados vascularmente com o caule e
ndo com raizes adventicias originadas no caule como em Neptunia (Loureiro et al.,
1994).

As atividades especificas da nitrogenase dos nédulos do caule e da raiz de
Discolobium pulchellum foram de 469 e 163 mmol C,Hs.g™'nédulo seco.hora™,
respectivamente. Estes resultados mostram alta atividade da nitrogenase,
indicando que sdo potencialmente ativos em fixar N, atmosférico (Loureiro et al.,
1994).

As analises morfologicas, fisiologicas e moleculares permitiram a
diferenciacdo entre as estirpes de rizdbio, assim como o estabelecimento de
grupos, demonstrando a diferenca entre as estirpes isoladas dos nddulos de raiz e
caule de Discolobium pulchellum e espécies representativas de Rhizobium,

Bradyrhizobium e Azorhizobium (Loureiro, 1994).
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[1.3- Caracteristica do género Discolobium Benth

[1.3.1. Caracteristicas gerais

Pequeno género com oito espécies, todas hidrofitas, pertence a familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae (Faria et al.,
1989). Arbusto aquético emergente, perene, com parte aérea renovada na estagao
chuvosa, 1-4 metros de altura, parte basal do caule engrossada, esponjosa.
Floracdo quase todo o ano, mas em geral apresenta poucos frutos.

D. pulchellum apresenta ampla distribuicdo no Pantanal, ocorrendo com
grande abundéancia nas planicies de inundacao dos rios Paraguai, Negro, Abobral,
e Nabileque. E encontrado também no Paraguai e Argentina. Destaca-se por suas
vistosas flores amarelas, e é comido por peixes, animais silvestres e pelo gado
onde o nivel de alagamento permite o acesso dos animais (Allem & Allem, 1981;

Allem & Valls, 1987, EMBRAPA/CPAP, 1996; Loureiroet al., 1996).



[1.3.2. Importancia econdmica

A importancia desta leguminosa esta relacionada com seu aproveitamento

como adubo verde ou forragem (Allen & Valls, 1987), e juntamente com Arachis,

Dolichopsis, Galactia, Rhynchosia, Teramnus e Vignha constitui uma das principais

forrageiras das areas argilosas (Pott, 1988). Sua importancia como forrageira esta

relacionada com o seu alto teor de proteina bruta, em torno de 28% (Pott, 1988)

(Tabela 2).

Tabela 2- Teores médios de PB (%) nas principais forrageiras das sub-regides

Miranda e Nabileque.

Espécies

PB (%)

Discolobium puchellum
Hymenachne amplexicaulis
Paspalidum paludivagum
Leersia hexandra

Thevetia amazonica

Oriza latifolia

Paspalum oteroi

P. hydrophilum

P. plicatulum

Hemarthria altissima

28,4
20,4
19,5
18,0
15,9
14,6
14,5
11,4
9,5
8,0

Fonte: Pott, 1988



" - CARACTERIZAQAO DE ESTIRPES DE RIZOBIO ISOLADAS DE NODULOS
DE CAULE E RAIZ DE Discolobium pulchellum E Discolobium
psoraleaefolium.

l1I.1-INTRODUCAO

As caracteristicas culturais e morfolégicas das colénias de rizobio em meio de
cultivo especificos sao Uteis para sua identificacdo e agrupamento, destacando-se
entre varias outras caracteristicas, o tempo de crescimento e a reacdo de pH em
meio com extrato de levedura, manitol e sais minerais. Estes dados associados a
avaliacbes do comportamento sorolégico, bioquimico e fisiolégico, sdo essenciais
na determinacao taxonémica das espécies de rizébio (Jordan, 1984).

Segundo Tan & Broughton (1981), certas combinacdes de aminoacidos e
acucares (e.g. glutamina e galactose) induzem uma reagéo acida nos organismos
de crescimento rapido ao passo que os de crescimento lento mudam o meio para
alcalino. Organismos de crescimento rapido utilizam mais galactose para crescer,
comparados com o0s de crescimento lento, enquanto ambos o0s tipos de
organismos sintetizam e liberam aminoacidos no meio de cultura. Sendo assim, as

mudancas de pH produzidas por rizobio crescidos em meio YMA sé@o causadas



pela utilizacdo preferencial de aclUcares por organismos de crescimento rapido e
de compostos nitrogenados pelos de crescimento lento.

De acordo com a teoria evolucionaria das leguminosas, rizébios de
crescimento lento, produtores de base representam uma forma ancestral e sé&o
associadas tipicamente com leguminosas tropicais nao especializadas
simbioticamente, habitando solos acidos. Os rizébios de crescimento rapido
produzindo &acido sao considerados como associados com leguminosas
temperadas, apresentando maior especificidade de hospedeiros e requerem solos
com pH neutro a alcalino, altos niveis de calcio disponivel e nutrientes (Norris,
1965). Segundo este autor o rizébio produzindo alcali representa uma forma mais
primitiva do que o rizébio produzindo &cido. De maneira geral o rizébio produtor de
base que apresenta crescimento lento pode ter co-evoluido com leguminosas de
origem tropical.

As espécies de leguminosas forrageiras fixadoras de nitrogénio
apresentam-se como uma boa alternativa para os solos pobres e sujeitos a
inundacdo no Pantanal, porém estresses ocasionados por altas temperaturas e
salinidade observados na regido, podem interferir no processo de nodulacdo. A
ocorréncia de solos com salinidade elevada na regido do Pantanal (Jacomine et
al., 1995), como os registrados com frequéncia no Pantanal de Nabileque e as
altas temperaturas locais que podem influenciar o processo de fixacdo bioldgica
de nitrogénio, levam a necessidade de buscar estirpes que sejam tolerantes a

esses estresses.



l1I.2- MATERIAL E METODOS

Foram coletados nodulos nas raizes e caule de D. pulchellum e D.
psoraleaefolium em duas regides do Pantanal Mato-Grossense (MS e MT) sob
condicdes de inundacdo. Apdés a coleta, os nodulos de raiz e caule foram
dessecados em frascos contendo silica gel, onde foram mantidos até o momento
do isolamento. O isolamento do rizébio foi feito segundo a metodologia de Vincent
(1970). Os nddulos foram reidratados por uma hora em agua destilada, sendo
posteriormente submersos em alcool 96° GL por 30 segundos e a seguir foram
esterelizados em hipoclorito de sédio 5% por dois minutos e lavados seis vezes
consecutivas em agua destilada estéril. Os isolados foram cultivados em placas
contendo meio extrato de levedura com manitol (YMA) (Vincent, 1970) e
incubadas a 28° C. As seguintes observacdes foram realizadas: producdo de
acido ou Aalcali; velocidade de crescimento; producdo de muco; diametro; cor;
forma; elevacdo e transparéncia das colonias. Os isolados foram agrupados de
acordo com a velocidade de crescimento e modificacdo do pH em meio de cultura

extrato de levedura manitol.
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Os isolados foram testados quanto a tolerancia a salinidade em niveisde 1, 2 e
3% de NaCl em meio YMA sélido a uma temperatura de incubacéo de 28°C. Para
a avaliacdo da tolerancia a temperaturas altas os isolados foram riscados em
placas com meio YMA e incubadas a 39 e 42°C, foram realizadas observacdes

periodicas até os 20 dias.



111.3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

1-Caracterizagcdo morfologica

Na caracterizacao dos isolados de nddulos de raiz e caule de Discolobium
spp. apresentaram colénias em meio YMA secas ou mucébides, opacas ou
translucidas, circulares ou puntiformes, diametro variando de puntiforme a 3mm, e
foram agrupadas segundo seu tipo de crescimento em rapidas (crescimento
moderado a abundante em 3 a 5 dias) e lentas (pouco crescimento em 6 dias).
Dentre os isolados de nédulos de raiz de Discolobium spp., 90% apresentaram
crescimento lento (Quadro 1), alcalinizando o meio, ao passo que os isolados de
nodulos de caule, 46% apresentaram crescimento lento (Quadro 2).

Assim como a estirpe ORS 571 isolada de Sesbania rostrata, todas a
estirpes de rizébio que nodulam o caule isoladas de plantas de Aeschynomene,
incluindo a estirpe BTAI1, sdo de crescimento intermediario ou rapido e produzem
alcali em meio extrato manitol (YMA) (Ladha et al., 1992b). Esses resultados
indicam que essas estirpes sdo de um tipo intermediario, que possui propriedades
fisiol6gicas tanto de crescimento rapido como de crescimento lento (Stowers &

Eaglesham, 1983).
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Em relagcdo ao tamanho das colbnias os isolados provenientes de nodulos
de raiz, 79% apresentaram diametro <0,5 mm e a forma puntiforme e 21%
apresentaram diametro de 1mm e forma circular. Nos ndédulos provenientes do
caule houve uma maior variabilidade no parametro diametro das col6nias nos
isolados que apresentaram crescimento rapido. No parametro cor das col6nias,
tanto de isolados de nédulos de raiz como de caule, foi predominante a cor
branca. Os parametros que apresentaram maiores diferencas entre os isolados de
nodulos de caule e raiz foram a velocidade de crescimento associada a alteracao
do pH do meio de cultura e a quantidade de muco produzida. As estirpes de
crescimento rapido apesar de mais sensiveis a acidez do solo, podem apresentar
uma vantagem competitiva em relagdo a outros microrganismos.

Loureiro, (1994) avaliou 69 isolados de nddulos de caule e raiz de D.
pulchellum e D. psoraleaefolium, 70% apresentaram crescimento rapido e
tornaram o meio 4cido, enquanto os demais 30% apresentaram crescimento lento,
tornando o meio alcalino ou ndo alterando o pH. Nenhuma dos isolados de
nédulos de caule e raiz de Discolobium apresentou caracteristicas fotossintéticas,
como a estirpe BTAIl (Hungria et al., 1992), assim como as estirpes isoladas de

nodulos de caule de A. fluminensis (Loureiro, 1994).



Quadro 1: Caracteristicas morfologicas de isolados de ndédulos de raiz de
Discolobium spp., crescendo em meio de extrato de levedura com
manitol a 28° C.

|dent. Hospedeiro pH Cress. @ muco Cor forma  Elevagéo Trans.
(mm)
1.1 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Pl Tr
2.1 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Pl Tr
31 D.pulchellum Ac L <05 + Br Pu Pl Tr
4.1 D.pulchellum Al L <05 ++ Br Pu Le Op
51 D. pulchellum Al L <05 ++ Br Pu Le Op
6.1 D.pulchellum Ac R 10 ++ Cr Ci Co Op
7.1 D. pulchellum Al L 10 ++ Br Ci Le Op
8.1 D. pulchellum Al L 10 ++ Br Ci Le Op
9.1 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Pl Op
10.1 D. pulchellum Al L <05 ++ Br Pu Le Op
111 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Le Tr
121 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Pl Op
13.1 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Le Tr
141 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Ci Co Op

Legenda: pH: Ac (4cido), Al (alcalino). Crescimento: R (rapido), L (lento). Muco: (+) pouco,
(++) médio, (+++) muito. Cor: Br (branca), Cr (creme). Forma: Ci (circular), Pu
(puntiforme). Elevacéo: Le (lenticular), Co (convexa), Pl (Plana). Transparéncia: Tr

(translucida), Op (opaca).
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Quadro 2: Caracteristicas morfolégicas de isolados de nédulos de caule de
Discolobium spp., crescendo em meio de extrato de levedura com
manitol a 28° C.

|dent. Hospedeiro pH Cres. @ muco cor Forma  Elevagdo  Trans.
(mm)
1.2 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Pl Tr
2.2 D. pulchellum Ac R 10 ++ Br Ci Le Op
3.2 D. pulchellum Ac R 20 +++ Br Ci Co Tr
4.2 D. pulchellum Ac R 20  +++ Br Ci Le Tr
5.2 D. pulchellum Ac R 30 +++ Cr Ci Co Tr
6.2 D. pulchellum Ac R 05 + Br Pu Pl Tr
7.2 D. pulchellum Al L 05 ++ Br Pu Pl Tr
8.2 D. pulchellum Al L 05 + Br Pu Le Tr
9.2 D. pulchellum Al L 10 ++ Br Ci Le Op
10.2 D. pulchellum Al L <0,5 + Br Pu Le Op
11.2 D. pulchellum Al R 10 +++ Br Ci Co Op
122 D. psoraleaefolium Al L <05 ++ Br Pu Pl Op
13.2 D. psoraleaefolium Al R <0,5 + Cr Pu Pl Tr

Legenda: pH: Ac (acido), Al (alcalino). Crescimento: R (rapido), L (lento). Muco: (+) pouco, (++)
médio, (+++) muito. Cor: Br (branca), Cr (creme). Forma: Ci (circular), Pu (puntiforme). Elevacao:
Le (lenticular), Co (convexa), Pl (Plana). Transparéncia: Tr (transltcida), Op (opaca).

Dos 13 isolados de nddulos de caule, 39%, 39% e 23% foram capazes de
crescer respectivamente nas concentracfes de 1, 2 e 3% de NaCl, ao passo que
nos isolados de raiz, somente 18% e 12% cresceram na concentragao de 1 e 2%
respectivamente, e nenhum isolado de raiz foi capaz de crescer em meio contendo

NaCl 3% (Figura lll.1).
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Figura lll.1- Porcentagem de isolados de nddulos de caule e raiz de Discolobium spp.,
tolerantes aos niveis crescentes de NaCl.
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Figura 111.2- Porcentagem de isolados de nédulos de caule e raiz de Discolobium spp.,
tolerantes aos niveis crescentes de NaCl de acordo com a velocidade de

crescimento.



Isolados de crescimento rapido mostraram-se mais tolerantes as crescentes
concentragdes salinas do que os de crescimento lento. Nas concentragdes de 2 e
3%, somente os isolados de crescimento rapido foram capazes de crescer (Figura
[11.2). Martins (1996), encontrou resultados similares para isolados de caupi,
demonstrando uma tendéncia a maior resisténcia a salinidade de isolados de
crescimento rapido que acidificam o meio. Jenkins et al. (1989) observou padrao
de distribuicdo para rizobio de crescimento rdpido e lento de acordo com a
salinidade do solo, concluindo que o0s rizobios de crescimento rapido
apresentavam maior populacao em areas salinas.

Nenhum dos isolados testados foi capaz de crescer em meio YMA a
temperatura de 42°C. A temperatura de 39°C, 62% dos isolados de nédulos de
caule e 12% dos isolados de nédulos de raiz apresentaram crescimento (Figura
[11.3), sendo que os isolados de crescimento rapido foram mais tolerantes ao
estresse de temperaturas altas que os de crescimento lento. Estes resultados
estdo de acordo com Sprent (1994) que sugere que rizébios de crescimento rapido

sobrevivem melhor as condi¢cdes adversas do ambiente.
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Figura Ill.3 -Porcentagem de isolados de nodulos de caule e raiz de Discolobium spp.,
tolerantes a temperatura de 39°C.

Loureiro (1994) avaliou 28 estirpes de A. fluminensis isoladas do Pantanal
Mato-Grossense (Poconé e Nhecolandia), em relacdo a salinidade (NaCl 2%) e
tolerancia a temperaturas altas (40°C). Os resultados obtidos demonstraram que a
grande maioria das estirpes demonstrou ser resistente as condi¢cdes de elevada
temperatura, assim como a elevada concentracdo salina. Em relacdo ao pH em
meio YMA, a maioria das estirpes testadas (89%) eram produtoras de alcali. E
todas as estirpes isoladas de nodulos de raiz e caule de A. fluminensis

apresentaram crescimento rapido, independente da caracteristica de acidificar ou



alcalinizar o meio YMA. Segundo Ladha et al. (1992b) a estirpe ORS 571 isolada
de S. rostrata apresentou habilidade de fixar nitrogénio em temperaturas elevadas.

A morfologia das col6nias foi utilizada por Jenkins et al. (1989) para
caracterizar a populagédo rizobial em diferentes ecossistemas e em diferentes
profundidades do solo. A caracterizacdo dos isolados de nddulos de caule e raiz
de Discolobium de acordo com a morfologia das col6nias, permitiu encontrar
diferencas que foram utilizadas para o agrupamento dos mesmos. Os nodulos de
raiz foram divididos em trés grupos: a)Grupo 1- isolados que alcalinizavam o meio
e apresentavam crescimento lento; b)Grupo 2- isolados que acidificavam o meio e
apresentavam crescimento lento e c)Grupo 3- isolados que acidificavam o meio e
apresentavam crescimento rapido.

Os noédulos de caule assim como os de raiz, também foram divididos em
trés grupos: a)Grupo 1- isolados que alcalinizavam o0 meio e apresentavam
crescimento lento; b)Grupo 2- isolados que alcalinizavam o meio e apresentavam
crescimento rapido e c¢) Grupo 3- isolados que acidificavam o0 meio e

apresentavam crescimento rapido.



IV-EFICIENCIA DA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO DE ISOLADOS DE
NODULOS DE RAIZ E CAULE DE Discolobium spp.

IV.1- INTRODUCAO

Na familia Leguminosae varias espécies formam simbiose com bactérias
dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium
coletivamente chamadas de rizébios, formando nédulos nas raizes e em algumas
espécies no caule, fornecendo a bactéria fotossintatos e recebendo em troca
produtos nitrogenados. Esta simbiose representa o sistema fixador de N de maior
importancia para a agricultura e por isso, 0s rizobios tem sido dentre os
microrganismos diazotréficos, os mais estudados (Neves & Rumjanek, 1996).
Além da importancia econémica da fixa¢édo bioldgica de nitrogénio, ressalta-se sua
importancia ecoldgica, pois essa simbiose permite que leguminosas colonizem
areas pobres em nitrogénio, que serdo enriquecidas pela transferéncia do
nitrogénio fixado para o solo (Ladha et al., 1992a).

As espécies que nodulam o caule sao hidréfitas tropicais ou subtropicais, de

pantanos e rios ou margens de lagos (Dreyfus & Dommergues, 1981; Eaglesham
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& Szalay, 1983; Ladha et al., 1992a ; Loureiro et al., 1994, 1995; Boivin et al.,
1997) com vérias espécies ocorrendo no Pantanal Mato-Grossense.

A nodulacdo no caule destas espécies € uma adaptacao evolucionaria as
condi¢cGes de alagamento (Stegink & Vaughn, 1988; James et al., 1992a, 1992 b;
Pugh et al., 1995), como as observadas no Pantanal.

Nas espécies Discolobium pulchellum e D. psoraleaefolium, foram
observados nodulos em raiz e caule em areas alagadas do Pantanal Mato-
Grossense (Loureiro et al., 1994). Estas espécies apresentam ampla distribuicdo
no Pantanal, tem alto teor de proteina bruta e sdo comidas por animais (Allem &
Valls, 1987; Pott, 1988; EMBRAPA/CPAP, 1996), apresentando um potencial
forrageiro que deve ser explorado na regido. Além disso, o enriquecimento das
pastagens com estas espécies de leguminosas associadas a estirpes de
Rhizobium comprovadamente eficientes, podera beneficiar o crescimento das
gramineas, sendo mais apropiado ao Pantanal do que a simples aplicacdo de
adubos nitrogenados, j4 que o regime hidrico da regido compromete a eficacia do
emprego de fertilizantes minerais devido a facilidade de sua dilui¢cdo, carreamento
e lixiviagdo. Devido ao grande potencial que o género Discolobium spp. representa
para a regido do Pantanal Mato-Grossense durante o periodo alagado, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da fixacao biologica de nitrogénio

de isolados de nédulos de raiz e caule.



IV.2.MATERIAL E METODOS

Crescimento da planta e inoculacao

As sementes de D. pulchellum foram obtidas de tanques mantidos na Embrapa
Agrobiologia, onde as sementes eram protegidas utilizando-se sacos de fil6. Estas
foram germinadas em solucao nutritiva de Norris (1965) e agar ap0s escarificacdo
em H,SO4 por cinco minutos e esterilizacdo em hipoclorito de sdédio 5%, e
mantidas em incubadora a 28°C.

As plantulas foram transferidas para caixa tipo plantagil contendo um substrato
esterilizado em autoclave, composto de solo Podzélico Vermelho Amarelo e
vermiculita, na proporcédo 3:1 (v/v), suplementado com 5 gramas de fosfato de
rocha para cada 3kg de substrato, e mantidas em casa de vegetacdo. Ao
atingirem 10 cm as plantas foram transferidas para vasos de cultivo contendo
400g do mesmo substrato descrito anteriormente, e estes foram colocados em
recipientes de 2 litros com agua destilada, e mantidos em casa de vegetacéao.
Estes recipientes foram pintados com tinta aluminio visando minimizar a
penetracao de luz, evitando-se com isso o crescimento de algas. As plantas foram

mantidas sob condi¢cfes de inundacéo durante todo o periodo do experimento.
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Isolados selecionados aleatoriamente dentro de cada grupo formado a partir da
caracterizacdo morfolégica, foram testados quanto a capacidade de nodulacdo em
caule e raiz e potencial de fixacdo bioldégica de nitrogénio em Discolobium

pulchellum. Os agrupamentos foram utilizados no trabalho da seguinte forma:

Nodulos de raiz

Grupo 1- isolados que alcalinizavam o meio e apresentavam crescimento lento.

Grupo 2- isolados que acidificavam o meio e apresentavam crescimento lento.

Grupo 3- isolados que acidificavam o meio e apresentavam crescimento

rapido.

Noédulos de caule

Grupo 1- isolados que alcalinizavam o meio e apresentavam crescimento lento.

Grupo 2- isolados que alcalinizavam o meio e apresentavam crescimento

rapido.

Grupo 3- isolados que acidificavam o meio e apresentavam crescimento rapido.

As raizes foram inoculadas, com cada um dos isolados detalhados na Tabela
IV.1, sendo adicionado em cada vaso 1 mL de cultura crescida em meio extrato
levedura e manitol a 28° C, sob agitacdo. Os caules de todas as plantas foram
inoculados, através do pincelamento com algodéo estéril embebido na cultura.
Foram usadas estirpes controles de cada um dos géneros: Rhizobium (BR 10026),
Bradyrhizobium (BR 29) e Azorhizobium (BR 5410) e a estirpe fotossintetizante

BTAil. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 4
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repeticdes, nos seguintes tratamentos : 6 estirpes isoladas de nddulos de raiz; 6
isoladas de nédulos de caule, 4 padrées (BTAil; BR10026; BR 29 e BR 5410),
testemunha absoluta (sem inoculacdo e sem nitrogénio) e testemunha nitrogenada
(sem inoculacdo, com adicdo de 10mg N/planta/semana, na forma de (NH4)2SOs).

A coleta das plantas foi realizada 90 dias apds o plantio e foram avaliados os
seguintes parametros: peso da parte aérea seca, peso de raizes seca, peso de
nédulos secos, atividade da reducéo de acetileno. A atividade da nitrogenase foi
medida através da reducdo de acetileno (ARA) descrito por Hardy et al. (1968).
Apds a medicdo de ARA os nodulos foram destacados, secos em estufa a 60°C e
posteriormente pesados.

A analise da variancia foi realizada usando o programa MSTAT-C e o Teste de
Tukey foi utilizado para determinar as diferencas significativas entre o0s

tratamentos
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Tabela IV.1- Identificacdo dos isolados de rizébio, planta hospedeira e tipo de

nédulo

Identificagcao

Planta hospedeira

Tipo de nédulo

4.1
8.1
9.1
14.1
3.1
6.1
9.2
12.2
11.2
13.2
5.2
6.2

Rhizobium etli
(BR 10026)

B. elkani
(BR 29)

A. caulinodans
(BR 5410)

BTAIil

D. pulchellum
. pulchellum
. pulchellum
. pulchellum
. pulchellum

. pulchellum

o © O U O 0O

. pulchellum
D. psoraleaefolium
D. pulchellum
D. psoraleaefolium
D. pulchellum
D. pulchellum

Phaseolus vulgaris

Glycine max

Sesbania rostrata

Aeschynomene indica

Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule

Raiz

Raiz

Caule

Caule




72

IV.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nédulos caulinares formaram-se somente nas partes submersas das
plantas inundadas, como ja havia sido observado por Loureiro (1994). A maior
producdo de parte aerea seca foi obtida com os isolados 4.1, 8.1, 3.1, 9.2, 12.2
sendo estes isolados de crescimento lento que alcalinizaram o meio, com excecao
do isolado 3.1 que apresentou crescimento lento e acidificou o meio (Figura 1V.1).
O maior teor de N total da parte aérea seca e massa de raiz seca foi obtida pelos
mesmos isolados que apresentaram maior producdo de massa de parte aérea

seca (Figura IV.1, IV.2 e IV.3)
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Figura IV.1 - Massa da parte aérea seca de D. pulchellum em resposta a inoculagdo com

estirpes de rizébio em condi¢cdes de inundacdo. As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente (p £ 0,05), pelo teste de Tukey.
cv = 37,59%. Isolados: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2),
8(12.2), 9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium),
14(Bradyrhizobium),  15(Azorhizobium), 16(BTAIl), 17(Testemunha
nitrogenada), 18(Testemunha absoluta).
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Figura IV.2 - Massa de raiz seca de D. pulchellum em resposta a inoculacdo com estirpes
de rizobio em condic¢des de inundacdo. As médias seguidas de mesma letra
nao diferem significativamente (p £ 0,05), pelo teste de Tukey. cv = 16,68%.
Isolados: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2), 8(12.2), 9(11.2),
10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium), 14(Bradyrhizobium),
15(Azorhizobium), 16(BTAil),17(Testemunha nitrogenada), 18(Testemunha
absoluta).
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Figura IV.3 - N total acumulado na parte aérea de D. pulchellum em resposta a
inoculagdo com estirpes de rizébio em condi¢des de inundacao. As médias
seguidas de mesma letra n&o diferem significativamente (p £ 0,05) , pelo
teste de Tukey. cv = 35,27%. Isolados: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1),
6(6.1),7(9.2), 8(12.2), 9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium),
14(Bradyrhizobium), 15(Azorhizobium), 16(BTAIl),17(Testemunha
nitrogenada), 18(Testemunha absoluta).

O isolado 12.2 obtido de Discolobium psoraleaefolium apresentou produgéo
de matéria seca similar & obtida com os melhores isolados de D. pulchellum
(Figura IV.1). Como os isolados de D. pulchellum com maiores producbes de
matéria seca de parte aérea, este isolado apresenta caracteristica de crescimento
lento e alcalinizar o meio YMA. O outro isolado testado oriundo de D.

psoraleaefolium identificado como 13.2 ndo apresentou boa producdo de matéria
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seca, sendo este isolado pertencente ao grupo de crescimento rapido que
alcaliniza o meio YMA.

Os isolados de nodulos de caule pertencentes ao gupo 1 e 2, que
apresentavam caracteristicas de crescimento rapido, sendo que os isolados do
grupo 1 alcalinizavam o meio e os do grupo 2 acidificavam, apresentaram
producdo de massa da parte aérea seca e massa de raiz seca nao diferindo
significativamente da obtida pela testemunha absoluta (Figura IV.1 e IV.2). O
mesmo comportamento foi observado para o isolado de nédulo de raiz 9.1, apesar
deste isolado apresentar caracteristicas de crescimento lento e alcalinizar o meio.

Os resultados mostraram que os rizébios de crescimento lento que
alcalinizam o meio YMA formaram simbiose eficiente, e que o0s rizobios de
crescimento rapido produzindo &cido foram ineficientes. Apesar do meio de cultura
ser absolutamente diferente do solo, estes resultados fortalecem a hipotese de
Norris (1965), em que o rizobio produtor de base que apresenta crescimento lento
parece ter co-evoluido com leguminosas de origem tropical. Sendo os solos
tropicais tipicamente acidos, € possivel que a habilidade de alcalinizar o meio de
cultura represente uma vantagem seletiva em condigcbes de campo (Martins,
1996). Entretanto, as estirpes que alcalinizam o meio mas sdo de crescimento
rapido foram ineficientes.

Estirpes de Rhizobium com baixa especificidade simbidtica sdo mais
comuns nos trépicos do que em regides temperadas do mundo. Esse grupo
heterogéneo de rizébio é caracterizado por um alto nivel de promiscuidade

simbidtica, e se caracterizam por ter crescimento lento e producdo de alcali



(Martins, 1996). Segundo Sprent (1994) estirpes de crescimento rapido sdo mais
comuns em regides &ridas, onde a maior eficiéncia na fixacdo bioldgica de

nitrogénio nao € a prioridade e sim a sobrevivéncia no solo.
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Figura IV.4 — Producgéo de nddulos em caule de D. pulchellum em resposta a inoculagao
com estirpes de rizébio em condi¢des de inundacdo. As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente (p £ 0,05) , pelo teste de Tukey,
sendo que ac, bd, ad, correspondem respectivamente a: abc, bcd, abcd. cv =
30,67%. Isolados: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2), 8(12.2),
9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium), 14(Bradyrhizobium),

15(Azorhizobium), 16(BTAil), 17(Testemunha nitrogenada), 18(Testemunha
absoluta).
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Figura IV.5 — Producédo de nodulos em raiz de D. pulchellum em resposta a inoculacéo
com estirpes de rizébio em condi¢Bes de inundagdo. As médias seguidas
de mesma letra ndo diferem significativamente (p £ 0,05), pelo teste de
Tukey, sendo que ac, ad, ae, be, ce, cf, dg, eg, correspondem
respectivamente a: abc, abcd, abcde, bcde, cde, cdefg, defg, efg. cv =
28,58%. Legenda: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2),
8(12.2), 9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium),
14(Bradyrhizobium),  15(Azorhizobium),  16(BTAil), 17(Testemunha
nitrogenada), 18(Testemunha absoluta).

As plantas inoculadas com Rhizobium etli, Bradyrhizobium elkani,
Azorhizobium caulinodans e a estirpe fotossintetizante BTAil ndo produziram
nédulos em caule de D. pulchellum, em condi¢cdes de inundacdo (Figura 1V.4).
Escassa nodulacao nas raizes foram obtidas por Rhizobium etli, Bradyrhizobium
elkani e Azorhizobium caulinodans (Figura IV.5). A produgdo de massa de parte

aérea seca e massa de raiz seca destas estirpes nao diferiu da testemunha

absoluta (Figura IV.1 e IV.2).
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Loureiro (1994) avaliando o efeito da inundacéo no processo de nodulacéo

de Aeschynomene fluminensis em condi¢des de inundacao, observou a producao

de nodulos radiculares e caulinares em plantas inoculadas com Rhizobium etli,

Bradyrhizobium elkani e Azorhizobium caulinodans.
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Atividade da nitrogenase de nédulos de caule em resposta a inoculacdo com
estirpes de rizobio em condi¢gdes de inundacdo. As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente (p £ 0,05), pelo teste de
Tukey.cv = 73%. Legenda: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2),
8(12.2), 9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium),
14(Bradyrhizobium),  15(Azorhizobium), 16(BTAIl), 17(Testemunha
nitrogenada), 18(Testemunha absoluta).
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Figura IV.7 — Atividade da nitrogenase de ndédulos de raiz em resposta a inoculacao com
estirpes de rizobio em condicdes de inundacdo. As médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente (p £ 0,05), pelo teste de
Tukey.cv = 65%. Legenda: 1(4.1), 2(8.1), 3(9.1), 4(14.1), 5(3.1), 6(6.1),7(9.2),
8(12.2), 9(11.2), 10(13.2), 11(5.2), 12(6.2), 13(Rhizobium),
14(Bradyrhizobium),  15(Azorhizobium), 16(BTAIl), 17(Testemunha
nitrogenada), 18(Testemunha absoluta).

Os resultados obtidos mostraram que isolados de nédulos de caule ou raiz
de D. pulchellum e D. psoraleaefolium nodularam caule e raiz de D. pulchellum. A
producdo de massa de nédulos secos de caule e raiz foi muito similar dentro de
cada isolado (Figura IV.4 e Figura IV.5). A maior producdo de massa seca de
nédulos de caule dos isolados 4.1, 8.1, 3.1, 9.2, 12.2 e 6.2 também foram obtidas

em relacdo a producdo de massa seca de nddulos de raiz.
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A avaliacdo da atividade da nitrogenase através da reducdo de acetileno
mostrou que os maiores valores foram observados nos isolados crescimento lento
que alcalinizam o meio, tanto em nodulos de caule como em nddulos de raiz
(Figura IV.6 e IV.7). Apesar do método de reducdo de acetileno para medicédo da
atividade de nitrogenase descrito por Hardy et al. (1968) poder subestimar os
dados pela reducdo da permeabilidade dos nédulos ao oxigénio (Minchin et al.,
1983), o objetivo da avaliagao da atividade da nitrogenase no trabalho foi avaliar
os isolados potencialmente ativos em fixar N, atmosférico.

Também foi observado por Alazard, (1985) e Dreyfus et al., (1988) que
rizébios isolados de ndédulos do caule ou raiz de Sesbania e Aeschynomene
possuem a habilidade de produzir dupla nodulacdo. Entretanto, Rhizobium
especifico que nodula raiz, incapaz de nodular caule também foi relatado (Dreyfus
et al., 1984).

Ladha et al., (1992a) realizaram trabalhos para a avaliagdo da contribuicao
da fixacao biolégica de nitrogénio em nodulos de caule de S. rostrata em presenca
e auséncia de nodulos de raiz. Os resultados sugeriram que a dupla nodulacdo
encontra um balan¢co em competicdo por energia, que € controlado pela nodulacéo
do caule. Esta conclusdo baseia-se no fato que S. rostrata com nddulos
radiculares desenvolve, através da inoculacdo, nédulos no caule, ndo ocorrendo
aumento de peso dos nodulos radiculares e na atividade da nitrogenase. Porém,
0s noédulos radiculares e a atividade da nitrogenase sao recuperados quando 0s

nédulos de caule sdo removidos.
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A vantagem dos nodulos de caule deve-se provavelmente, a proximidade
do aparato fotossintético, o nédulo de caule pode controlar o suprimento de
fotossintatos para os nodulos de raiz e determinar sua longevidade e atividade
(Ladha et al., 1992 b).

Pode-se concluir que os isolados de rizébio com crescimento lento que
alcalinizam o meio YMA formaram simbiose eficiente, e que os isolados de rizdbio
de crescimento rapido produzindo acido em meio YMA, foram ineficientes em D.
pulchellum. Os isolados de nodulos de raiz e caule de D. pulchellum e D.
psoraleaefolium nodularam caule e raiz, com simbiose eficiente em D. pulchellum,

em condi¢des de inundacao.



V- FORMACAO DE NODULOS CAULINARES EM Discolobium pulchellum

V.1-INTRODUCAO

Discolobium pulchellum é uma espécie nativa do Pantanal Mato-Grossense
que em associacdo com rizébio € capaz de fixar nitrogénio. Como ja havia sido
relatado para os géneros Sesbania e Aeschynomene, as espécies do género
Discolobium spp formam nédulos caulinares, que assim como os radiculares, sao
capazes de fixar nitrogénio (Dreyfus & Dommergues, 1981; Eaglesham &
Szalay,1983; Loureiro et al., 1994). Normalmente estas espécies sdo encontradas
em regibes de pantanos e éareas inundadas, e apresentam uma série de
caracteristicas peculiares a sua formacao, estrutura e desenvolvimento de nédulos
caulinares (Boivin et al., 1997; Ladha et al., 1992 a; Loureiro et al., 1994).

A nodulacdo no caule ocorre em sitios predeterminados, que sdo na
verdade primérdios dormentes de raizes adventicias (Tsien et al., 1983). Esses
primérdios, que assumem uma organizacao tipica no caule, sdo induzidos a
formacdo de raizes quando o caule € imerso em agua (Duhoux et al., 1984;

Eaglesham &Szalay, 1983). O primérdio é constituido basicamente por meristema



na regido distal, em feixe vascular no centro rodeado por células corticais
altamente vacuoladas e uma fissura na periferia, causada pelo rompimento da
epiderme durante o desenvolvimento do primérdio caulinar. As bactérias
encontram-se nessa fissura que representa um ambiente ideal para o inicio de
desenvolvimento da infeccdo. Apds a infeccdo o movimento subsequente das
bactérias pode ser intercelular, pela digestdo da lamela média, via espacos
intercelulares ou através das células quando entdo as bactérias ficam confinadas
pela planta hospedeira em corddes de infeccdo formados por material da parede
celular (Dart, 1977).

Os nédulos formados por rizébio entre diversas espécies de leguminosas
apresentam algumas diferencas quanto ao ponto de vista morfolégico e funcional.
A morfologia dos nédulos é determinada pelo hospedeiro e ndo pela bactéria. Dois
tipos basicos de nodulos podem ser formados: o de crescimento indeterminado e
o de crescimento determinado.

O nédulo indeterminado € caracterizado pela persisténcia de uma regiao
meristematica. Como o meristema esta localizado na regiao distal do nddulo, no
decorrer do desenvolvimento ele adquire um formato alongado, onde as células
meristematicas dao origem a células que serédo infectadas. O nédulo determinado
apresenta meristema néo persistente, estando somente presente durante o inicio
de desenvolvimento. Deste modo, o nddulo determinado assume um formato
esférico e o seu crescimento fica restrito ao aumento do volume celular (Ferreira,

1997).



O objetivo deste trabalho foi o estudo do desenvolvimento do ndodulo

caulinar de Discolobium pulchellum através da microscopia 6tica.



V.2- MATERIAL E METODOS

Crescimento da planta e inoculacao

As sementes de D. pulchellum foram obtidas de tanques mantidos na
Embrapa/Agrobiologia, onde eram protegidas utilizando-se sacos de fil6. Estas
foram germinadas em solucao nutritiva de Norris (1965) e agar ap0s escarificacdo
em H,SO4 por cinco minutos e esterelizacdo em hipoclorito de sodio 5%, lavadas e
mantidas em sala de incubacéo.

As plantulas foram transferidas para caixa tipo plantagil com células de
100cm?® contendo um substrato esterelizado composto de solo Podzélico vermelho
amarelo e vermiculita, na proporcdo 3:1 (v/v), suplementado com 5 gramas de
fosfato de rocha para cada 3kg de substrato, e mantidas em casa de vegetacéao.
Ao atingirem 10 cm as plantas foram transferidas para vasos de cultivo contendo
400g do mesmo substrato descrito anteriormente, e estes foram colocados em
recipientes de 2 litros com agua destilada, e mantidos em casa de vegetacéao.
Estes recipientes foram pintados com tinta aluminio visando minimizar a

penetracdo de luz, evitando-se com isso 0 crescimento de algas.
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As raizes foram inoculadas, com um isolado oriundo de nddulos de caule de
Discolobium pulchellum, sendo adicionado em cada vaso 1 mL de cultura crescida
em meio de extrato levedura e manitol a 28° C, sob agitacdo (Vincent, 1970). Os
caules de todas as plantas foram inoculados, atravées do pincelamento com
algodao estéril embebido na cultura, a inoculacédo do caule foi realizada somente
apos a formacdo de aerénquima. Foi realizado o monitoramento diario das

plantas, e coleta de n6dulos em diferentes estagios de desenvolvimento.

Preparo do material para microscopia otica

O material para microscopia 6tica foi preparado de acordo com James et al.,
(1992a). As amostras foram cortadas em pequenos pedacos sobre placa de
parafina onde adicionou-se tampao fosfato. Os segmentos foram lavados em
solucéo tampéao fosfato 50mM (pH7,0) e fixadas em solucéo de glutaraldeido 2,5%
em tampéao fosfato por 24 horas. Em seguida as amostras foram lavadas por trés
vezes em tampéao fosfato para remocao do glutaraldeido residual, e procedeu-se a
desidratacdo usando a série alcodlica de 30 a 100%, permanecendo por 15
minutos em cada solucdo. Apds a desidratacdo o material foi embebido em resina
acrilica LR White (London Resin Company, UK) durante 7 dias para infiltracdo. As
amostras foram colocadas em capsulas de gelatina com resina e colocadas em
estufa a 60°C por 12 horas para polimerizacédo. Secdes semi-finas (1-2nmm) foram
cortadas em microtomo Reichert-Jung Ultracut E. As se¢Bes semi-finas foram

coletadas em laminas de vidro com uma gota de agua, fixadas e imediatamente



coradas com azul de toluidina solucédo 0,1% e visualizadas em microscopio 6tico

Olympus modelo BH2 (Micronal).



V.3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Em Discolobium spp., como ja havia sido relatado por Loureiro (1994), a
nodulacéo no caule somente ocorreu apds a formacao de abundante aerénquima,
sendo portanto, influenciada pelo alagamento (Figura V.1). O inicio de formacgéao
dos nodulos foi observado 12 dias apds a inoculacdo, em plantas sob condi¢des
de inundacéo.

Pode-se observar a atividade mitotica de células ja diferenciadas do
parénquima cortical durante a formacdo do primérdio nodular com continuo
aumento do tamanho do nodulo e colonizacédo das células da zona meristematica
pela bactéria (Figuras V.2 e V.3). Eventualmente sdo formados dois primordios
que podem vir a se fundir. ApGs 4 dias do inicio de formacdo do noédulo pode-se
observar uma abundante colonizagdo intracelular da bactéria (Figura V.4). Em
algumas células o nucleo é visivel e pode-se observar feixes vasculares (Figura

V.5).



Figura V.1 - Parte do caule submerso de D. pulchellum com nédulo de caule (seta). Observa-se
profuso aérenquima revestindo o caule e nédulo (*). Note as raizes adventicias (setas

menores).

Figura V.2 - Secéo longitudinal de um nddulo de caule de D. pulchellum em processo de mitose
(seta) (barra, 20 mm).

Figura V.3 - Sec¢do longitudinal de um nddulo de caule D. pulchellum em atividade mitética de
células ja diferenciadas durante a formacgdo do primérdio nodular (seta) (barra, 20 mm).

Figura V.4 - Sec¢éo longitudinal de um nédulo de caule D. pulchellum em processo de
colonizacao intracelular pelas bactérias (seta) (barra, 20 nm).
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O sistema vascular do caule esta conectado diretamente ao nédulo e ramifica-se
por todo o nédulo e penetra nele com proje¢des alongadas do cértex no tecido
infectado (Figuras V.6 e V.7). Nos feixes vasculares internos pode-se observar a
presenca de células do parénquima contendo amido ao redor (Figura V.8).
Segundo Loureiro (1994), o modelo de tecido vascular do nédulo com
invaginacdes corticais na zona infectada, ndo foram descritos em nédulos de
outras leguminosas, sendo provavel que seja exclusivo do género Discolobium.

Os noédulos de caule de D. pulchellum sdo ovoides e apresentam
crescimento determinado, ou seja, 0 meristema ndo € persistente, estando
somente presente durante o desenvolvimento celular. Tanto nos ndédulos de caule
como nos de raiz, o tecido infectado € do tipo desmodibide, isto é, sem células ndo
infectadas na regido infectada, estando assim de acordo com o tipo
aesquinomenoide de Corby (1988) (Figuras V.9 e V.10). Yatazawa et al. (1984)
observou a estrutura de nodulos caulinares de Aeschynomene indica relatando
gue os nodulos eram do tipo aesquinomendide e na parte central das células néo
havia células intersticiais nédo infectadas no tecido infectado.

Os nodulos do género Aeschynomene sdo do tipo determinado, sendo
tipicamente aesquinomenoide, isto é, com forma circular e achatados nas
extremidades e sem células intersticiais no tecido infectado. O nédulo é ligado ao
caule por um pedunculo curto e o tecido nodular contém numerosos espacos
intercelulares. O processo de infeccdo € intracelular sem a formacédo do corddo de

infeccdo (Dreyfus et al., 1984).



Figura V.5 - Secédo de um nddulo de caule de D. pulchellum, com colonizacédo pelas bactérias
(seta), observa-se feixes vasculares (k). Em algumas células o nlcleo é visivel (seta menor)
(barra, 20 nm).

Figura V.6 - Se¢do de um nédulo de caule de D. pulchellum ligado ao caule, observa-se
sistema vascular do caule conectado diretamente ao nédulo (seta) e aérenquima cobrindo ¢

caule e adjacente ao nédulo (%) (barra, 100 mm).

Figura V.7 - Secdo de um nédulo de caule de D. pulchellum ligado ao caule, observa-se c
sistema vascular do caule conectado diretamente ao nédulo (seta) e a natureza ramificada do
sistema vascular do nédulo (seta grossa) (barra, 200 nm).

Figura V.8 - Feixe vascular interno com células do parénquima contendo amido ao redor (seta).
A maioria das células infectadas apresenta vactolo grande (seta pequena) (barra, 10 mm).
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Em D. pulchellum nas camadas externas de ceélulas contendo amido, o
cortex é mais frouxo, consistindo de células progressivamente maiores com alguns
espacos intercelulares grandes. Essas camadas de células frouxas séao
geralmente revestidas com uma camada de células pequenas, comprimidas e
empilhadas na parte superior para formar uma hipoderme corticiforme (Figura
V.11). Entretanto, acima dos feixes vasculares corticais, as células da periderme
expandem-se para formar lenticelas, juntamente com as células frouxas do cortex
médio internos a epiderme, estdo ligadas ao aerénquima do caule e
provavelmente atuam como uma via de aeragéo entre o caule e o noédulo.

O cortex médio, exterior a camada limite, consiste de células frouxas e
estas sdo continuas com o aerénquima do caule, que proporcionam um aumento
na permeabilidade de gases. De maneira geral, plantas que desenvolvem-se em
ambientes alagados formam aerénquima para evitar anoxia na zona radicular. A
formacado do aerénquima tem por finalidade aumentar o fornecimento de oxigénio
para a respiracao das raizes, esse mecanismo torna possivel prevenir a anoxia e
talvez seja consequéncia dessa condi¢éo (Evans & Rotar, 1987).

Em Discolobium e em outras espécies como A. fluminensis e Neptunia
observam-se estruturas tipicas de barreira de difusdo de O, , como camadas de
células do cortex interno sem espacos intercelulares imediatamente adjacentes a
zona infectada, e oclusdes com glicoproteina nos espacos intercelulares no cértex
interno e meédio (Loureiro, 1994; Loureiro et al., 1994,1995; James et al., 1992a).

lannetta et al. (1995) observou a presenca e a importancia desta camada limite em



Figura V.9 - Sec¢éo longitudinal de um nédulo de caule de D. pulchellum, com a regiéo infectada
do nddulo com todas as células infectadas (seta) (barra, 200 mm).

Figura V.10 - Maior magnificacdo da secdo anterior mostrando que ndo ha qualquer célula
intersticial ndo infectada (seta) (barra, 50 mm).

Figura V.11 - Secdao longitudinal de um nédulo de caule de D. pulchellum, mostrando o coértex
do noédulo com varias camadas de células. A primeira camada adjacente a zona infectada
contém células pequenas, compactadas com poucos espacgos intercelulares e com numerosos
amiloplastos (seta menor). Na camada a seguir o cOrtex € mais frouxo, consistindo de células
progressivamente maiores com alguns espacos intercelulares grandes, nesta camada o0s

amiloplastos s@o pouco frequentes (seta maior) (barra, 20 mm).

Figura V.12 - Se¢&o de um nddulo de caule de D. pulchellum mais maduro, onde observa-se o
sistema vascular pronunciado, ocupando grande parte do nddulo (seta). Note o sistema
vascular do cortex do nddulo (seta menor) (barra, 50 mm).
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nédulos de soja e lupinus, como o principal componente da barreira de difusédo de
oxigénio. Em S. rostrata foi observado o aumento da deposi¢ao cortical de
glicoproteina dentro dos espacos intercelulares e dentro das paredes das células
dos nédulos de caule, aumentando a barreira fisica de difusdo de oxigénio, e
sendo o principal fator de prevencdo de dano de oxigénio para a nitrogenase
(James et al., 1996). Deposicao cortical de glicoproteina também foi observada em
nédulos de caule de A. fluminensis (Loureiro, 1994).

Ao contrario dos nddulos de caule de algumas espécies de Aeschynomene
e Sesbania (Alazard & Duhoux, 1987: Ladha et al., 1990; Hungria et al., 1992),
nao ha cloroplastos aparentes no cortex interno, médio ou externo dos nédulos de
Discolobium. Os nddulos de A. fluminensis produzidos no caule logo abaixo da
superficie diferem dos produzidos em maior profundidade por apresentarem
cloroplastos no cortex (Loureiro, 1994).

Os nodulos maduros de D. pulchellum foram observados em torno dos 20
dias apoOs a inoculacdo, nesta fase pode-se observar que todas as células séo
infectadas e adjacente a essa regido ha um cértex interno com pequenas células
contendo amido (Figura V.11). Em nodulos mais velhos o sistema vascular &
pronunciado ocupando grande parte da regido central do nédulo (Figura V.12).

Segundo Loureiro (1994) em estudo da ultra-estrutura de noédulos de caule,
nas células infectadas havia em geral, somente de um a trés bacterdides por

unidade peribacterial.



Figura V.13- Secédo de um nédulo de raiz de D. pulchellum (seta), ligado a um pedaco de raiz
(seta vazia) (barra, 20 mm).

Figura V.14- Secao longitudinal de um nédulo de raiz de D. pulchellum, mostrando que ndo ha
qualquer célula intersticial ndo infectada (seta). Note que as células ndo sdo vacuoladas (barra,

20 mm).

Figura V.15- Maior magnificacdo da secdo anterior mostrando que o cértex interno contém
células bem compactadas adjacentes ao tecido infectado com presenca de amido (seta) (barra,
20 mm).

Figura V.16- Secao longitudinal de um nédulo de raiz de D. pulchellum onde pode -se observar
feixes vasculares no cértex médio (seta) (barra, 20 mm).
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Os nédulos radiculares apresentam uma estrutura muito similar a dos
nédulos de caule, isto €, encontra-se 0 sistema vascular nas invaginacdes
corticais na zona infectada, ndo havendo células ndo infectadas na zonanfectada
(Figura V.13 e V.14). A similaridade na morfologia e estrutura de nddulos de caule
e raiz foi relatada em muitas espécies de Aeschynomene, incluindo a espécie A.
fluminensis (Stegink & Vaughn, 1998; Loureiro, 1994). A similaridade entre
nédulos de caule e raiz de Sesbania rostrata foi observada por N'doye et al.
(1994).

O cortex interno contém células bem compactadas e ajacentes ao tecido
infectado e ha espacos intercelulares preenchidos no cortex interno (Figura V.15).
Pode-se observar feixes vasculares no cértex médio (Figura V.16).

Na ultra-estrutura de nddulos de raiz foram observados bacteréides maiores
e depositos de poli-B-hidroxibutirato em abundancia e menos aerénquima e
lenticelas no coértex do nédulo (Loureiro, 1994). Poli-B-hidroxibutirato é um
complexo de armazenagem de carbono que € acumulado nos bacteroides sob pO-
reduzida. Depésitos de poli-B-hidroxibutirato também foram observados em
bacteréides de nddulos de caule maduros de Aeschynomene indica e Sesbania
rostrata (Tsien et al., 1983; Vaughn & Elmore, 1985).

A aparéncia dos sitios de nodulagdo possibilitaram o agrupamento das
leguminosas noduladoras de caule, grupo ao qual Discolobium pertence, e que
apresenta primérdio invisivel e nodulacdo ocorrendo somente nas porcdes
submersas do caule. Ndo h& quebra de dorméncia do primordio de raiz sem o

alagamento e ndédulos nunca sdo encontrados na parte ndo inundada do caule.



Além de Discolobium, as espécies tipicas deste grupo sdo: A. crassicaulis, A.
elaphroxylon, A. pfundii e S. javanica (Ladha et al., 1992a; Loureiro et al., 1994).

Nédulos na parte aérea do caule, acima do nivel de agua, podem ser
formados em A. afraspera, A. indica, A. scabra e S. rostrata (Alazard, 1985: Boivin
et al., 1997; Dreyfus & Dommergues, 1981; Eaglesham & Szalay, 1983; Ladha et
al., 1992a).

Nédulos de caule de Discolobium requerem permanente submerséo para
sua formacéo e funcionamento, e sendo expostos ao ar senescem rapidamente.
Ao contrario de Discolobium, nédulos de caule de Aeschynomene fluminensis, que
necessitam de alagamento para sua formacao, uma vez formados sao capazes de
funcionar sob condi¢cdes de ndo inundacéo (Loureiro, 1994). Eaglesham & Szalay
(1983) mostraram que o alagamento ndo é um pré-requisito para a formacao de
nodulos do caule de algumas espécies de Aeschynomene e Sesbania rostrata, no
entanto, resultados obtidos por Parsons et al, (1993) com S. rostrata
demonstraram que a baixa umidade tem efeito adverso no crescimento e na
atividade da nitrogenase em nodulos de caule. Efeito similar foi observado para as
espécies A. americana e A. indica, que em baixas condicbes de umidade
apresentaram significativa reducdo da atividade da nitrogenase (Albrechet et al.,
1981; Sasakawa et al., 1986).

N&o foi observado cordao de infeccdo no processo inicial de infeccdo em D.
pulchellum como descrito por Loureiro (1994). A utilizacdo de microscopia Gtica
pode ndo ter sido suficiente para a observacéo dessa estrutura, sendo necessaria

para tal o uso de microscopia eletrénica de transmissao.



VI- MORFOLOGIA DOS NODULOS DE CAULE DE Discolobium leptophyllum

VI.1-INTRODUCAO

A fixacdo biolégica de nitrogénio em noddulos formados nas raizes de
leguminosas em resposta a infeccdo com bactérias dos géneros Rhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium e Sinorhizobium ja foi amplamente relatada na
literatura. Mais recentemente tem-se dado atencdo a um limitado namero de
leguminosas que fixam nitrogénio em ndédulos formados no caule (Boivin et al.,
1997).

Inicialmente foram descritos dois géneros de leguminosas capazes de
formar nddulos no caule: Aeschynomene e Sesbania. Loureiro et al., (1994),
observaram um novo género com capacidade de produzir nédulos no caule,
Discolobium. Vinte duas espécies do género Aeschynomene (Alazard, 1985;
Becker et al., 1988), cinco espécies do género Sesbania (Dreyfus & Dommergues,
1981; Dreyfus et al., 1988; Ladha et al., 1990) e duas espécies do género
Discolobium (Loureiro et al., 1994) foram descritas como leguminosas noduladoras

do caule.
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O género Discolobium pertence a subfamilia Papilionoideae, tribo
Aeschynomeneae (Faria et al., 1989), onde foram descritas apenas 8 espécies,
todas hidrdfitas, sendo a espécie tipo D. pulchellum Benth (Burkart, 1952; Rudd,
1981). Representantes deste género ocorrem no Brasil, Paraguai e Argentina
(EMBRAPA/CPAP, 1996).

As espécies que nodulam o caule séo hidrofitas tropicais ou subtropicais, de
pantanos e rios ou margens de lagos (Dreyfus & Dommergues, 1981; Eaglesham
& Szalay, 1983; Ladhaet al., 1992a; Loureiro et al., 1994,1995; Boivin et al., 1997)
com varias espécies ocorrendo no Pantanal Mato-Grossense. Entre as
leguminosas do Pantanal encontram-se varias espécies do género
Aeschynomene, sendo as nodulantes de caule: A. paniculata (Pott, 1988); A.
sensitiva (Pott et al., 1986; Allem & Valls, 1987; Pott, 1988) e A. fluminensis
(Loureiro, 1994; EMBRAPA/CPAP, 1996;). Além destas, sdo encontradas
espécies de Discolobium: D. pulchellum (Allem & Valls, 1987; Pott, 1988; Loureiro
et al., 1994) e D. psoraleaefolium (Loureiro et al., 1994; EMBRAPA/CPAP, 1996).

O habitat natural dessas leguminosas leva a hipotese de que a nodulacdo
no caule pode ser uma adaptacdo as condigcbes de alagamento (Stegink &
Vaughn, 1988; James et al., 1992a, 1992b; Pugh et al., 1995), como as
observadas no Pantanal. Nesse trabalho seréa relatada a ocorréncia e a estrutura
de nddulos de caule na espécie Discolobium leptophyllum, que ocorre no Pantanal

Mato-Grossense.
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VI.2- MATERIAL E METODOS

Propagacédo da planta e inoculacao

Foram coletadas plantas e nddulos de caule e raiz D. leptophyllum na regiao
do Pantanal de Poconé, sob condi¢cdes de inundacdo. Apds a coleta, os nddulos
de raiz e caule foram dessecados em frascos contendo silica gel, onde foram
mantidos até o momento do isolamento. O isolamento do rizébio foi feito segundo
a metodologia de Vincent (1970).

Os nodulos foram reidratados por uma hora em agua destilada, sendo
posteriormente submersos em alcool 96° GL por 30 segundos e a seguir foram
esterelizados em hipoclorito de sédio 5% por dois minutos e lavados seis vezes
consecutivas em agua destilada estéril. Os isolados foram cultivados em placas
contendo meio extrato de levedura com manitol (YMA) (Vincent, 1970) e
incubadas a 28° C.

A propagacao das plantas foi feita através de estacas em vasos de 400g com
substrato esterilizado composto de solo Podzélico Vermelho Amarelo e

vermiculita, na proporgédo 3:1 (v/v), suplementado com 5 gramas de fosfato de
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rocha para cada 3kg de substrato, e mantidas em casa de vegetacdo. Apos o
pegamento das estacas, 0s vasos foram colocados em recipientes de 2 litros com
agua destilada, e mantidos continuamente sob inundacéo. Os caules das plantas
foram inoculados, através do pincelamento com algodao estéril embebido na
cultura crescida em meio de extrato levedura e manitol a 28° C, sob agitacéo

(Vincent, 1970).

Preparo do material para microscopia 6tica

O material para microscopia o6tica foi preparado de acordo com James et al.,
(1992a). As amostras foram cortadas em pequenos pedacgos sobre placa de
parafina onde adicionou-se tampao fosfato. Os segmentos foram lavados em
solucdo tampao fosfato 50mM (pH7,0) e fixadas em solucéo de glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato por 24 horas. Em seguida as amostras foram lavadas por trés
vezes em tampao fosfato para remocao do glutaraldeido residual, e procedeu-se a
desidratacdo usando a série alcodlica de 30 a 100%, permanecendo por 15
minutos em cada solucéo. Apos a desidratacdo o material foi embebido em resina
acrilica LR White (London Resin Company, UK) durante 7 dias para infiltracdo. As
amostras foram colocadas em cépsulas de gelatina com resina e colocadas em
estufa a 60°C por 12 horas para polimerizacédo. Secdes semi-finas (1-2nmm) foram
cortadas em microtomo Reichert-Jung Ultracut E. As se¢Bes semi-finas foram

coletadas em laminas de vidro com uma gota de agua, fixadas e imediatamente
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coradas com azul de toluidina solucédo 0,1% e visualizadas em microscopio 6tico

Olympus modelo BH2 (Micronal).
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VI.3-RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro trabalho em relagcdo ao género Discolobium realizado por
Loureiro (1994) descreveu nodulacdo no caule nas espécies Discolobium
pulchellum e Discolobium psoraleaefolium. Neste trabalho é descrita a nodulacéo
no caule de outra espécie do género Discolobium: D. leptophyllum.

A espécie D. leptophyllum apresenta fruto em forma de disco, com as
margens vermelhas, as folhas sédo alongadas e como os frutos, suas margens sao
vermelhas (Figura VI.1). E um arbusto aquético, perene, com flores amarelas e
inflorescéncia pegajosa (Pott & Pott, no prelo). Sua ocorréncia € relatada na sub
regido do Pantanal de Poconé (Loureiro, comunicac¢ao pessoal).

A formacdo dos nodulos no caule de Discolobium leptophyllum somente
ocorreu apos a inundacdo das plantas (Figura VI.2), da mesma forma que foi
observada por Loureiro (1994) em D. pulchellum e D. psoraleaefolium. A
necessidade de inundacdo em algumas espécies para a formacao de ndédulos no
caule, € considerada uma resposta adaptativa as condi¢cdes de alagamento

(Eaglesham & Szalay, 1983; Alazard & Duhoux, 1987; Stegink & Vaughn, 1988).
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E provavel, pelas observacées da morfologia de nédulos de caule do género
Discolobium, que ndo hajam muitas diferengas entre as espécies D. leptophyllum
e D. pulchellum, contudo néo foi observado a formacéo de cordao de infeccdo no

material analisado.

As sec0Oes longitudinais de cortes de ndédulos em série de Discolobium
leptophyllum mostraram conexao vascular do caule na base do nodulo (Figura VI.
3), podendo assim ser considerada uma nova espécie do género Discolobium com

verdadeira nodulacao no caule.



106

Figura VI.1- Planta de Discolobium leptophyllum, note as sementes com margens vermelhas
(seta) e folhas alongadas (seta menor).

Figura VI.2- Planta de Discolobium leptophyllum com nédulos no caule (setas) e raizes
adventicias (seta menor).

Figura VI.3- Sec¢do longitudinal de um nédulo maduro de caule de Discolobium leptophyllum
(seta) mostrando conexdo vascular do caule com o nédulo (seta grossa) (barra, 200 nm).
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Pode-se observar projecdes alongadas do cortex no tecido infectado, as
células do cortex contém amido (Figuras V1.4 e VI.5). O cortex dos nddulos
caulinares apresenta varias camadas de células sendo que, o cOrtex interno
apresenta camadas de células adjacentes a zona infectada sédo células pequenas,
compactadas, com poucos espacos intercelulares e contendo um grande numero
de amiloplastos (Figura VI.6). As células infectadas apresentam vacuolos grandes
e centrais e em algumas células o nucleo é claramente visivel (Figura VI.7).

Em nodulos de D. leptophyllum o tecido infectado € do tipo desmodioide,

isto €, sem células néo infectadas no tecido infectado (Figura VI1.8).
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Figura VI.4- Secédo longitudinal de um nédulo de caule onde pode-se observar projecdes
alongadas do cértex no tecido infectado (setas) (barra,50 mm).

Figura VI.5- Maior magnificagdo da foto anterior onde pode-se observar a presenca de amido
nas projecdes alongadas do cértex no tecido infectado (setas) (barra,10 nm).

Figura VI.6- Sec¢do longitudinal de um nédulo de caule de D. leptophyllum mostrando o cortex
com varias camadas de células. A primeira camada adjacente a zona infectada contém células
pequenas, compactadas com poucos espacos intercelulares e com amiloplastos (seta). Na
camada a seguir o cortex é mais frouxo, com células progressivamente maiores (seta maior)
com alguns espacos intercelulares grandes, nesta camada os amiloplastos sdo pouco
frequentes (barra, 20mm).

Figura VI.7- As células infectadas apresentam vacuolos grandes e centrais (seta grossa) e em
algumas células o nucleo é claramente visivel (seta pequena) (barra, 10 mm).
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Figura VI.8- Sec¢éo longitudinal de um nddulo de caule de D.
leptophyllum, com a regido infectada do nédulo com
todas as células infectadas (seta) (barra, 50 nm).

James et al.,, (1992a) prop6e que somente os nodulos com conexdes
vasculares com o caule podem ser consideradas como nédulos verdadeiros de
caule. Dentro desta proposta, D. leptophyllum pode ser considerada como uma

nova espeécie capaz de formar nédulos no caule em condi¢des de inundagéo.
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VIl - CONCLUSOES

A caracterizacdo morfologica permitiu o agrupamento dos isolados de
Discolobium pulchellum. O grupo com crescimento rapido e producéo de acido
em meio de cultura YMA mostrou-se mais tolerante a estresses como
salinidade e temperaturas elevadas. Em contrapartida, os melhores resultados
obtidos na avaliagdo do potencial de fixagdo biolégica de nitrogénio foram com

os de crescimento lento.

O inicio de formacéo de nodulos de caule de Discolobium pulchellum foram
observados 12 dias ap6s a inoculacdo, em plantas sob condi¢cdes de
inundacédo. Nodulos maduros foram observados aos 20 dias ap0s a inoculacao.
Os nodulos sdo do tipo aesquinomenodide desmodidide, ou seja, sem células

nao infectadas no tecido infectado.
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Foi estudada uma nova espécie de Discolobium: D. leptophyllum com nédulos
no caule, com sistema vascular conectado ao sistema vascular do caule. Os
nodulos apresentam morfologia semelhante a de Discolobium pulchellum, e
também as condicbes de inundacao foram necessarias para a formacdo dos

ndédulos e sua atividade.
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