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Designado pela douta Congregacfio desta Escola para pro-
ferir a aula inaugural do ano letivo que ora se inicia, sejam as
minhas primeiras palavras uma sincera demonstracéo de re-
conhecimento a v6s, prezados colegas, que num gento de re-
quintada generosidade quisestes tributar-me esta homenagem,
comelendo-me t&o honrosa incumbéncia. Quero, também, fa-
zer-vos sentir que é com grande desvanecimento que procura-
rei dar desempenho & pesada tarefa que me atribuistes, em
que pese a certeza de, infelizmente, nfo poder corresponder
dada a caréncia de meus dotes didaticos, & fidalguia de vosso
gesto.

Com a evidente preocupa¢fio de me proporcionar uma
oportunidade para que eu discorresse mais & vontade sObre as
pesquisas que venho realizando na Cadeira de Fitopatologia, o
que alidas tenho como mais uma demonstracio de vossa genti-
leza, sugeristes que a dissertaciio a mim confiada versasse sO-
bre a Etlologia da ““Tristeza dos Citrus”. O assunto é, na ver-
dade, de palpitante interésse cientifico, principalmente agora
que os investigadores norte-americanos estfo entrando em ce-
na, em virtude do aparecimento nos laranjais da Califérnia
de um mal que l4 se denominou de “Quick decline”, mas que
por todos os caracteristicos, ¢ idéntico & “Tristeza™ que ocorre
entre noés.

Aceito prazeirosamente o enséjo que me oferecestes para
um breve esclarecimento a respeito dos trabalhos que reali-
zei sbObre o nematéide Tylenchulus semi-penetrans Cobb.

A hipétese que levantei naquela época sObre a possivel re-
lJacéio désse nematdide, como agente causal primaério, da “Tris-
teza da laranjeira’, foi recentemente corroborads por ilustres
pesquisadores argentinos, em cujo pais a terrivel doenga ja
produziu também danos de elevada monta.

Se tal hipétese se concretizard4 ou nfio em realidade cien-
tifica é assunto que s6 as investigacles futuras poderfio escla-
recer. N&o obstante j4 néo militar s6 no campo da teoria do
nematéide, as dificuldades que encontrei, inicialmente, na sua
sustentagfo, ainda persistem, e os estudos e observagdes reali-
zados nestes ultimos 3 anos n#o conseguiram remové-las. E
assim, a duvida que tinha, em principio ,sobre a viabilidade
dessa hipétese, ao envés de se dissipar, como era natural, mais
se acentuouy. Com isso néo quero dizer que a tenhsa repudiado.
Todas as hipdteses sdbre a etiologia da “Tristeza’ apresentam
dificuldades embaragosas na sua explanacfo. A do virus, por
exemplo, conquanto magnificamente fundamentads por WEB-
BER e corroborada, em parte, por SILBERSCHMIDT, apresen-



As bactérias dos nddulos das raizes das leguminosas 1

ta na opinido abalizada déste ilustre virologista do Instituto
Blolégico, pontos dificels de serem explicados. Requer mesmo
uma verdadeira gindstica cerebral para que possamos enqua-
dra-la dentro dos conhecimentos atuais que regem a matéria.
Seja como foér, restar-me-&, entretanto, a satisfagfio de duas
cousas:

a) — ter sido o primeiro a assinalar no Brasil o Tylenchu-
lus semipenetrans Cobb, considerando-se principal-
mente o fato do emérito nematologista RAHN n&o o
ter relatado quando de sua estada no Instituto Biol6-
gico de S&o Paulo, em 1928. (RAHN descreveu muitas
espécies de nematéides em Citrus provenientes de di-
ferentes pontos do Estado, das quals varias foram
consideradas como espécies novas, n&o fazendo, essa
autoridade, nenhuma referéncia ao Tylenchulus semi-
penetrans que é justamente o mais importante dos ne-
matéides que parasitam os Citrus. B, pois, evidente, que
RAHN n&o o encontrou nagquela ocasifo).

b) — a hipdtese que aventei em 1942, fundamentada como
estava, em trabalhos de laboratério e de campo, nada
tinha de absurda ou pueril principalmente se se con-
siderar a época em que a mesma foi enunciada, quan-
do as investiga¢des sObre a etiologia da *“Tristeza” es-
tavam ainda em inicio. E tanto é assim, que, decorridos
trés anos de intensivas pesquisas, ¢ a hipétese do ne-
matoide, pela segunda vez, posta em foco, desta feita
na Argentina, ignorando os seus autores, por circuns-
tancias fotuitas, a prioridade dos trabalhos feitos na
Cadeira de Fitopatologia desta Escola. De qualquer
forma eu s6 tenho de me ufanar de tal companhia.

Permiti-me fazer essa digress&o para acabar di-
zendo que preferf néo seguir a vossa sugestio & respei-
to do tema desta aula. B que o assunto lembrado se-
ria, por sua natureza, restritivo ao interésse de uma
pequena parte déste auditério, pois se situa ainda no
ambito das teorias mals dispares e especulativas, e
achei-o, por consequéncia, inadequado para uma au-
la inaugural.

Assim, optei por outro assunto de natureza mais
concreta e também de finalidade mais pratica para a
nossa Agricultura, pésto que nada encerre de espeta-
cular atualidade. Porém a sobre-excedente necessida-
de de sua divulgacfio e propaganda nos nossos meios
agricolas justifica sobejamente a preferéncia dada.
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Aqui na nossa Escola, desde que sou professor, venho
procurando exal¢car o assunto que vai ser objeto de
nossa aula de hoje, dando-lhe tio grande relévo quan-
to me tem permitido o extenso programa que tenho
por obrigacfo ministrar na Cadeira a meu cargo. Que-
ro assim me prevalecer desta magnifica oportunidade
para, retornando a um velho capitulo da Microbiolo-
logia agricola, contribuir de alguma forma para atua-
lizar umsa. matéria que entre nés tem sido relegada a
plano inferior, no que diz respeito aos processos d2
elevaciio do rendimento das culturas ou manuten¢so
da fertilidade dos solos no nosso Estado.

E dito isso & guisa de explicacBo, desejo agradecer.
de minha parte, o comparecimento das dignfissimas
autoridades e demais pessoas que me honraram coni
ésse gesto de simpatia, inclusivé amigos, professores.
funcionérios e alunos.

AS BACTERIAS DOS NODULOS DAS RAIZES DAS
LEGUMINOSAS

Introducéo

Na nossa aula de hoje vamos tratar de um grupo de mi-
crébios pertencentes as bactérias propriamente ditas e cujn
papel no grande cenario da natureza que é o solo, é dos mais
importantes para o homem. Antes, porém, passemos umsa re-
vista rapida por sbbre a vida no solo, para depois particulari-
Zarmos a nossa exposicéo.

As varias formas de vida que se desenvolvem diretamente
as expensas dos constituintes quimicos do solo e da matéria
orglnica al existente, sio extremamente numerosas e hetero-
géneas. (WAKSMAN). Estéo incluidos agui todos os componen-
tes do reino vegetal, desde a8 milenéria Sequoia com varios me-
tros de diametro ou o nosso imponente jequitib4d até a mais
efémera e insignificante bactéria, com poucos milésimos de mi-
limetro de comprimento nas suas maiores formas. Assim co-
mo os animais dependem das plantas para a sua subsisténcia,
estas dependem dos micrébios que determinam a decomposi-
¢ho da matéria organica e consequentemente promovem a li-
beragfio dos constituintes quimicos assimilaveis de que elas
(plantas) necessitam para o seu metabolismo. B que as ativi-
dades dos micrébios do solo completam o ciclo de varios ele-
mentos da natureza, e alguns déstes, como o C e o N, de impor-
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tancia essencial para a vida, existem em quantidades assas
reduzidas nas formas assimilaveis pelas plantas. E se nfo féra
a acfio destruidora désses microbios, atacando, desdobrando,
decompondo ou mineralizando os complexos orgdnicos inassi-
milaveis de que é constituida a matéria orgénica sintetisada
pelas plantas ou transformada pelos animais, a crosta terres-
tre, no dizer de WAKSMAN, se transformaria num imenso ce-
mitério de cadéveres indecompostos. E a vida cessaria forcosa-
mente, pelo ripido exaurimento das formas assimilaveis da-
queles elementos imprescindiveis ao metabolismo de todos os
seres viventes. S#o, pols, os microorganismos do solo, consti-
tuindo uma populacdo muito heterogénea e sobretudo muito
densa. (contando-se aos milhdes por gramo de solo), que man-
tém os elementos em constante circulacdo na naturezsa, possi-
bilitando dest’arte a continuidade da vida na face da terra.

No ciclo do nitrogénio, as chamadas bactérias fixadores
exercem uma acfio de verdadeiro anabolismo, isto é, de cons-
trucio. Como sabemos, é&sse elemento, imprescindivel & vida
vegetal e animal, muito embora exista na natureza em quanti-
dades enormes, pois cérca de 4/5 partes do volume do ar que
respiramos é constituido de nitrogénio elementar e, por con-
sequéncia, inaproveitavel pelas plantas, constitui pela escassez
da forma assimilavel (poucos kgs. por alqueire), um dos pro-
blemas mais sérios e de solu¢cdo mais onerosa a se resolver no
pertinente & manutencao e recuperacéo da fertilidade dos so-
los em geral.

Apesar da existéncia de jazidas de nitratos em nosso con-
tinente e da criacho, em varios paises, de grandes usinas para
fabricagdo industrial de compostos nitrogenados a partir do
aproveitamente do N inerte da atmosfera, os fertilizantes a
base désse elemento sdo ainda os de preco mais elevado em-
relacdo a todos os outros. Simultaneamente precisamos tam-
bém considerar o problema da matéria orgénica, cujas virtu-
des néo é preciso encarecer, bastando dizer que ela & a base
fundamental da fertilidade e da conservacfio da terra cultiva-
vel e que, infelizmente, vai escasseando de maneira progressi-
va e alarmante, particularmente em climas como o nosso, de
elevada precipita¢do e altas temperaturas. B indiscutivel a ne-
_cessidade de manté-la no solo a todo o custo. Um dos cami-
nhos conducentes a uma solugdo simultdnea, conquanto ainda
incompleta, do problema da incorporag¢ho da matéria orgénica -
e da manutencdo de um teor razoavel de nitrogénio nos nossos
solos, é o da intensificagdo da cultura de leguminosas, tanto
para fins de adubagéo verde como de cultura de produgéo, pro-
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curando tirar-se o maximo de proveito do conhecido fendéme-
no da fixacho do N do ar levada a efeito por certas bactérias
que vivem em associagio nas rafzes dessas plantas. Para cor-
roborar essa asser¢fo, quero lembrar que SCHULTZ LUPITZ,
pioneiro da adubacéo verde na Alemanha, chegou mesmo a
chamar as leguminosas de plantas acumuladores de nitrogé-
nio, e as néo leguminosas, de plantas consumidoras désse ele-

mento.

PLANTAS QUE ENRIQUECEM O SOLO

O costume de plantar leguminosas para revigorar e enri-
quecer o solo era conhecido e praticado ha cérca de dois milé-
nios pelos chinéses, e depois, pelos gregos e romanos, principal-
mente por éstes ultimos, que j4 tinham acentuado pendor pe-
la agricultura. Sobre &sse fato, varias séo as observacdes fei-
tas pelos escritores daquela época, como TEOFRASTES (370-
285 A. C.), CATO (cérca de 200 A. C.), VARRO (116-27 A. C.),
COLUMELLA e outros, que recomendavam a cultura de legu-
minosas tanto para a colheita direta da sua produgio como
para adubac8o verde, visando assim o melhoramento dos solos
lavrados e a elevacéo do rendimento das plantag¢des subsequen-
tes de cereais. Todos, entretanto, desconheciam por completo
a natureza do beneficio advindo pela plantacfio de legumino-
sas, sendo suas observacdes estritamente empiricas, o
que alids, continuou com o perpassar dos tempos até o
século 19, quando uma nova era abriu-se no campo das inves-
tigacdes cientificas, principalmente da Quimica, da Bot&nica,
da Fisiologia e da Bacteriologia. As investigaces de PRIES-
TLEY, BOUSSINGAULT, SCHLOESING, LIEBIG, BERTHELOT
e outros, representam contribuicdes valiosas para o esclareci-
mento de varios fen6menos pertinentes & nutrigio nitrogenada
das plantas.

Foram, entretanto, HELRIEGEL (1886) e depois HELRIE-
GEL e WILFARTH (1888), que anunciaram ao mundo cienti-
fico a grande descoberta baseada em experiéncias irrefutaveis
e dadas a lume em publicacdes que se tornaram classicas: s#o
0s nédulos das raizes onde habitam microorganismos que con-
ferem as leguminosas a faculdade de utilizar o N gasoso da at-
mosfera. Concomitantemente ficava também demonstrado que
em solos esterilizados as plantas leguminosas n#o formavam
nddulos e se comportavam exatamente como as outras plantas
ngo pertencentes a essa familia, isto &, definhavam e morrian
se lhes néo fosse fornecido o nitrogénio nas formas assimilé-
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veis conhecidas. Posteriormente tais fatos foram confirmados
a saciedade por inameros investigadores, ficando assim positi-
vamente esclarecido que, quando as leguminosas eram conve-
nientemente inoculadas, elas se desenvolviam exuberantemen-
te mesmo em substrato privado de qualquer forma de nitro-

génio.
A BACTERIA

BEIJERINCK, na Holanda, conseguiu, pela primeira vez,
isolar em meio cultural artificial, as bactérias existentes nos
nédulos, dando-lhes o nome de Bacillus radicicola.

A questdo da nomenclatura, bem como de certos aspectos
da morfologia das bactérias dos nédulos tém sido objeto de
muita discussdo e, ainda hoje, ndo é assunto pacifico. Tanto ¢é
assim, que muitos bacteriologistas preferem chamaé-las gene-
ralizadamente de “bactérias dos nédulos”, evitando assim o
emprégo da designacdo binomial latina, conforme mandam- as
regras internacionais de nomenclatura. Todos os pesquisado-
res, porém, estdo acordes em que as bactérias encontradas nas
diversas espécies de leguminosas apresentam caracteristicos
distintivos na morfologia, fisiologia, meios culturais, habitat,
etc., formando assim racas ou melhor espécies, cada uma de-
las com a faculdade mais ou menos limitada de s6 produzir in-
feccio em um certo numero de plantas leguminosas quase sem-
pre estreitamente aparentadas. Assim, por meio de inocula-
coes feitas nas diferentes espécies de leguminosas, foi possi-
vel a separacéo em o0 que se convencionou chamar ‘“grupos de
inoculacdo cruzada’. Reconhecem-se hoje varios dos chamados
“grupos de inoculacéo cruzada”, cada um tendo a sua bacté-
ria especifica, capaz de produzir infeccdo e, por consequéncia,
dar formac8o a nédulos em tddas as plantas do mesmo grupo,
porém incapaz de o fazer nas plantas de outros grupos.

BERGEY et al. em seu ‘“Manual of Determinative Bacte-
riology” — 1939 — aceitando a opiniio de varios bacteriolo-
gistas, colocam as bactérias dos nédulos no Género Rhizobium,
familia Rhizobiaceae da ordem Eubacteriales, tendo como es-
pécie tipo o Rhizobium leguminosarum Frank.

Segue-se um quadro dos principais grupos de inoculac}ao
cruzada e das espécies de bactérias correspondentes :

1 — Rhizobium leguminosarum Frank.

Bactérias que determinam formacido de nédulos nas
raizes da Ervilha (Pisum sativum), Fava (Vicia fa-
ba) e Lentilha (Lens esculenta).

2 — Rhizobium trifelium Dangeard.
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Bactérias que determinam a formacéo de nédulos nas
raizes do trevo (Trifolium Spp.)

3 — Rhizobium phaseoli Dangeard.

Bactérias que determinam formag¢éo de nédulos nas
raizes do feijoeiro (Phaseolum vulgaris, Ph. augusti-
folia, Ph. multiflorus.)

4 -— Rhizobium meliloti Dangeard.

Bactérias que determinam formacéo de nédulos nas
rafzes da alfafa (Medicago sativa, M. falcata, etc) e
de varias espécies de Melilotus.

5 — Rhizobium japonicum Kirchner.

Bactérias que determinam formacido de nédulos nas
raizes da soja (Soja max), incluindo-se aqui, possi-
velmente o grupo do cowpea (Vigna sinensis) amen-
doim (Arachis hipogea), Mucuna (Stizolobium spp.)
etc. e ainda o grupo do tremoco (Lupinus spp.) e ser-
radela (Ornithopus sativus).

Eis a descricio do género Rhizebium dada por BERGEY
et al.:

Aerébios obrigados capazes de produzir nddulos -nas raf-
zes de plantas leguminosas e cuja simbiose resulta comun:ente
na fixacsio de nitrogénio atmosférico, o qual se torna assimila-
vel & planta héspede. Bastonetes Gram — negativos 0,5 — 0,9
x 1,2 — 3,0 microns; moéveis quando novos, transformando-se
frequentemente em formas bacteriéides sdbre : a) meios cultu-
rais contendo alcaléides, glucosideos ou nos quais a acidez ¢
elevada e b) durante a simbiose no interior do nédulo. Tempe-
ratura 6tima 200 C. Heterotréficos. A adigéio de extratos de le-
veduras, de malte ou de plantas favorece o seu rapido desen-
volvimento-nos meios artificiais. Fraca producio de nitritos u
partir de nitratos; n&o utiliza nitritos. Nfo liqueiaz a gelatina
ou o faz fracamente depois de prolongada incubagéo.

A espécie tipo ¢ Rhizobium leguminosarum Frank.

As bactérias dos nédulos compreendem um grupo de Schi-
zomicetos em que o chamado pleomorfismo é deveras acentua-
do, o que alias, é observado tanto nos ndédulos como nos meios
culturais. As formas cocéides, as nadadoras, as de bastonetes,
etc. bem como as formas bacteridides caracteristicamente va-
cuoladas ou ramificadas, representam bem as transformacses
morfoiégicas principais por que passam os membros désse gru-
po durante o seu ciclo evolutivo. Muitos dos bacteriologistas da
atualidade que se tém dedicado ao estudo da morfologia das
varias espécies de Rhizobium, sfio de opinifio que os bacteriéides
séo formas vivas e fazem parte do ciclo vital dessas bactériasg,
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néo obstante haver, ainda, nesse particular, tremenda diver-
éncia.

¢ Todos os seres organizados da natureza, t8m um ciclo vital
mais ou menos complexo. E essa complexidade €, muitas vezes,
tanto maior, quanto mais se desce na escala hoténica ou Zool6-
gica. £ portanto razodvel que as bactérids, de uma maneira
geral, tehham também o seu ciclo vital. A extrema pequenez
de suas formas, é verdade, tem dificultado sobremaneira o seu
estudo. Neste particular, é interessante lembrar a acirrada con-
trovérsia que teve lugar nos primordios da Bacteriologia, en-
tre os ferrenhos pleomorfistas que acreditavam que um coccus
poderia dai a instantes transmudar-se em bacillus e logo de-
pois em spirillum, e os intransigentes monomorfistas que néo
admitiam mudanga alguma nas formas essenciais das bacté-
rias. A razfo, como sée acontecer muitas vezes, néo estava nem
com um nem com outro grupo, e o ciclo de vida como é admi-
tido pela maioria dos bacteriologistas contemporéaneos, seria a
explicacéio mais plausivel aos tatos que motivaram aquelas di-
vergéncias.

Néo obstante varios investigadores, modernamente, terem
apresentado observag¢des mais circunstanciadas, conquanto ain-
da discutiveis, a respeito do ciclo vital das bactérias dos nédu-
los, prefiro dar aqui, como medida de prudéncia pedagoégica, a
antiga descricio de BEWLEY e HUTCHISON, modificada por
THORNTON e GANGULEE. E que, como se diz, nem
sempre é aconselhavel vestir-se pelo ultimo figurino, chegado
pelo ultimo avifo, mas aguardar as exibi¢des, a ver em que pa-
ram as modas.

FORMAGCAO, MORFOLOGIA E HISTOLOGIA DOS NODULOS

Embora fbsse de meu desejo aduzir aqui algumas obser-
vacOes préprias realizadas na Cadeira de Fitopatologia, néo po-
derei entrar em discusséio pormenorizada déste topico, visto es-
capar & finalidade da presente aula. Vou resumir assim a ma-
téria no que ela encerra de mais essencial.

As bactérias do género Rhizobium podem levar uma exis-
téncia livre no solo por muito tempo.

, O mecanismo exato da infecglio, isto &, a penetracfio das
bactérias nas-raizes da planta hospedeira, é ainda pouco co-
_nhecido.. Acredita-se que tal penetragfio se processe na regifio
apical dos pélos absorventes ou por outras células epidérmicas.
Por intermédio de enzimas especials as. bactérias provocam a
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dissolucfio das paredes de tais células, ganham acesso no inte-
rior do pélo onde entram em rapida multiplicacfo.

A primeira evidéncia da reac¢fio da planta logo apés a ino-
cula¢io vem a ser uma curvatura caracteristica da extremida-
de do pélo da raiz, fato &sse, alids j& observado por WARD em
1887. Em seguida nota-se a formacg&o dos chamados “filamen-.
tos de infeccso” que sfo *“corddes” contendo bactérias, e gue
avancam em direcio & base do pélo, depois através das ca-
madas do parénquina do cértex da raiz, continuando frequen-
temente o seu desenvolvimento até atingirem as células exte-
riores ao endoderma. Estas estimuladas entram em franca hi-
perplasia, isto é, em ativa divisdo celular, dando-se dest’arte
inicio & formacfio do nédulo. Neste ponto os filamentos de in-
feccfio ramificam-se e invadem as células circunjacentes em
varias direcles, libertando durante o seu percurso inumeras

bactérias no citoplasma désses elementos. Postas em liberda-
de, tais bactérias multiplicam-se abundantemente, enchendo
praticamente tdda a cavidade celular dos tecidos atingidos e
determinando ai fenOmenos tipicos de hipertrofia. Como resul -
tado dos fendmenos conjuntos de hiperpalsia e hipertrofia dos
constituintes dos tecidos afetados, o parénquimsa cortical e a
epiderme envolvente s&o empurrados para fora, formando-se
assim na raiz uma entumescéncia lateral — o nédulo.

Rste consiste, em ultima andlise, de uma massa de células
parenquimatosas hipertrofiadas de paredes finas, ricas em pro-
teinas, e onde, em grande parte habitam as bactérias. O tecido
meristeméatico renascente que se situa nsa extremidade do né-
dulo ou envolvendo t6da a area bacterioidal, sendo constante-
mente estimulado, determina pela ativa divisfo de suas células,
o crescimento dessa estrutura. A chamads &rea bacterioidal
ocups. & maior porc¢fo dos tecidos dos nédulos maduros. En-
volvendo o meristema est4 a camada do cértex do nédulo gue

por sua vez é envolvido pelos remanescentes dos tecidos do cér-
tex da raiz, e cujas células comumente se apresentam disten-
didas ou dilaceradas pela press&o oriunda do continuo cresci-
mento interno do nédulo.

Feixes liberianos e lenhosos ligados ao sistemsa vascular
geral da planta, percorrem o cértex do nédulo garantindo as-
sim o suprimento de acucares e outros alimentos aos consti-
tuintes dessa estrutura e as suas bactérias e servindo, ao mes-
mo tempo, de via de transporte aos compostos nitrogenados af

manufaturados os quais irfo ser utilizados, em troca, pela plan-
ta héspede. Alcancando plena maturidade, as células dos n6du-



Fig. 1 — Nédulos da raiz da Alfafa produzidos pelo Rhizobium meliloti.
Aprox. x21/2. — Fig. 2 — Noédulo da raiz da Mucuna produzido por
Rhizobium sp. Tamanho natural. — Fig. 3 — Galhas nas raizes da Soja
produzidas pelo nematdéide Heterodera marioni. Tais estruturas poderiam
ser, por inadverténcia, confundidas com os nédulos causados pelas bacté-
rias fixadoras de N atmosférico. Tamanho natural. — Fig. 4 — Nédulos
da raiz da Soja produzidos pelo Rhizobium japonicum. Aprox. x 2. —
Foto: R. S. Carvalho.



FIG.6

Fig. 5 — Porcao de um corte fcito no nédulo da Soja, mostrando as cé-
lulas hipertrofiadas e cheias de bactérias (R. japonicum), ao lado de cé-
lulas normais. Cortado em parafina, coloracao triplice de Flemming e
fotomicrografado com filtro verde. x 700. — Fig. 6 — Culturas de boas
linhagens das bactérias dos nddulcs (tipo comercial) em frascos de 250
cc. distribuidos pela 1l.a Cadeira. 1'3 do tamanho natural. — Foto: R. S.
Carvalho.
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los perdem gradativamente a vitalidade, caindo o teor de seus
compostos nitrogenados, que anteriormente era bastante ele=
vado, a praticamente a mesma taxa existente em todo o sis-
tema radicular. Finalmente o nédulo apresenta fendilhamen-
tos na sua estrutura externa e entra em desintegra¢ho, liber-
tando no s6lo um grande numero de bactérias que ir&o levar
uma existéncia livre, até que, lhes sendo propiciada nova opor-
tunidade penetram nas raizes de alguma leguminosa do mes-
mo grupo de inoculagfio cruzada. E’ por isso que, muitas vezes,
a repeticho de uma determinada cultura de leguminosa num
mesmo solo, acarreta beneficio aprecidvel, tanto em desenvol-
vimento como em produc¢fo, para a segunda plantacho, gragas
a uma melhor e mais abundante nodula¢fo das rafzes de suas
plantas, resultante do elevado numero de bactérias deixado na
terra pela cultura anterior.

. O tamanho, forma e posi¢io dos nédulos variam, como é
sabido, nas diferentes plantas leguminosas. Na alfafa sfio pe-
quenos e digitiformes, solitdrios e agregados; na soja séo ja
maiores, mais ou menos esféricos e raramente agrupados. Na
mucuna apresentam-se como grandes agregados aAs vezes de
forma esférica com alguns centimetros de didmetro.

A maioria absoluta das representantes da grande famfilia
Leguminosae possuem nédulos em suas raizes formados pelas
bactérias especificas dos respectivos grupos de inoculagio cru-
zada. SOmente umas poucas espécies constituem excecles a &s-
se respeito (Gynnocladus dioica, Cassia barclayana) etc.

Elevado teor de nitratos ou de sais de amobneo no solo, re-
tardam ou impedem mesmo a formacfio de nédulos. Tal in-
fluéncia desfavoravel & infecclo bacteriana é devida, em gran-
de parte, ao fato das leguminosas poderem utilizar diretamen-
te o nitrogénio numa forma de facil assimilacto e ainda por
outros motivos pouco conhecidos. Todavia, virios carbohidra-
tos e certos acidos orgénicos no solo, assim como um baixo
teor de nitratos, exercem uma influéncia bastante favoravel a
formacéo e desenvolvimento dos nédulos.

A SIMBIOSE

O termo simbiose, segundo a interpretagfio ciéntifica, sig-
hifica a vida em comum de dois organismos diferentes e, cuja
associacdo, resulta em beneficio reciproco para ambos os sim-
biontes. Trata-se por consequéncia de um verdadeiro caso de
mutualismo. Um exemplo tipico de simbiose ou mutalismo ¢ a
assoclacBo das bactérias do género Rhizobium com as plantas
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da familia das leguminosas. Entretanto nem sempre tal asso-
ciagéo resulta em simbiose verdadeira. Muitas vezes poderd ha-
ver casos de parasitismo tipico, uma vez que nem tddas as
ragas de tais bactérias séo eficientes como fixadoras de nitro-
génio, nfo obstante possuirem a faculdade de produzir nédu-
dos em abundéncia.

Os trabalhos de THORNTON, em Rothamsted, os de STE-
VENS e de WRIGHT nos Estados Unidos, e de outros ainda,
mais recentemente, vieram demonstrar de maneira marcante,
8 importancia pratica das boas linhagens de bactérias dos noé-
dulos na inoculagéo de solos onde prevalecem as de linhagens
ineficientes. Ficou também evidenciado que as melhores linha-
gens de bactérias produzem nédulos grandes, em menor nu-
mero, quase sempre localizados na parte superior do sistema
radicular, enquanto que, as racas menos eficientes ou ineficien-
tes de todo, produzem nédulos pequenos e numerosos distri-
buidos em todo o sistema radicular. Uma observacio de inte-
résse pratico, é a relatada por LEONARD (1930) s6bre o fracas-
so de uma culturs de ervilhas e cuja causa foi atribuida a uma
raca parasitica de Rhizobium leguminosarum. Na cultura em
questéio, havia poucas manchas em que as plantas se desen-
volveram bem, a maior parte delas, entretanto, se apresenta-
vam amarelecidas e raquiticas. Nesse terreno nfo se havia fei-
to inoculagcfdo alguma, bem como, ndo havia sido cultivado nos
seis anos anteriores com nenhuma leguminosa do mesmo gru-
po de inoculacio cruzada da ervilha. Nas plantas sadias no-
tava-se uma nodulagdo vigorosa enquanto que as doentias
apresentavam um elevado nimero de nédulos, pequenos e es-
palhados por todo o sistema radicular. Procedido o isolamento
das bactérias de ambos os tipos de plantas e as provas neces-
sarias, verificou-se que as bactérias oriundas das plantas séis
eram de linhagens eficientes enquanto aue as das plantas
doentias eram de linhagens parasiticas ou n#&o eficientes.

O mecanismo da fixacfo do N bem como o papel que cada
um dos simbiontes desempenha em tal processo, sfo ainda
desconhecidos em grande parte.

Foi constatado em repetidas andlises de plantas legumi-
nosas que na primeira fase do seu ciclo, o sistema radicular a-
presentava umsa taxa mals elevada de nitrogénio em relagéo a
parte aérea, ao passo que, fenébmeno inverso, era observado no
final désse ciclo. N&o padece duvidas de que a planta utiliza-se
do nitrogénio fixado nos nédulos. A transformacgfo por que
passa ésse elementos depois de fixado, bem como o processo
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de sua utilizagfio pela plants hospedeira, sde ainda objete deé
disputa.

A presenca de bacteriéfagos nos nédulos indica a possibi-
lidade de uma acho litica, especifica sbbre os préprios bacte-
ri6ides de modo a provocar a liberacio de uma formsa de nitro-
génio assimilavel & planta. E grande j4 o numero de trabalhos
feltos recentemente nesse sentido. Sendo de meu propésito, co-
mo j& foi dito, dar uma visfo geral do assunto desta palestra,
néo me deterei, também aqui, nos pormenores.

O fato € que os ndédulos vio sendo esvasiados & proporc¢éo
que a planta se desenvolve. O teor de nitrogénio nessas estru-
turas diminui também progressivamente & medida que se pro-
cessa a formacio das sementes, até ficar, por ocasido do ama-
durecimento destas, reduzido a praticamente a mesma taxa
existente no resto do sistema radicular.

Porece fora de duvida que o fenémeno de fixacdo do N
tem inicio logo apdés a formacéo dos nédulos, continuando tal
processo até suas células constitutivas perderem a vitalidade
ou & planta cessar seu desenvolvimento ativo.

Tem sido observado também, que na primeira fase do de-
senvolvimento da planta, logo depois de exauridas as ultimas
reservas de nitrogénio da semente germinada, ela frequente-
mente passa por um perfodo de fome que se manifesta exte-
riormente por sintomas de sub-nutricfo (clorose) até que, com
2. formacgéo dos nédulos nas suas raizes, e por conséguinte com
0 suprimento de nitrogénio dai advindo, ela entra numa fase
de recuperac8o ativa, exibindo novamente o vigor e o colorido
normal de sua folhagem.

IMPORTANCIA ECONOMICA DA FIXACAO DO N

A importincia econdmica da fixaciio do N pelas bactérias-
dos nédulos das leguminosas é notéria e indiscutivel.

Desde a antiguidade, embora com desconhecimento com-
pleto da natureza do fendmeno, os agricultores aufe-
riam beneficios, cultivando leguminosas para enriquecer o seu
‘solo e aumentar o rendimento da cultura de cereal subsequen-
te. Praticavam também a cultura intercalar, associando legu-
minosas com cereais, visando o mesmo objetivo.

Posteriormente as numerosas experiéncias vieram demons-
trar de maneira a mais concludente que o fenomeno de fixa-
¢fo que tem lugar nos nédulos das raizes das leguminosas, re-
sultante da interacfio da planta e das bactérias, acarrets be-
neficios reais e aprecidveis para a agricultura.
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Varios fatores exercem marcante influéncia na quantida-
de de N tomada do ar, como por exemplo, a espécie de legumi-
nosa cultivada, a maior ou menor eficiéncia da linhagem da
bactéria inoculada, umidade, temperaturs, reacdo do solo, teor
em nitratos e sais de amoéneo, quantidades adequadas de Ca e
P existentes no solo, etc..

Sem diuvida, tem havido por parte de muitos investigado-
res, uma tendéncia para sobreestimar a quantidade de N fixado
com o concurso das bactérias dos noédulos, nas diferentes cul-
turas de leguminosas. Assim, muitos déles relatam ganhos fa-
bulosos de nitrogénio fixado do ar, quando, na verdade, ésses
dados representam o nitrogénio total retirado simultaneamen-
te do ar e do solo.

Supde-se que em condicdes ideais de fixaco a planta ob-
tenha aproximadamente 1/3 do N do solo e 2/3 do N do ar. Sob
condicdes normais, pode-se considerar como média razodvel
para cultura de muitas leguminosas, ums, fixagio de 135 a 140
kgs. de N por alqueire de 24.200 m2., (cérca de 55 kgs. por hec-
tare). Isso seria equivalente a uma adubacfio com aproxima-
damente 900 kgs. de salitre do Chile para a mesma unidade
de superficie, na suposicdo de que t6da a cultura fOsse incor-
porada ao solo. Com a remocéio da parte aérea, como colheita,
é evidente que a maior porcéo de nitrogénio seré retirada tam-
bém. E portanto uma iluséio pensar-se que culturas sucessivas
de leguminosas num mesmo solo, com a remocio total da parte
aérea, resultaréo em enriquecimento do solo em nitrogénio. O
beneficio da fixacfio, neste caso, se refletird sdomente na pro-
ducéo (aumento de rendimento ou elevaco do teor protéico
da colheita), o que, convenhamos, j& nfo é pouco, pols se tal
nao se desse, a cultura poderia redundar em fracasso.

A INOCULAGAO

Em 1887, na Estacéo Experimental de Bremen, foi relata-
do pela primeira vez o sucesso de uma inoculacfo de bactérias
dos nédulos pela transferéncia de solo de uma antiga cultura
de Trifolium para um terreno tido anteriormente como inade-
quado para essa e outras leguminosas. Inumeras outras expe-
riéncias vieram corroborar aquéle fato, entrando, assim, a pra-
tica da inoculagfio de solos, a exercer um papel preponderan-
te nas culturas de leguminosas.

Em 1896, NOBBE e HILTNER apresentaram ao mundo o
resultado de suas longas e bem conduzidas experiéncias, anun-
ciando o emprégo de culturas puras de bactérias dos nédulos
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para a inoculacéio de sementes de leguminosas ou de uma por-
cdo de terra a ser distribuida no terreno destinado ao seu
plantin. Desde af, ficou cientificamente evidenciado que s&o
notoérics e aprecidveis os beneficios advindos de uma apropria-
da inoculacfio em terreno novo destinado a uma leguminosa.
uma vez que, como é 6bvio, todos os outros fatores atuem tam-
hém favoravelmente.

Outras vezes, o beneficio auferido de uma inocula¢céio bem
processada, é menos aparente e impressionavel, conquanto na-
da desprezivel, pois pode revelar-se unicamente por um au-
mento na taxa de proteina do produto colhido. Véarias expe-
riéncias com culturas de ervilha e de alfafa demonstraram ser
tal aumento bastante acentuado, dando um produto mais rico
em matéria nitrogenada, o que quer dizer, de pre¢o mais ele-
vado, justificando assim, economicamente, a prética da ino-
culacéo.

A inoculacfio por si sé, entretanto, nfo opera milagres.

Inimeros tém sido os fracassos observados, dada a com-
plexidade dos fatores intercorrentes do processo. Neste parti-
cular, convem insistir sdbre o fato de que, o éxito de uma ino-
culagfio processada por quaisquer dos métodos conhecidos, de-
pende em grande parte, além das condig¢Bes inerentes & bacté-
ria propriamente dita, e j4& mencionadas atraz, de certos fato-
res do solo, sobreelevando-se em importincia, a reacfio favo-
ravel, ¢ baixo teor em nitratos, presen¢a de c&dlcio e fésforo
em quantidades adequadas etc.

HA dois processos gerais de inoculacfio :

1.0) — o de transporte de terra rica em bactérias.

290 — o0 de culturas puras em meios artificiais.

O método de transporte de terra consiste em se espalhar,
por varios meios, no terreno destinado a nova plantacfio, uma
certa porclo de terra (geralmente de 900 a 1.200 kgs. por al-
queire paulista) retirado de um lote em que anteriormente se
cultivou com sucesso uma leguminosa do mesmo grupo de ino-
culacfo cruzada. Rste método tem encontrado por parte de
muitos técnicos e agricultores o mais decidido apdio. De fato,
se se langar um olhar retrospectivo pela histéria da inocula-
¢éo das bactérias dos nédulos, vamos verificar, sem muito tra-
balho, que o método de transporte de solo é o que menos in-
sucesso tem apresentado no decorrer de uma disputadissima
prova com o das culturas artificiais.

Contudo, pode-se dizer, apoiado por varias autoridades no
assunto, que o método em questéio deixa muito a desejar sob o
ponto de vista técnico-cientifico. Ainda a respeito de seu em-
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prégo generalizado se antepdem razdes de ordem varia, como
por exemplo, o elevado custo do transporte e distribuigdo da
terra inoculante, a perigosa disseminacfo por essa via, de pra-
gas e doengas ou de sementes ou outros O6rgéos de propaga¢do
de hervas daninhas.

Varias outras modalidades déste método tém sido postas
em pratica, visando obviar os varios inconvenientes atraz
apontados.

METODOS DAS CULTURAS ARTIFICIAIS

Como vimos, foram NOBBE e HILTNER na Alemanha, que,
depois de longos ensalcs de laboratério e de campo, apresen-
taram ao mundo sob o nome sugestivo de ‘“Nitragina”, 17 ti-
pos de culturas puras das bactérias dos nédulos, cultivados em
meio de gelatina, aglicar, asparagina e extratos de plantas le-
guminosas, e acondicionados em frascos de 250 cc. Foram ti-
radas algumas patentes da descoberts. e logo o comércio da
Nitragina se difundiu rapidamente por varios paises, alcan-
cando o produto singular celebridade dentro e mesmo fora dos

circulos agrondmicos. Entretanto o seu fastigio nfo foi dura-
douro. Logo apareceram as primeiras provas de que ela falha-
va. em muitos casos. E essas provas foram se acumulando de
tal forma que solaparam o prestigio da Nitragina completa-
mente. E a sua queda, no conceito cientifico, foi tdo espeta-
cular como espalhafatosa havia sido a sua ascengfdo. Os seu:s
autores, entretanto, néo se deram por vencidos, e continuaram
a lutar infatigavelmente no campo da ciéncia, sobrepondo
sempre a verdade desta, aos de mesquinhos interésses comer-
ciais.

Muitos outros produtos similares apareceram no comeércio
sob diferentes nomes e todos os seus fabricantes, faziam pro-
paganda mais ou menos exagerada. Na pratica, entretanto, os
resultados obtidos continuavam a ser discrepantes. E creou-se.
como nfo podia deixar de ser. uma prevencéo alids justifica-
vel contra o método das culturas artificiais, preferindo muitos
agricultores, como medida de precaugfio, o0 emprégo do antigo
processo de inoculagéo pelo transporte de terra.

Com o perpassar dos anos, todavia, muitos conhecimentos
novos foram se acumulando, principalmente no concernente a
lisiologia dessas bactérias, & existéncia e selegio de linhagens
eficientes, emprégo de meios culturais adequados, conheci-
mentos &sses, que vieram possibilitar grandes melhoramentos
na técnica da preparacfo e emprégo das culturas artificiais.
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E com isso, tal processo comecou a recobrar o antigo prestigio
desfrutado nos primérdios de sua introducfo. E na nossa opi-
uido, que é também a de muitas autoridades, éle recuperé-lo-4
integralmente. Pensamos mesmo que, tudo se resume numa
questio de aperfeicoamento de técnica cultural e de inocula-
c¢ho. E, como s6 € possivel a selecfo de linhagens eficientes, com
o auxilio da técnica bacteriolégica, segue-se que, apesar de to-
dos os percalgos, o método das culturas é o que mais vantagens
oferece na utilizagéo pelo homem do fendmeno da fixacéo bio-
logica do nitrogénio gasoso.

E para finalizar esta prele¢fo, cumpre-me chamar a aten-
cfio de todos, para o quase total desinterésse que se nota em
nosso Estado e quica no Brasil pela pratica da inoculag¢io nas
culturas das leguminosas. Serd que a maioria dessas culturas
néo se beneficiaria com a adi¢cio de mais nitrogénio ? Ou sera,
por outro lado, que todos os nossos solos s&o o paraiso das hoas
linhagens das diferentes espécies de Rhizobium ? Sem duvida,
néo é éste o caso.

Nos Estados Unidos, o interésse dos agricultores pels ino-
culacdo de suas culturas de leguminosas, € enorme. Em 1933,
dezenas de companhias particulares se dedicavam & manu-
fatura de culturas para fins de inoculagio, n8o se contando
as muitas Estag¢des Experimentais e Colégios de Agricultura.
Calculou-se que, em um s6 ano foram distribuidas cérca de
1.500.000 culturas naquela grande Republica. E entre nés ?

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” tem pro-
curado dar o devido realce a ésse assunto. As sucessivas tur-
mas de alunos que tém passado pela 1l.a Cadeira, nestes ulti-
mos 17 anos, procederam o0 isolamento e culturas de varias es-
pécies de Rhizobium segundo a melhor técnica conhecida. Dis-
tribuimos varias dessas culturas com os melhores resultados.
Uma delas, de Rhizobium meliloti, enviada em 1942 ao Dr. Car-
los Alves Neves, agronomo do Ministério da Viac#o, sediado em
Pernambuco, apresentou resultados magnificos nas culturas de
alfafa daquele Estado, segundo comunicac¢fo oficial, enviada a
esta. Escola, por aquéle nosso colega. .

O nosso pafs, e principalmente o nosso Estado, apresentarn
condiclies ideais para a cultura de muitas leguminosas em
grande escala. A soja, os feijbes e as ervilhas, constituem pro-
dutos de alto valor econdémico na agricultura de muitos paises.
O incremento dessas, e de outras culturas de leguminosas, po-
deria constituir, num curto lapso de tempo, um dos fatores ten-
dentes a aliviar a fome que, desgracadamente, impera de ma-
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neira generalizada em todo o mundo, e a fortalecer, ao mesmo
tempo, os alicerces combalidos de nossa economia.

E as palavras de FRED et al. sio para nés brasileiros bas-
tante oportunas.

“The thousands of papers which have been written upon
their habits and characteristics surely indicate that the Le-
guminosae are felt to be of prime significance; of significance,
indeed, not only to the scientist but to those who feed the world
and to those who are fed as well; for it is no exaggeration tr
say that a comprehension of the root nodule bacteria and thetr

association with the Leguminosae would disclose to the world
the basic principle of soil fertility”.





