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RESUMO

Verificou-se a ocorréncia de inoculagao cruzada em marica

£"£H0lﬂ bimuoronata (D.C.) 0. Kuntze) e bracatinga (M. scabrella
entham) pela inoculagao de isolados obtidos de nodulos coleta-

dos de ambas as espécies em diferentes regioes do estado. As
plantulas foram cultivadas axenicamente em tubos de ensaio con-
tendo meio de Jensen suplementado com solugao de micronutrien-
tes em casa de vegetagao.

0 marica nodulou com todos os isolamentos em pelo menos 1
dos 3 tubos inoculados, e a bracatinga com a quase totalidade
dos isolados de maricd. Tais dados demonstram a ocorrencia _ de
inoculacao cruzada e que algumas estirpes podem ser especifi-
cas. Como alguns isolados nao nodularam nenhuma das plantulas
dos 3 tubos ou nodularam em | ou 2, suspeita-se que possa  ter
ocorrido problemas no meio utilizado, ou gque as plantulas eram
:uitn jovens, ou ainda devido 3 grande variabilidade das semen-

es.
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UNITERMOS: Inoculagao cruzada - Bradyrhizobium - Nodulagao.

Cross inoculation of Mimosa bimucrcnata (D.C.) 0. Kuntze) and
Mimosa scabrella (Bentham) with strains of Bradyrhizobium sSpp
obtained from these species in Santa Catarina.

ABSTRACT

The occurrence of cross inoculation of "marica" (Mimoaa
bimueronata (D.C.) 0. Kuntze) and "bracatinga" (M. ascabrella)
by isolates obtained from nodules collected in both species was
verified in different regions in the State of Santa Catarina.
Seedlings were axenically cultivated in tubes of Jensen medium
supplemented by a micronutrient solution and were maintained in
the growth chamber.

"Marica" formed nodules after inoculation in at least
1 out of 3 inoculated tubes and "bracatinga” with almost all
isolates of "marica". These data show the occurrence of cross
inoculation and the specificity of some strains. As some
isolates did not induce nodulation or nodulation occurred in
only 1 or 2 seedlings it is possible that the medium used
might not be adequate or that seedlings age or genetic
variability might have influenced the results.

KEY WORDS: Cross inoculation - Bradyrhizobium - Nodulation.

Introducgao

A fixacao biologica do nitrogenio e o sistema que mais
contribui para reciclar o nitrogenio atmosferico (Franco, 1982),
sendo que, mediante tal processo, a maioria das especies de le-
guminosas tem a capacidade de abastecer todas as suas necessi-
dades com relagao ao nitrogenio (Silva e Dobereiner, 1982) .
Além disso, tais plantas podem contribuir para a manutengao da
fertilidade dos solos (através da adicao de nitrogenio), bem
como restaurar caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas
de solos degradados (Vidor et al., 1983).

Como ha um grande nimero de especies de leguminosas (mais
de 1300, segundo Joly, 1983) e uma grande variabilidade de ri-
zobios, ocorre a inoculagao cruzada. Um grupo de inoculagao
cruzada se refere a um conjunto de especies de leguminosas que
desenvolvem nodulos quando em contato com rizobios obtidos
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de nodulos de qualquer membro desse grupo particular de plantas
(Alexander, 1980). Sao estabelecidos mais de 20 grupos de ino-
culacao cruzada, dos quais somente sete sao de importancia.
Destes gqrupos, seis sao suficientemente delimitados para que a
bacteria responsavel pela nodulacao seja classificada quanto a
sua especie. 0s demais grupos de inoculagao cruzada sao in-
cluidos num grupo denominado caupi, ao qual pertence a maioria
das leguminosas tropicais (Norris, 1967, apudCampelo e Campelo,
1970).

As leguminosas tropicais sao caracterizadas por apresenta-
rem associagao simbiotica com rizobios que infectam leguminosas
fora de sua classe particular, nao havendo uma maior especifi-
cidade entre a bacteria e a planta. A inoculagao cruzada, pode
ser benefica ou nao as plantas hospedeiras, ja que uma estirpe
que nodula e fixa nitrogenio eficientemente em determinada es-
pécie de leguminosa pode apresentar baixo potencial de fixagao
em outras leguminosas, gue nodulam e fixam de forma eficaz com
outras estirpes (Vidor et al., 1983). A ma eficiencia na nodu-
lagao e fixacao do nitrogenio, acarreta prejuizos a planta hos-
pedeira quanto ao seu crescimento (principalmente em solos po-
bres), alem de reduzir a quantidade de matéria organica e, con-
seglentemente, de nitrogenio adicionado ao solo.

Dentre as leguminosas nativas de Santa Catarina, encontra-
mos o marica (Mimosa bimucronata (D.C.) 0. Kuntze) e a braca-
tinga (Mimosa scabrella Bentham). 0 marica e wuma arvoreta ca-
racteristica e exclusiva da "floresta ombrofila densa” (Santa
Catarina, 1986). E uma especie muito rustica, indicada para
programas de revegetalizagao em areas de mineragao, terrenos
pedregosos e rasos, € em solos erodidos (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, 1986), contribuindo para a melhoria das
condicoes fisicas, quimicas e biologicas desses solos. Sua ma-
deira e considerada de primeira qualidade como lenha, queiman-
do mesmo verde (EMBRAPA, 1986), sendo que sua maior utilizacao
estad no suprimento de lenha para olarias, padarias e demais
fornalhas (Reitz et al., 1978). Tambem e citado Seu us0 na mar-
cenaria, carpintaria, producao de moiroes, cercas vivas  (Bur-
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kart, 1979), e na estabilizagao de vogorosas (Rio Grande do Sul.
Secretaria de Agricultura, 1983).

A bracatinga tem ocorréncia natural nas submatas dos pi-
nhais em todo o planalto do Estado de Santa Catarina, apare-
cendo como elemento estranho nos nucleos de pinhais existentes
na "floresta ombrofila densa" (Reitz et al., 1978; Santa Cata-
rina, 1986). A bracatinga & uma especie de rapido crescimento
e pouco exigente quanto as condigoes fisicas e quimicas dos so-
los (Reitz et al., 1978; Burkart, 1979; Catharino et al., 1982
e Poggiani et al., 1982). E recomendada para uso em reflores-
tamento nas regioes de ocorrencia natural, fornecendo lenha,
carvao, madeira branca, celulose e pode servir como forrageira
nos estagios iniciais de crescimento (Silva e Dobereiner, 1982;
Klein et al., 1983).

Devido as suas caracteristicas, a bracatinga tem sido in-
troduzida em regioes afastadas do seu habitat natural, inclusi-
ve no litoral catarinense, regido de ocorrencia natural do ma-
rica, que nodula abundantemente com rizobio nativo. Pelo fato
de ambas as espécies pertencerem ao mesmo genero, @ possivel
que haja a ocorréncia de inoculagao cruzada, embora provenham
de habitats naturais distintos.

Desta forma, procuramos desenvolver o presente trabalho
para verificarmos a ocorréncia ou nao da inoculagao cruzada em
marica e bracatinga, pela inoculagao de estirpes isoladas de

nodulos coletados em ambas as espécies em diferentes regioes do
Estado de Santa Catarina.

Material e Metodes

1) Obtencao dos Isolamentos

0s isolamentos foram obtidos a partir de nodulos coletados
de raTzes de arvores de bracatinga (M. acabrella) tomadas ao
acaso, situadas nas localidades de Tres Riachos (Biguagu - SC),
Ribeirao Matilde (Atalanta - SC) e no Campus Universitario da
UFSC (Florianopolis - SC). Os isolamentos de maricd (M.
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bimueronata) foram obtidos de raizes de arvores localizadas ao
longo da BR-101 (trajeto Florianopolis-Itajai7, SC), na estrada
que liga Itajai a Brusque - SC e no Campus Universitdrio da
UFSC. No local da coleta, retirou-se superficialmente o solo
ao redor das plantas, ate se localizar as rafzes finas onde es-
tavam os nodulos. Apos a remogao das raizes, os ndodulos  foram
guardados em sacos plasticos, com etiquetas indicando seu local
de coleta.

Em laboratorio, os nodulos foram lavados em agua corrente
e, em seguida, passaram pelo processo de desinfecgao, que con-
sistia numa imersao em alcool 70% por 30 segundos e formol 5%
durante 2 minutos, sendo em seguida lavados por sete vezes em
agua esterilizada.

Cada nodulo, apos a desinfecgao, foi colocado em tubo  de
ensaio contendo 2 ml de agua estéril e, em seguida, macerado
com auxTlio de bastao de vidro previamente esterilizado, para a
liberacao das bactérias.

Depois da maceracao, com auxilio de alga de platina este-
ril, foi realizada a semeadura dos rizobios em placas de Petri
contendo 10 m] do meio de cultura "MANITOL AGAR (Vincent, 1975),
com vermelho congo". Depois disso, as placas foram postas a
incubar em estufa a 300C.

Passado um perfodo de 3 a 5 dias de incubagao, foi esco-
lhida uma colonia, por placa, com caracteristicas culturais de
rizobio (Vincent, 1975), a qual foi repicada por sucessivas ve-
zes, até a obtengao de cultura pura. Estas foram repicadas para
tubos de ensaio contendo 4 ml do meio "MANITOL AGAR com verme-
lho congo" inclinado que, passado o periodo de incubagao, foram
guardados em geladeira para posterior utilizagao.

Dois isolamentos de marica foram obtidos do Laboratorio da
EMBRAPA-PNPBS, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro - RJ.

Cada isolamento foi codificado pela ordem de obtengao da
cultura pura, tendo como iniciais UFSC-MIP-001 e UFSC-MIP-002,
para marica e bracatinga, respectivamente.
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2) Obtengao das Plantulas

As plantulas foram obtidas de sementes desinfectadas (de
acordo com procedimento utilizado na desinfecgao dos nodulos)
e pré-germinadas em placas de Petri contendo meio de cultura
de Jensen (1942), suplementado com solugdo de micronutrientes
(Gibson, 1963), ambos citados por Vincent (1975), e mantidas em
estufa a 30°C,

As plantulas pré-germinadas (com radicula de 1 2 3 mm),
foram transplantadas para tubos de ensaio (18 x 180) contendo 10
ml de meio de cultura esterilizado. Foram utilizadas 2 plan-
tulas por tubo.

Antecedendo & desinfecgdo, foi realizada a quebra de dor-
méncia das sementes, segundo metodologia citada pelo LASEF-
Horto Botanico=UFSC (Informagdo pessoal). As de marica tiveram
a dorméncia quebrada mediante imersao em acido sulfurico con-
centrado durante 30 minutos, seguidas de lavagem em agua cor-
rente. As sementes de bracatinga sofreram procedimento seme-
lhante, alterando apenas o tempo de imersao no acido para 3
minutos.

3) Inoculagéo Cruzada

Quando as plantulas apresentavam as folhas cotiledonares
completamente desenvolvidas, foram inoculadas com culturas de
Bradyrhizobium (inoculadas por 24 horas a 30°C), mediante wso
de alca de platina esteril, através de picada junto da raiz das
plantulas.

Cada isolamento foi inoculado em 6 tubos de ensaio, sendo
3 tubos com plintulas de marica por tubo e 3 tubos em 2 plan-
tulas de bracatinga por tubo.

Como controle, foram deixados 3 tubos com plantulas de
marics e 3 tubos com plantulas de bracatinga sem inoculagao.

0s tubos contendo as plantulas foram colocados em casa de
vegetacdo sob condigdes de meio ambiente, sendo semanaimente
examinados para verificagao da ocorréncia de nodulagao. As ob-
servacoes foram feitas até um periodo de 60 dias, a partir do
qual, geralmente, era verificada a morte das plantulas.
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Resultados e Discussao

De acordo com os dados apresentados na tabela I, observou-
se que todos os isolamentos obtidos a partir de nodulos coleta-
dos em rafzes de bracatinga, quando inoculados em plantulas de
maricd, induziram a formagao de nodulos em pelo menos 1 dos 3
tubos inoculados e, que de acordo com a tabela II, a quase to-
talidade dos isolamentos de nddulos de rafzes de marica também
induziram a formagado de nodulos na bracatinga em pelo menos 1
dos 3 tubos inoculados.

Tabela | - Formagdo de nodulos em plantulas de bracatinga (Mimosa
scabrella Bentham) e marica (Mimoea bimueronata (D.C.)
0. Kuntze) inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium
spp isoladas de nodulos de raTzes de bracatinga.

Bracatinga Marica
Codigo do Isolamento Repetigoes Repetigoes

11 I11 | 11 1
UFSC-MIP - 002 / 002 +1/ + + + + +
003 + + + + * +
ooa + + + + - +
Dus‘ + + L & * +
006 + + * + + +
ooz + + + + + +
008 + + - + + +
009 - - - + - -
010 - . - . + +
on - - . + + .
013 . . v . + +
D14 + + - + * +
015 + + + + " +
016 - + - v + +
017 - + - + + +
018 + + + + + +
019 - + + + + +
020 + + - + + +
021 - + - + + +
D22 - + + + + +
023 . + + + + +
D28 + - + + + +
029 + + - + + +
030 - + - + + +
031 + + . + + +
032 + + + + + +
033 - - + + - -
034 - + + + + +

1/ + = Presenga de nodulos - = Ausencia de nodulos
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Tabela 11 - Formagdo de nodulos em plantulas de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) e marica (Mimosa
bimueronata (D.C.) 0. Kuntze) inoculadas com _ es-
tirpes de Bradyrhisobium spp isoladas de nodulos
de rafzes de marica.

5 Bracatinga Marica
Codigo de Isolamento Repeticoes Repeticoes
11 111 | 11 1

UFSC-MIP - 001 / 001 =1/ + + + + +
002 + + + + + +

003 + + - + + +

004 - - - + + +

005 + - - + * +

ooz * + * + * +

010 + * + + + +

011 + + . + + +

013 + + + + . +

017 + + - . + +

018 + + - + + +

020 - + + + + +

021 - - - + + +

022 + + = + + +

023 - + - + + +

024 - - + + + +

025 + - + . + +

027 + + - . + +

oze * + + + * +

029 - + + + + +

030 + + - + + +

03z + + - + * +

033 + + + + + +

034 + - + + + +

035 + - + + + +

036 - " - + = +

039 + - + + - +

041 * + + + * +

042 + + + + + +

1/ + = Presenga de nddulos - = Auseéncia de nodulos
0s isolamentos de marica, UFSC-MIP 001/004; 001/021 e

001/036 (Tabela II), nao formaram nodulos em bracatinga, suge-
rindo que algumas estirpes podem ser especificas para o marica.
Porém, pode ter ocorrido que as condigoes nas quafs foi condu-
zido o experimento impediram a infecgdo ou a nodulagao. Obser-
va-se também que a estirpe UFSC-MIP 002/009 (Tabela I), isola-
da de nddulos de rafzes de bracatinga, nao nodulou tal espécie,

100



INOCULACAO CRUZADA

mas induziu a nodulagao em plantulas de marica, embora o tenha
feito em apenas 1 dos 3 tubos inoculados.

Como todos os isolamentos de marica e de bracatinga in-
fectaram plantulas de marica em pelo menos 1 tubo, supoe-se que
uma das questdes que pode ter ocasionado a nao nodulagao de

rafzes de bracatinga pelas estirpes UFSC-MIP 001/004; 001/021;
001/036 e 002/009, deva estar relacionada com o meio
de cultura utilizado. Segundo informagao pessoal de Franco
(1987), tem-se observado um alto desenvolvimento de plantulas
de bracatinga em pH 5,0, sendo que acima ou abaixo deste valor
as plantas nao tem tido um bom desenvolvimento, fato também
ocorrido quando em altas concentragoes de fosforo; as condi-
coes adversas acima mencionadas prevaleceram no meio de cultu-
ra por nos utilizado (pH 7,0 e alta concentracgao de fosforo).

Outra questdo que pode ter influenciado a nao nodulagao
das rajzes pelas estirpes anteriormente citadas, deve estar
relacionada com a pequena idade das plantulas, j3 que em tra-
balho realizado com Erytrina cristagalli, Gaiad e Carpanezzi
(1984) aventam a hipotese de que a ausencia de nodulos nas mu-
das desta especie, esteja relacionadas com a pouca idade das
mudas (3 meses), uma vez gue naturalmente, no campo, foi en-
contrada nodulagao.

vale salientar ainda que, devido as sementes serem de pro-
cedencia desconhecida, existe a possibilidade de que haja uma
alta variabilidade genética, pois alem das estirpes UFSC-MIP
001/004; 001/021; 001/036 e 002/009 nao terem induzido a for-
magao de nodulos em bracatinga, verifica-se que muitos isola-
mentos so nodularam em 2 ou em apenas | das plantulas de 1 0
tubo. Se considerarmos que a variabilidade genética dessas
sementes talvez seja grande, a ponto de poderem constituir-se
em variedades, haverd uma variabilidade bastante grande na pre-
senca de ndodulo se estivermos trabalhando com isolados de alta
especificidade hospedeira (Vidor et al., 1983).

Apesar do marica e da bracatinga serem caracteristicos de
 habitats distintos, nao foi possivel estabelecer nenhuma rela-
¢do entre os locais de procedéncia dos nodulos e a ocorrencia
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destes nas plantulas do experimento, pois todos oS isolamentos
de bracatinga nodularam em pelo menos um tubo contendo o mari-
ca, independentemente da regiao de proveniencia, o que fica
demons trado ao se verificar que as estirpes UFSC-MIP  002/028;
002/029; 002/030; 002/031; 002/032; 002/033 e 002/034, prove-
nientes de ‘Atalanta-5C, regiao onde nao foi verificada a ocor-
réncia de marica, induziram a formagao de nodulos com esta Tle-
guminosa. 0 mesmo vale para a bracatinga, pois nao ocorrendo
naturalmente na regido litoranea, habitat caracteristico do ma-
rica, nodulou com a quase totalidade das estirpes, independen-
temente do local de coleta.

Diante dos resultados obtidos no experimento, verifica-se
a ocorréncia de inoculagao cruzada em marica e bracatinga, in-
dependentemente da procedencia dos nodulos. Em trabalhos seme=
lhantes, realizados por Campelo € Dobereiner (1969), Campelo
(1976, apud Silva e Dobereiner, 1982), tambéem foi verificada a
ocorréncia de inoculacdo cruzada entre varias especies do gene-
ro Mimosa e da subfamilia Mimosoideae. Assim, & possivel que
os membros da subfamilia Mimosoideae, da qual fazem parte o ma-
rica e a bracatinga, devam constituir um grupo de inoculagao
cruzada (Campelo e Dobereiner, 1969; Campelo e Campelo, 1970;
Lieberman et al., 1985), ficando & parte do grupo caupi, no
qual sao inclufdas por alguns autores (Burkart, 1952; Masefield,
1958: Burton, 1965; Morris, 1965, apud Campelo'e Campelo, 1970;
Alexander, 1980).

A inoculacao cruzada entre o marica e bracatinga, abre
a perspectiva de que possa ser feita selecao de Rhizobium para
ambas as espécies de maneira conjunta. Alem disso, sugere que
a bracatinga podera nodular quande introduzida em reqioes onde
ndo ocorre naturalmente, mas onde exista ocorréncia natural de
marica. H3 no entanto, a necessidade de se verificar se essa
associacao conseguira suprir as necessidades da planta com re-
lagao ao nitrogénio. Caso isso venha a ocorrer, nao havera ne-
cessidade premente de se fazer inoculagao artificial. Contudo,
se essas estirpes forem ineficientes, serd necessario promo-
ver inoculacdo artificial com estirpes de bactérias que tenham
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alto potencial de fixacao de nitrogenio atmosferico, que sejam
competitivas para a formacao dos nodulos e que tenham boa ca-
pacidade de sobrevivencia no solo sob condigoes adversas(Scholles
et al., 1984},
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