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INTRODUÇÃO 
Em trabalho anterior (GALLI, 1958), apresentámos os 

resultados obtidos em ensaios de inoculação cruzada com as 
bactérias dos nódulos de algumas leguminosas tropicais, na
tivas ou exóticas, que se mostram com algum valor, real ou 
potencial, para a nossa agricultura. 

No presente trabalho, apresentamos os resultados obti
dos em laboratório, em testes que visaram determinar os ca
racterísticos culturais das bactérias dos nódulos daquelas 
mesmas leguminosas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

As culturas de bactérias dos nódulos empregadas no pre
sente trabalho foram isoladas de nódulos de Calopogonium 
mucunoides Desv., Centrosema pubescens Benth., Cratylia flo-
ribunda Benth., Desmodium adscendens D. C, D. discolor 
Vog., Indigofera mucronata, I. subulata Vahl., I. sumatrana 
Gaertn. Leucaena glauca L., Stylosanthes guyanensis Sw., Te-
ramnus uncinatus Sw., ?ephrosia cândida D. C, e Vicia 
obscura Vog. Foram também utilizadas culturas de Rhizobium 
japonicum, R. trifolii, R. leguminosarum, R. meliloti, R. lupini, 
R. phaseoli e Rhizobium sp., este último isolado de nódulos 
de caupí. (Vigna sinensis). 

Além dos métodos e meios de cultura já descritos em tra
balho anterior (GALLI, 1958), foram utilizados mais os se
guintes: 

Fontes de energia: foram usados os seguintes compostos 
de carbono como fonte de energia para as diversas culturas 
de Rhizobium: 1 — açúcares: arabinose, celobiose, dextrina, 
galactose, glucose, inulina, lactose, levulose, maltose, manose, 
rafinose, ramnose, sacarose, e xilose; 2 — álcois: dulcitol, 
inusitol, e manitol: 3 — sais de ácidos orgânicos: sais de 
sódio dos ácidos acético, cítrico, láctico, oxálico e tartárico. 

Usou-se o meio líquido de THORNTON (1953), como base, 
adicionando-se 0,5% da substância energética. Para se evitar 
possíveis modificações na constituição dos hidratos de car
bono sob a ação do calor, a esterilização do meio de cultura 
contendo esses compostos foi feita por filtração em filtro 
Berkfeld W. Depois de filtrado, o meio foi distribuído èm tubos 
previamente esterilizados, em seguida incubado por alguns dias 
antes de ser usado. Os tubos foram inoculados com fio de 
platina em alça, de 5 mm de diâmetro. Para a inoculação fo
ram usadas culturas líquidas de 5-10 dias de idade. 



Redução de nitratos: As culturas foram repicadas em 
meio de RIKER* LYNEIS & LOCKE (1941), e a presença de 
nitritos e nitratos foi determinada a intervalo de 5 dias, 
usando-se as técnicas recomendadas pela SOCIETY OF AME
RICAN BACTERIOLOGISTS, (1954 b). Nitritos foram deter
minados com ácido sulfanílico e alfa-naftilamina e nitratos 
com difenilamina. , 

Produção de indol: Em culturas em meio de Clark e Lubs, 
descrito por HOFER (1941), determinou-se a produção de in
dol, fazendo-se a reação de Kovac, recomendada pela SO
CIETY OF AMERICAN BACTERIOLOGISTS (1954 b). 

Produção de acetü-metil-carbinol: Empregou-se a reação 
de Voges Proskauer, de acordo com o usado por ALLEN (1951). 

Reação em leite-brómo cresol purpura: O meio foi prepa
rado com leite desengordurado, distribuído em tubos e este
rilizado em autoclave a 100°C durante trinta minutos, por 
três dias consecutivos. A cada tubo após a esterilização, fo
ram adicionadas assèticamente, duas gotas de solução al
coólica de bromocresol purpura a 0,5%. Os tubos foram in
cubados durante uma semana antes de serem utilizados. Após 
a inoculação, as culturas foram incubadas a 28°C durante 
trinta dias, e os exames das mesmas feitos a intervalos de 
cinco dias. 

Coloração: Para o exame de culturas foram usadas a 
técnica de coloração negativa com solução aquosa concentrada 
de nigrosina, e a coloração com fucsina fenicada de Ziehl. 

Para a coloração de Gram, foi usada a técnica de Hucker, 
segundo as normas da SOCIETY OF AMERICAN BACTERIO
LOGISTS, (1954 a). 

RESULTADOS 

As culturas de Rhizobium spp. são geralmente divididas 
em dois grupos, com respeito ao seu desenvolvimento em meio 
de extrato de levedura-manitol-agar: as de crescimento mo
derado e as de crescimento lento. As diversas culturas por nós 
isoladas apresentaram característicos de crescimento em meio 
n. 79 de FRED e WAKSMAN, (1928, que nos permitiram 
fazer a separação das mesmas nesses dois grupos. 

Duas culturas de bactérias dos nódulos, de Vicia obscura 
e de Leucaena glauca, apresentaram crescimento moderado 
naquele meio de cultura. Em caixas de petri, as colônias torna
ram-se visíveis a partir do 4.° dia de incubação a 28°C; éram 



colônias circulares, convexas ou pulvinadas, com bordos in
teiros, lisas, brilhantes, brancas, translúcidas. Quando se de
senvolvendo abaixo da superfície do agar, eram bem menores, 
lenticulares, com extremidades ponteagudas. Quando transfe
ridas para tubos com meio inclinado, em poucos dias apre
sentaram crescimento efuso, vigoroso, ocupando boa parte da 
superfície do agar. 

As culturas restantes apresentaram crescimento lento no 
mesmo meio de cultura. As colônias somente se tornaram per
ceptíveis a partir do 9.° ou 10.° dia de incubação, e apareciam 
como pequenos pontos espalhados pela superfície do meio de 
cultura. A partir do 10.° ou 11.° dia mostraram-se com forma 
circular, com 1-2 mm de diâmetro, pulvinadas, com superfície 
lisa, com bordos inteiros, de tonalidade brancacenta e trans
parência variável de cultura para cultura. Quando transferi
das para tubos com meio inclinado, tinham pequeno desen
volvimento e, mesmo depois de vários dias de incubação, 
apresentaram-se com crescimento filiforme, acompanhando as 
marcas deixadas pelo fio de platina sobre a superfície do 
agar, é depositando-se na parte inferior do meio de cultura 
inclinado. 

Todas as culturas, quando crescendo em meio líquido de 
Thornton por 6 a 10 dias, mostraram ser constituídas de bas-
tonetes Gram negativos. Culturas jovens foram facilmente 
coloridas com fucsina fenicadá de Ziehl. Culturas mais idosas 
ofereciam certa dificuldade à coloração. Em esfregaços colo
ridos com fucsina fenicada ou com nigrosina (coloração ne
gativa) , ao microscópio, aà bactérias se mostraram como bas-
tonetes alongados, com 2-3 microns de comprimento. Em 
culturas mais velhas, os bastonetes apresentaram variações 
na forma e tamanho. Os caracteres morfológicos e suas varia
ções, entretanto, não permitiram estabelecer diferenças entre 
as diversas culturas de bactérias. 

Os dados referentes à utilização de hidratos de carbono 
e de sais de ácidos orgânicos como fonte de energia pelas 
culturas de bactérias dos nódulos utilizadas no presente tra-
balho^ estão agrupadas na Tabela I. Todas as culturas, sem 
exceção, deram reação alcalina em meio contendo respectiva
mente inulina e acetato, lactate e tartarato de sódio como 
fonte de carbono. Por esse motivo, esses resultados deixaram 
de figurar na tabela. 

Nos casos em que houve produção de ácido, resultante do 
desdobramento dos hidratos de carbono, essa produção não 
foi muito intensa, a julgar pela coloração dada ao meio de 
cultura pelo azul de bromo timol. 





No feeral, as bactérias dos nódulos não se desenvolveram 
bem em meio com sais de ácidos orgânicos, com a exceção 
feita ao lactato de sódio. As culturas demoraram vários dias 
para mostrar indícios de desenvolvimento. Esse atrazo foi mais 
acentuado quando crescendo em meio com citrato de sódio, 
onde, via de regra, só se notou mudança de reação no meio 
depois de 10 dias de incubação. 

Também em meio com dextrina como única fonte de car
bono o desenvolvimento se mostrou insatisfatório, tendo duas 
das culturas deixado de apresentar desenvolvimento nesse 
meio. Todas as culturas reduziram nitratos a nitritos. A 
presença destes no meio de cultura foi determinada a inter
valos de 5 dias, e já na primeira determinação a maior parte 
delas deu resultados positivos quanto à presença de nitritos. 

A maior parte das culturas não se desenvolveu em meio 
de Clark e Lubs. Algumas delas exibiram leve turvação após 
cerca de 15 dias de incubação. Nestas, não foi constatada a 
presença de indol, quando utlizado o teste de Kovac, nem a 
presença de acetil-metil-carbinol, quando feita à reação de 
Voges-Proskauer. 

DISCUSSÃO 

Os dados encontrados na literatura é referentes ao com
portamento das bactérias dos nódulos face às características 
da utilização de açúcares e de outras fontes de energia, dife
rem entre si com relação a certos compostos. Assim, segundo 
GREGORY & ALLEN (1953), as bactérias de alfafa, trevo, 
feijão, Vigna sinensis e Caragana arborescens não se desen
volvem em meio com dextrina como única fonte de carbono. 
Entretanto, segundo BALDWIN & FRED (1927), as bactérias 
dos nódulos produzem reação fortemente alcalina, quando em 
meio com dextrina. JENSEN, (1928) mostrou que elas produ
zem um pequeno abaixamento no pH do meio de cultura con
tendo dextrina. No presente trabalho, as culturas de Rhizo-
bium, com exceção de 'duas, desenvolveram-se em meio con
tendo dextrina como única fonte de carbono, produzindo rea
ção acentuadamente alcalina; bactérias de Leucaena glauca 
e de Vicia obscura, entretanto, deram reação menos pronun
ciada. No mesmo meio, uma linhagem de bactéria de Cen-
trosema pubescens e uma de Calopogoniúm muconoide não 
apresentaram desenvolvimento, possivelmente por incapaci
dade das bactérias de se utilizarem de dextrina como fonte 
de energia. 



Os dados relativos às varias linhagens de bactérias dos 
nódulos de Calopogonium mucunoides, envolvidas no presente 
trabalho, diferem dos apresentados por AQUINO & MADAM-
BA (1940). Segundo esses autores, essa bactéria produz rea
ção levemente ácida em meio de cultura com manitol ou com 
glicose, o que não se verificou no presente trabalho. 

Os caracteres culturais não permitem a separação das 
bactérias de Vigna sinensis, soja, tremôçó e de várias outras 
leguminosas por nós examinadas. BALDWIN & FRED (1927), 
acharam que os caracteres de fermentação de várias bactérias 
dos nódulos eram bem definidos e correspondiam aos grupos 
estabelecidos por outros autores por meio de testes culturais 
e serológicos. Entretanto eles não conseguiram separar as 
bactérias da soja e de V. sinensis. BUSHNELL & SARLES 
(1937), encontraram caracteres culturais semelhantes para 
as bactérias dos nódulos de Lupinus e de várias outras plan
tas do grupo de V. sinensis. 

Os dados obtidos não permitem a caracterização de cada 
uma das culturas de bactérias dos nódulos utilizadas no pre
sente trabalho, principalmente se considerarmos que os ca
racteres culturais e fisiológicos das bactérias do gênero Rhi
zobium, relatados na literatura, são muitas vezes contraditó
rios, como vimos atrás. Eles, entretanto, auxiliam a caracte
rização da bactéria, quando empregados juntamente com os 
dados referentes a inoculações cruzadas, relatados anterior
mente pelo Autor (GALLI, 1958). É o que veremos no capítulo 
seguinte. 

RESUMO E CONCLUSÕES 

O A. isolou 23 linhagens de bactérias dos nódulos de 13 
leguminosas, nativas ou exóticas. Foram feitos testes cultu
rais e fisiológicos seguintes: — desenvolvimento em meio de 
extrato de levedura-manitol-agar, crescimento em leite-bromo 
cresol purpura, redução de nitratos, produção de indol, pro
dução de acetil-metil-carbinol, utilização de vários açúcares, 
álcoois e sais de ácidos orgânicos. 

Os caracteres culturais e fisiológicos revelados nos testes 
de laboratório não possibilitam a identificação de cada uma 
das diferentes culturas de bactérias dos nódulos utilizadas no 
presente traablho. Entretanto, êles fornecem dados que auxi
liam a caracterização da bactéria, quando empregados conco¬ 
mitantemente com os dados obtidos em ensaios de inoculação 
cruzada, relatados anteriormente pelo A. Nessas condições, as 



leguminosas estudadas distribuem-se por quatro grupos de 
inoculação cruzada, cujas bactérias apresentam os seguintes 
característicos: 

1 — bactérias dos nódulos de Vigna sinensis, Calopogo¬ 
nium mucunoides, Centrosema pubescens, Desmodium adscen¬ 
dens, D. discolor, Indigofera mucronata, I. subulata, I. suma¬ 
trana, Stylosanthes guyanensis, Tephrosia cândida e Te¬ 
ramnus uncinatus: bactérias de crescimento lento; reação al¬ 
calina em leite-bromo cresol purpura; não produção de ácido 
em meio com as fontes de carbono orgânico utilizadas neste 
trabalho. 

2 — bactérias de ervilha e de Vicia obscura: bactérias de 
crescimento moderado; reação alcalina, com formação de soro, 
em leite-bromo cresol púrpura; produção de ácido nas mesmas 
fontes de carbono. 

3 — bactérias de Leucaena glauca: bactéria de cresci
mento moderado; reação alcalina e formação de sôro em leite-¬ 
bromo cresol púrpura; produção de ácido em meio com rafi-¬ 
nose e dulcitol. 

4 — bactéria de Cratylia floribunda: bactéria de cresci
mento lento; reação alcalina em leite-bromo cresol púrpura; 
produção de ácido em meio com manose e ramnose. 

SUMMARY 

23 isolates from root nodules of 13 leguminous species 
were tested in laboratory for cultural and physiological cha
racteristics. 

The following conclusions can be drawn: 

1 — The cultural and physiological characters were not 
enough to identify the different isolates. 

2 — The data from cultural and physiological tests help 
the identification of the bacteria, when checked with data 
from cross-inoculation tests reported elsewhere (GALLI, 1958). 
The bacteria studied herein may be grouped as the following: 

a) nodule bacteria from Vigna sinensis, Calopogonium 
muconoides, Centrosema pubescens, Desmodium adscendens, 



D. discolor, Indigofera mucronata, I. subulata, I. sumatrana, 
Stylosanthes guyanensisA Tephrosia cândida and Teramnus 
uncinatus: bacteria with scanty growth; alcaline reaction in 
milk-brom cresol purple; no acid production in medium with 
any of the carbohydrates used. 

b) nodule bacteria from pea and from Vicia obscura: 
bacteria with moderate growth; alcaline reaction, with serum 
zone, in milk-brom cresol purple; acid production in medium 
with all the carbohydrates used. 

c) nodule bacteria from Leucaena glauca: bacteria with 
moderate growth; alcaline reaction, with serum zone, in milk-¬ 
brom cresol purple; acid production from rafinose and ma¬ 
nitol. 

d) nodule bacteria from Cratylia floribunda: bacteria 
with scanty growth; alcaline reaction in milk-brom cresol 
purple; acid production from mannose and ramnose. 
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