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1. RESUMO

Foram realizadós três experimentos em casa de 

vegetação visando-se verificar a influência que modificações 

na composição química do solo tais como, variação do pH e 

introdução de fertilizantes nitrogenados, pudessem ter na e

ficiência sirnbiótica das estirpes CO5, CO9 e Cl3 de Rhizo

bium phaseoZi em PhaseoZus vuZgaris, cultivar Carioca. 

No primeiro experimento, feito en Latossol,em 

pregaram-se doses de zero, 10, 15, 20 e 30 ppm de N na forma 

NH4NO3 e observou-se que o nitrogênio mineral na dose de 30 

ppm, juntamente com o nitrogênio fixado simbioticamente, pro 

duziu melhores resultados. Areia de rio lavada foi o substra 

to empregado no segundo experimento, e as doses foram de ze 

ro, 15, 20, 40 e 60 ppm de N na forma NH4No3• Neste caso as 

maiores doses foram as que produziram os melhores resultados 

sendo este fato atribuído à ausência de nitrogênio residual 

no substrato. De qualquer maneira a adubação nitrogenada fa 

voreceu as estirpes estudadas. 
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No terceiro experimento usou-se solo Regossol 

com pH inicial de 4,5 que foi levado a níveis superiores p� 

la adição de Ca(OH)2 chegando-se a valores de 5,5, 6,5 e

7,5. A calagem do solo favoreceu a eficiência das estirpes, 

proporcionou maior produção de matéria seca e maior acúmulo 

de N foliar. 

Também foi realizado, "in vitro", um outro ex 

perimento em que se objetivou estudar a influência do pH do 

meio sobre as estirpes. Observou-se melhor crescimento em pH 

próximo à neutralidade mas estes dados foram considerados de 

difícil extrapolação para o solo onde fatores mais complexos 

estão envolvidos. 
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2. INTRODUÇÃO

A fixação biológica do nitrogênio é um proce� 

so de grande importância na agricultura. 

Devido ao papel essencial que as bactérias do 

genero Rhizobium ocupam na fixação sirnbiÓtica do nitrogênio, 

h� um crescente interesse no estudo dos processos e fatores 

envolvidos na associação de microorganismos deste gênero e 

plantas leguminosas. 

Estudos com estes simbiontes começaram a ser 

feitos há mais de cem anos, com as observações de BOUSSIN 

GAULT em 1838, que mostraram que as leguminosas podiam se 

utilizar de nitrogênio atmosférico. Estas observações foram 

confirmadas mais tarde por HELLRIEGEL e WILFARTH (1888), que 

através de um experimento com ervilhas, demonstraram que as 

nodulações se formavam a partir da invasão da bactéria do so 

lo (STEí�ART, 1966). 

como o nitrogênio é um elemento essencial   

vida dos organismos, e a escassez da proteína é um problema 

da inadequada redução do nitrogênio à amônia, nos dias a 
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tuais tornou-se ainda mais importante conhecer e controlar 

todos os fatores que influem nesta associação simbiótica pois 

a fixação industrial tornou-se um processo oneroso. 

Dentre as leguminosas o feijoeiro (Phaseolus 

vulgaris L.) é de grande importância, constituindo base ener 

gética e proteica na alimentação brasileira, sendo seu consu 

mo estimado em 68g/dia/habitante, {HEDINA e MIYASAKA, 1972). 

Entretanto, considera-se ainda hoje que o feijoeiro 

pouco beneficio na simbiose com o Rhizobium. O que 

obtem 

talvez 

contribua para a baixa eficiência na simbiose, seja a susceE 

tibilidade do Rhizobium phaseoli às condições desfavoráveis 

do solo ou da planta. 

Assim, o presente trabalho foi conduzido com 

a finalidade de se estudar se modificações na composição quí 

mica do solo, como por exemplo, variação de pH e introdução 

de fertilizantes, podem aumentar expressivamente a eficiên 

eia fixadora de algumas estirpes de Rhizobium phaseoli, no 

cultivar Carioca. 
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3. REVISÃO DA-LITERATURA

Em termos de agricultura, as leguminosas tem 

contribuido em maior escala para a aquisição do nitrogênio. 

Sem dúvida nenhuma a simbiose Rhizobium-leguminosas é uma as 

sociaçao extremamente evoluída, fixando em termos globais 

cerca de 55-140 kg de N2/ha/ano, porém, sabe-se que valores

bem maiores podem ser obtidos (QUISPEL, 1974). 

Descrevendo o ciclo do nitrogênio, DELWICHE 

(1970}, deu grande importância aos mecanismos de fixação bio 

lógica do nitrogênio atmosférico, apontando-os como uma das 

principais fontes de nitrogênio utilizáveis pela planta, em 

nora dê também grande ênfase às crescentes cifras represen

tadas pela fixação industrial. 

A grande influência do ambiente na fixação 

simbiótica do nitrogênio já foi hi muito tempo evidenciada.A 

resposta da simbiose ao ambiente é determinada pela constittJ! 

ção genética e fisiológica da planta. Entretanto,observou-se 

que modificações foram obtidas de acordo com a linhagem de 
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Rhizobium usada (PATE, 1961; PATE e DART, 1961) .Portanto, po 

de-se ter maior eficiência sirnbiÓtica usando-se variedades re 

lecionadas de planta, assim corno estirpes de Rhizobium de 

maior eficiência sob ambiente adequado. são várias as carac 

terísticas ambientais que interferem na simbiose Phaseolus 

vulgaris-Rhizobium phaseoli, tais corno pH do solo, elementos 

minerais, temperatura, nível de nitrogênio combinado e ou 

tros. 

3.1. pH do solo 

Dentre as características do solo, a influên 

eia do pH na fixação do nitrogênio é de muita importância a 

grícola, visto que os solos tropicais apresentam valores de 

pH baixo. O potencial hidrogeniônico do solo pode ser defin� 

do sob vários termos, corno concentração hidrogeniônica, rea 

ção do solo, acidez trocável, e cada um desses termos se re 

fere à medida de acidez sob várias formas. 

As variações de pH podem exercer 

em uma série de fatores que incluem: 

influência 

a) inibição de processos enzimáticos, porque

as enzimas são particularmente sensíveis às variações de pH. 

b) Transformações de nitrogênio pelas plantas

quando o nitrogênio na forma nítrica (N03} é convertido

forma amoniacal (NH3).
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c} distúrbios no balanço de minerais e seu e

quilibrio iônico existente, afetando o metabolismo da planta. 

d) toxidez pela presença de alumínio solúvel

em condições muito ácidas. 

Para que se tenha uma idéia da influência do 

pH nas características do solo, são citados alguns trabalhos 

que evidenciam a complexidade desse estudo. PRAT (1961) estu 

dando a influência do pH na capacidade de troca catiônica , 

(CTC) concluiu que ela varia em função do pH. Consequenteme� 

te pode-se esperar que determinadas faixas de pH favoreçam 

a disponibilidade de certos nutrientes e prejudicam outros . 

PRAT (1966) observou também que a carga negativa nos solos é 

neutralizada pelos cátions carregados positivamente: Ca++ 
, 

.Mg++, K+, Ua +, H+ e Al +++. BRAUNER et alii(l966} ,completando os 

trabalhos de PRA.T, observaram que solos mui to ácidos (pH menor 

que 5,0), de r�giÕes Úmidas, podem conter uma grande quanti 

dade de alumínio trocável. Os problemas acarretados pela for 
+++ - -

d ma Al trocavel sao bastante graves, po endo causar toxi

dez às culturas. 

Os efeitos adversos dos solos ácidos na fixa 

ção de nitrogênio nas leguminosas não podem ser atribuídos 
- - - � +so a concentraçao de ions H  , mas a alguns efeitos indiretos 

como a deficiência de cálcio, magnésio ou rnolibidênio,ou aos 

efeitos tõxicos do alumínio solúvel e do rnangan�s. A sensibi 

lidade de muitas leguminosas a solos ácidos poderia ser ex 
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plicada pelo efeito especifico da toxidez do manganês na fi 
li 

xaçao simbiótica do nitrogênio (DOBEREINER, 1966). 

/- LIE (1971) observou que a diminuição do cres

cimento de leguminosas em solos ácidos é principalmente devi 

do à sua incapacidade de formar nódulos nessas condições. An 

teriorrnente, este fato foi atribuído à sensibilidade do Rhi 

zobium à acidez, mas em recente revisão este autor notou que 

a iniciação do nódulo foi inibida em meio ácido. 

Estudando a aplicação de diferentes doses de 

carbonato de cálcio no solo, SERVIN (1971) observou que o au 

mento deste material reduz os teores de H+ trocável e a redu 

~ � 

çao e tanto maior, quanto maiores forem as quantidades de 

Ca co3 empregadas. O mesmo não ocorre, porém, para o alumí -

nio trocável, que muitas vezes permanece em doses que ainda 

podem ser tóxicas às culturas (citado por HOYTe TURNER,1975). 

MUNNS et a"lii (1977) estudando a ·influência 

da calagem na fixação de nitrogênio verificaram que a cala 

gem em níveis suneriores a 22 ton/ha diminui a porcentagem de 

nitrogênio em Phaseo"lus vu"lgaris. Nestas plantas o decrésci 

mo do nitrogênio foliar coincidiu com o aumento no crescimen 

to e produção. Houve aumento no número de nódulos e aumento 

correspondente no nitrogênio foliar quando, através da cala 

gem, elevou-se o pH para 6,0. Acima deste valor ocorreu de 

créscimo na porcentagem de nitrogênio foliar para menos de 
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-

5% e nao se observou superioridade no crescimento da planta 

e nas características do nódulo. Estes autores concluirarn qt:e

o aumento observado no crescimento não foi devido ao efeito

da calagem sobre a fixação do nitrogênio, mas ao seu efeito 

sobre outro fator, como por exemplo toxidez de metais pesa 

dos, os quais foram superados após calagem. 

NORRIS propôs que a questão de calagern,ern re 

lação à inoculação de leguminosas, seja revista, quando se 

trata de leglli�inosas tropicais e que a suposição de que um 

solo necessita calagem só porque é ácido pode levar à conclu 

sões muito precárias (citado por DOBEREINER et aZii, 1966). 

Em soja, DOBEREINER et aZii (1966) mostraram 

que a adição de cálcio, corno invólucro da semente, pode subs 

tituir urna calagem maciça do solo quando se tem variedades e 

estirpes selecionadas. Usando um solo não muito ácido estes 

autores observaram que a calagem aumentou muito o peso seco 

da planta e que este efeito, provavelmente, deve ser atribuí 

do a redução da absorção do manganês que atinge concentra 

çoes tóxicas nas plantas em solos sem calagern, sendo que o 

mesmo efeito já havia sido verificado em feijão. Realmente 

WELSH e lJELSOH (1950) afirmaram que o grau de saturação de 

cálcio e manganês do solo é mais importante que o pH do mes 

mo, no que diz respeito à fixação simbiótica do nitrogênio 
ti 

em soja. No feijoeiro, FRANCO e DOBEREI:-JER (1967), usando 
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dois cultivares, viram que o cultivar Rico 23 foi capaz de 

nodular em solo ácido com toxidez de manganês, enquanto ou 

tro cultivar não foi. 

RICE (1975) verificou que quando suficiente 

Caco
3 

foi aplicado no solo (4mg Caco
3

/g de solo) para redu 

zir o alumínio solúvel a níveis subtÓxicos, aumentou o rendi 

mento relativo com e sem nitrogênio, da alfafa. 

Em feijão, ALMEIDA et alii (1973) verificaram 

que a aplicação de calcáreo em solo com pH 5,5 aumentou o p� 

so seco dos nódulos de 70%. 

Nessa mesma cultura, GOEPFERT e FREIRE (1973) 

observaram que a calagem total favoreceu a produção de maté

ria seca, mas quando em pequena dose não foi suficiente para 

reduzir o manganes e o alumínio a níveis não tóxicos para o 

desenvolvimento do feijoeiro e elevar o pH o necessário para 

uma boa nodulação. A calagem também. favoreceu o aumento da 

fixação do nitrogênio. 

Respostas significativas à calagem, na 

ção do nitrogênio, foram verificadas por RUSCHEL et alii

(1966}. Segundo estes autores os aumentos observados, no 

trogênio total e no número de nódulos, foram devidos a 

fixa 

, 

ni 

efei 

tos indiretos da calagem que ,  corrigindo o pH do solo, poss! 

bilitaram a adsorção de outros elementos, tais como cálcio e 

magnésio. 
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Quanto à produção de matéria seca,BANATH et alii

(1966) e MUNNS et al-ii (1977) afirmaram que plantas noduladas que 

cresceram em níveis de pH inferiores ao pH ótimo foram menos 

produtivas em matéria seca do que as desenvolvidas em pH Óti 

mo. 

Apesar de ser bem conhecida a influência da� 

cidez do solo na distribuição e crescimento das leguminosas, 

não se deve estudá-la como fator isolado mas em associação 

simbiótica, porque os dados observados são resultados da a 

ção da acidez do meio na planta e na bactéria. Deve-se consi 

derar que a ação ácida no ambiente microbiano é um fator im 

portante influenciando a ecologia de Rhizobium spp. 

HOLDING e LOWE (1971), afirmaram que a influ 

ência da acidez do solo na sobrevivência de Rhizobium deve 

ser estudada sobre dois aspectos: primeiro, a intensidade de 

acidez do solo e segundo, a relacão entre a habilidade de to 
• > 

lerar·acidez e eficiência da estirpe. 

De acordo com van SCHREVEN (1972), a especifi 

cidade do Rhizobium é alterada em níveis de pH baixos. Re 

plicando repetidamente o Rhizobium em meio de ágar com valo 

res de pH variando de 3,5 - 7,0, ocorre diminuição do cresci 

mento a partir de valores inferiores a 4,5. Plantas inocula

das com estirpes mantidas a este pH apresentaram-se pouco no 

duladas. 

RUSCHEL et al.ii (1962) observaram que o desen 



volvimento de Rhizobium phaseoli no meio de cultura nao 

prejudicado pelo aumento da concentração de ions H+ até 

12. 

�

pH 

5,5 e que concentrações de cálcio de 0,6 mE/1 foram suficien 

tes para o bom desenvolvimento da bactéria. 

Há, entretanto, poucos dados na literatura a 

respeito da reação de culturas puras em relação à reação do 

solo de onde estas culturas foram isoladas. Não se encontra 

ram dados suficientes que evidenciassem a tolerância ácida 

do Rhizobium em culturas puras, e que confirmassem que 
� 

so

ions H+, e não outros fatores, sejam responsáveis pelo con 

trole do crescimento ou desenvolvimento. 

3.2. Nitrogênio 

Inúmeros pesquisadores, estudando o efeito do 

nitrogênio mineral na nodulação de leguminosas, demonstraram 

que eficiência sim.biótica máxima está relacionada com o de 

senvolvimento em meio deficiente de nitrogênio (WILSON, 1940 

e NUTMAN, 1956}. 

Antes que a simbiose se estabeleça a planta 

hospedeira pode passar por um período de escassez de nitrog� 

nio. A formação de nódulos e a atividade da fixação de nitro 

gênio são muito reduzidas na presença de grandes doses de 

nitrogênio combinado. Pequenas quantidades de fertilizantes 

nitrogenados são benéficas para todo o crescimento da planta 
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e isto se deve à necessidade de cobrir o período de deficiên 

eia de nitrogênio que ocorre antes que os nódulos se tornem 

ativos e para que se desenvolva o tecido nodular (LIE,1974). 

WILSON (1940), observou que o efeito inibitó 

rio na nodulação ocorria quando nitrogênio combinado era a 

plicado às raízes. Este efeito pode ser atenuado aumentando-

-se a fotossíntese ou fornecendo-se uma fonte de carbono

planta. O autor atribui esse efeito ao fato de que a relação 

carbono-nitrogênio governa a formação de nódulo e a fixação 

de nitrogênio. Verificou ainda que a relação C:N baixa reduz 

a formação do nódulo e a fixação do nitrogênio. 

RAGGIO et alii (1965) observam que nitrato su 

prido ao meio externo é inibitório para a nodulação mas nao 

o é quando e fornecido ao meio interno e eles descartam a hi

pótese que a relação C:N regula a nodulação. No entanto ou 

tra explicação. foi dada por CART'\vRIGHT (1967) que afirmou 

que o efeito inibitório do nitrato é devido ao fato de que 

ele e menos facilmente absorvido quando no meio interno do 

que pelas ra1.zes. 

De acordo com THORNTON a inibição induzida pe 

lo nitrato é devida à redução do número de pelos absorventes 

formados (citado por LIE, 1974}. 

Todos os estágios do processo de nodulação p� 

recem ser ini�idos em presença de concentraç6es moderadas de 

nitrato, nitrito e uréia, o que foi evidenciado pelo reduzi 
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do numero de infecções, tempo de aparecimento do primeiro nó 

dulo e pelo número e peso dos nódulos formados, nos experi

mentos de GIBSON e NUTMAN (1960). 

ALLOS e BARTHOLOMEW (1959), afirmaram que ni 

trogênio combinado, quando fornecido para a planta nodulada 

é absorvido rapidamente pela planta com concomitante redução 

da fixação de nitrogênio. O grau de inibição depende da con 

centração e forma do composto nitrogenado, do tipo da planta 

hospedeira e da estirpe de bactéria usada. 

O aumento observado nos nódulos e resultante 

segundo PATE e DART (1961), de pequenas quantidades de ferti 

lizantes nitrogenado fornecido inicialmente, e, então, maior 

quantidade de nitrogênio pode ser fixada pela planta. 

Estes estudos mostram que pequenas doses de 

nitrogênio mineral favorecem a fixação de nitrogênio pelo 

Rhizobium. Assim, GUSS et alii (1972) constataram que a apli 

cação de pequenas doses de nitrogênio (23 ppm na forma de 

NH4NO3) aumentaram a nodulação no feijoeiro, sendo que esse

efeito foi observado nos tratamentos com nitrogênio aplicado 

no plantio e 20 dias após o plantio. Estes dados estão de a 

cordo com os de ALLOS e BARTHOLOMEW (1955), que verificaram 

que adubações nitrogenadas até 37 ppm não diminuíram a fixa

çao de nitrogênio, mas o fizeram em concentrações maiores. 
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PATE e DART usaram 2,5 mg N/planta e esta do 

se se mostrou adequada à fixação simbiótica pelo Rhizobium . 

Foi verificado, também por esses autores, que aplicação de 

nitrogênio aos dez dias após a semeadura, em Medieago tribu

loides Ders., proporcionou fixação máxima de nitrogênio , 

maior produção de tecido nodular e maior eficiência do nódu 

lo (citado por GUSS e DOBEREINER, 1972). 

ALMEIDA et alii (1973) verificaram que a pr� 

ducão de feijoeiro mostrou ser influenciada significativamen 
> -

te pela aplicação de nitrogênio mineral. O aumento na prod� 

çao foi da ordem de 51,6% e 47,7% em relação, respectivamen

te, ao tratamento inoculado e à temperatura sem nitrogênio e 

sem Rhizobium. 

Nessa mesma cultura, FRANCO e DOBEREINER (1968),

observaram que doses de 10 ppm de nitrogênio aumentaram a no 

dulação enquanto que doses maiores foram altamente prejudi -

ciais à nodulação. Estes dados variaram de acordo com a va 

riedade de feijão e com o nível de cálcio no solo, ocorrendo 

interdependência de N/Ca. 

O que se nota nesses estudos, é que, com o d� 

correr do tempo e apesar de novas pesquisas serem realizadas, 

os dados se apresentaram conflitantes entre si. 

BURTON et alii (1961) observaram, em feijoe! 

ro, que certo suprimento de nitrogênio na forma combinada au 
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mentou a fixação do nitrogênio. 

MIYASAKA e MASCARANHAS (1963), nessa mesma cu! 

tura, notaram que com a aplicação de nitrogênio mineral, o in 

dice de nodulação foi em regra muito baixo e, embora relati-

vamente maior nos tratamentos em que se retardou a adubação 

nitrogenada, não impediu que, neles, a produção caísse consi 

deravelmente. 

O mesmo encontrou RUSSELL (1950), pois afirma 

que a adubação nitrogenada reduz a formação de nodosidades 

nas raízes das leguminosas e, portanto, sua capacidade de 

xar nitrogênio atmosférico. 

, 

fi 

Estes dados foram confirmados nos trabalhos de 

RUSCHEL e REUZER (1973), em feijão, onde observaram que nitro 

gênio combinado aumentou o processo de fixação e o nitrogênio, 

mas diminuiu o peso dos nódulos e a quantidade de acetileno 

reduzido por nódulos exisados. 

Deve-se ressaltar que estirpes de Rhizobium

podem diferir em suas reaçoes ao nitrogênio combinado. 

3.3. Métodos na fixação de nitrogênio 

Apesar da grande importância da fixação de ni 

trogênio existem poucas informações precisas que definam quan 

titativamente como ela ocorre na biosfera, assim como se sa 

be pouco a respeito do efeito de diversas práticas agrícolas 
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aplicadas à fixação de nitrogênio. Estes fatos provavelmente 

podem ser atribuídos à ausência de métodos eficientes para 

medidas quantitativas da fixação de nitrogênio (STEWART et 

alii, 1967). 

Vários métodos podem ser usados em laborató -

rio para avaliar a fixação de nitrogênio, e que são descri 

tos por HARDY et alii (1968). Tais métodos são: análise pelo 
15 

método de Kjeldahl, enriquecimento com N e que é ensaiado 

por espectrofotômetro de massa e incorporação de 1J ensaiado

por contagem de radioatividade. Ainda, segundo estes autores, 

estes métodos são relativamente insensíveis com exceção do 
13 

método que usa N ,  embora sua aplicação seja extremamente 

limitada devido ao fato de possuir maia vida curta (10 minu 

tos). 

A análise através do método de Kjeldahl vem 

sendo muito usado para avaliar a fixação do nitrogênio, BUR 

RIS e WILSON (1957), mas alguns pesquisadores (HARDY et alii,

1968; STEíiART et alii, 1967) consideram este método insensí

vel e demorado. 

Com a descoberta feita por NAUDE, do isótopo 

do �itrogênio de massa 15, foi possível a introdução deste 

método para o estudo da fixação do nitrogênio (citado por 

VICTÔRIA, 1975). 

THODE e UREY (citados por BERGERSEN, 1973) ,fo 
15 

ram os primeiros a conseguir compostos enriquecidos com N 
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como traçador e BURRIS et alii(l972), foram os primeiros a 
15 

dar uma descrição completa de um experimento utilizando N 

na fixação biológica do nitrogênio. 

HAUCK (1971), fez uma revisão sobre o campo 

de estudos e sobre o número de trabalhos publicados entre 
15 

N como traçador. O 1942 e 1968, e que se utilizaram de au 
15 

tor considera que uma das principais limitações do uso do N 

como traçador é o seu alto preço e há necessidade de serem 

desenvolvidos novos métodos que possam simplificar e reduzir 

o custo de experimentos com tal isótopo.

Os organismos que fixam nitrogênio molecular 

também reduzem acetileno a etileno (KOCH e EVANS, 1966). As 

concentrações de ambos os gases são facilmente determinadas, 

por cromatografia de gás e este método vem sendo usado, con 

siderando-se que existe uma relação constante entre a quanti 

dade de etileno produzido e a quantidade de nitrogênio fixa 

do e que o etileno produzido durante o ensaio, não seja alte 

rado biológica ou abiologicamente durante o período de incu 

bação (FLETT et alii, 1975). Contudo, estes autores notaram 

que a aplicação da técnica da redução de acetileno pode acar 

retar erros em certos estudos de ambientes aquáticos e ter -

restres. Isto se deve à observação de que certos microorga -

nisrnos oxidadores de metano podem transformar também o etile 

no ao ponto de a redução do acetileno não possa ser realmen 
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te empregada. Além disso, durante a redução do nitrogênio pe 

la nitrogenase, ocorre evolução do hidrogênio pelas reaçoes 

desta enzima, assim como retirada de H2 pela hidrogenase e

estes fatores possivelmente estão envolvidos na eficiência 

do processo de fixação (SCHUBERT et alii, 1977). Para estes 

pesquisadores o maior problema está relacionado com o papel 

destas duas reações de H2 na capacidade de fixação do nitro

gênio e nas medidas de rendimento da planta. Sabe-se também 

que o acetileno é um inibidor das reações que envolvem H2 e

que também inibe algumas hidrogenases. Por isso, o acetileno 

pode reduzir efetivamente a atividade total da nitrogenase e 

liminando a reciclagem de H2 assim como seu uso como fun�

de energia para a fixação de nitrogênio. Sugerem que por es 

te motivo, a técnica da redução do acetileno deve ser usada 

com certo cuidado na interpretação de resultados. 

De acordo com SAITO (1978), a medida da fixa 

ção de nitrogênio, pela técnica da redução do acetileno, 

precisa, mas devem-se tomar alguns cuidados para diminuir os 

possíveis erros experimentais. A autora concluiu que é preci 

so padronização na amostragem, no tempo e temperatura de in 

cubação, uso de padrão adequado de c2H4 e tempo de armazena_

mento da amostra para cromatografia, entre outros. 



4. MATERIAL E MJ:;TOOOS

Os experimentos foram realizados em 
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casa de 

vegetação pertencente ao Departamento de Fi topatologia da 

Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queir6z". 

4.1. Solo 

As plantas tiveram como substrato o solo La 

tossol Roxo "série Luiz de Queir6z" no primeiro experimento, 

areia de rio lavada no segundo e solo Regossol "série Ribei 

rão claro" no terceiro experimento. 

A análise química do solo revelou a compos.!_ 

çao apresentada nas Tabelas 1 e 2. 

Tab�la 1 

pH 

6,0 

Análise química do solo Latossol Roxo "série Luiz 

de Queirózn . 

% carbono P04-3 K N %M.O. 

1,3 0,04 0,06 0,08 0,62 
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Tabela 2 Análise química do solo Regossol "série Ribeirão 

Claro". 

pH % Carbono P04-3 K N % M.O. 

4,5 0,36 0,03 0,03 0,07 0,62 

4.2. Inoculantes 

Selecionaram-se as estirpes COS, CO9 e Cl3 de 

Rhizobium phaseoli, provenientes de Piracicaba (SP) ,SantaBâr-

bara D'Oeste (SP) e Piracicaba (S.P.) , respectivamente, d� 

vido à sua maior eficiência simbiótica em relação ao Phaseo 

Zus vulgar-is, variedade Carioca, determinada em um experime!!_ 

to prévio de seleção de estirpes com 3 cultivares de feijão 

e onze estirpes de R.phaseoli.

4.3. Meios de Cultura 

4.3.1 •. Meio Líquido 

Caldo de levedura e manitol (Yeast-Manit.ol 

Brotá-YH3) de VINCENT (1970) , modificado. 

Este meio foi utilizado no experimento IV e 

inclui: KII2Po4 0,5g, substituído por Na2HP04 0,lg, Mgso4
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7H2o 0,2g, NaCl 0,lg, substituído por KCl 0,5g, Manitol 0,Sg

extrato de levedura 0,5g e água destilada 1000 ml. Adiciona

ram-se ainda 5 ml de azul de Bromotimol (solução alcoólica -

5%) com a finalidade de se observar variação de pH do meio 

durante o crescimento.O meio foi autoclavado à 120°c por 15 

minutos. 

4.3.2. Meio sólido 

Levedura-Manitol-Agar (Yeast-Manitol-Agar 

YMA). Ao meio líquido foram adicionados 15,0g de Agar/1. 

4.3.3. Solução tampão de Mcllvaine (fosfato dissódi 

co e ácido cítrico), segundo citação de ASSUMPÇÃO e MORITA 

(1968), com algumas modificações. 

o 
a 4 e. 

4.3.3.1. Solução de fosfato dissódico 

Na2HPO4 ••••••.••••••.•••••• 17,814 g

Água destilada •..•.....••.. 1.000 ml 

4.3.3.2. Solução de ácido cítrico 

C6H8o7 .•••.•••..••.....•.•• 21,008 g

Água destilada 1.000 ml 

As soluções foram conservadas em refrigerador 
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A solução tampão foi preparada de acordo com 

o valor de pH requerido para o meio de cultura, como segue ,

na Tabela 3. 

Tabela 3 Alíquotas de solução tampão usadas para ajustar o 

valor de pH em meio de cultura. 

pH Na2HP04 àcido cítrico 
(ml) (ml) 

4,6 0,40 19,60 

5,5 9,86 10,14 

6,5 19 ,45 0,55 

4.4. Planta hospedeira e solução nutritiva 

A planta hospedeira foi o feijão (Phaseolus

vuZ garis L.) variedade Carioca, fornecido pela Seção de Leg� 

minosas do Instituto Agronômico de Campinas. 

A solução nutritiva usada foi a de NORRIS 

(1964� isenta d� nitrog�nio. A composição desta solução� da 

da abaixo, para 1 litro: 

KCl •.....•.•.•................•.. 

KI-I 
2 

PO 
4 

........................... . 

Hac o 7H O 
_;

,;:;, 

4 
. 

2 
· · · · · .................. .

149 mg 

348 mg 

483 mg 



* 

CaS04.2.H20 ................. · · · · · • •·· •

FeSO 4 ••••••••••• { 5 % P /V) ....•.•...•....

Âcido cítrico ... (5% P/V) ..••..••..•••• 

Micronutrientes* 

688 mg 

5 ml 

{NH4)6Mo7o24.4.H20 ....•......••....... 9,2 mg

Cuso4.5.H2O ..........•..... � ..•.••...• 78,5 mg

H3Bo3 .....••.••••.••.••..•••.•••••. 1428, 3 mg

MnS04.H20** ............•........•... 2023,3 mg

H 2 O • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 O O O , O ml

Foram usados 0,5 ml da solução de micronutrientes. 

** Substituiu-se por Mnso4.7.H2o, 1690 mg.
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Para os vasos com adubação nitrogenada empr� 

garam-se NH4No3 em doses que variaram de 10 a 60 ppm.

4.5. Experimentos realizados 

Foram realizados quatro experimentos, sendo 

três instalados em casa de vegetação e um em laboratório. 

4.5.1. Experimento I : Efeito de diferentes doses 

de nitrogênio mineral, em Latossol,sobre a fixação sirnbiót� 

ca do nitroaênio em feijão com três estirpes de 

phaseoli. 

Rhizobium 
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O delineamento experimental foi o de blocos 

casualisados com quatro repetições e os seguintes tratamen -

tos: 

a) Testemunha inoculada sem adubação nitrogenada.

b) Testemunha não inoculada com adubação nitrogenada(l5ppm).

c) Plantas inoculadas e adubadas com diferentes doses de ni

trogênio.

Empregaram-se as doses de 10, 15, 20 e 30 ppm 

de nitrogênio na forma de NH4No3, aplicadas em doses parcela

das no plantio e 20 dias após o plantio. 

o esquema experimental foi fatorial de 3X5Xl,

para estirpe, dose de nitrogênio e variedade. 

U�ilizararn-se vasos plástico, com capacidade 

para 2,5 kg de solo, previamente esterilizados com solução 

� 

a 10% de lysoformio e depois lavados com agua destilada. 

Neste experimento usou-se solo Latossol Roxo

"série Luiz de QueirÓz" mais 1/3 de areia de rio lavada, sen 

do que a mistura foi autoclavada por vapor fluente 

duas horas. 

durante 

A irrigação foi feita com água destilada e a 

adubação foi feita com solução nutritiva isenta de nitrogê -

nio, duas vezes por semana, e aplicada através de tubos colo 

cados no centro dos vasos. Esse sistema de irrigação foi usa 

do por ZEHELHAN et alii (1964}. 
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As sementes de feijão foram esterilizadas su 

perficialmente, durante 15 minutos, com hipoclorito de sódio 

comercial a 5%, diluído 1:5. Posteriormente as sementes fo 

-

ram lavadas em agua destilada por 12 horas, procedendo-se en 

tão à semeadura que foi feita em agosto de 1978. Cada vaso 

recebeu dez sementes e após uma semana foi feito o desbaste, 

deixando-se cinco plantas por vaso. A inoculação foi feita 

nos seedlings com uma suspensão de células bacterianas de 

Rhizobium phaseoZi numa concentração aproximada de 10 6 célu

las/ml ,aplicando-ffi cinco ml por vaso. Estas células bacterianas 

provieram de um tubo de ensaio contendo cultura de Rhizobium 

com sete dias de crescimento a 28° c, suspendidos em cinco ml

de água esterilizada. 

Decorridos 41 dias da semeadura as plantas fo 

ram retiradas, e para isso cortou-se o caule na altura da su 

perfície do solo. Em seguida, os vasos foram virados sobre 

folhas de papel para retirada das raízes, sendo então lava 

das em água de torneira, para facilitar a remoção dos nódu 

los. As raízes e a parte aérea das plantas foram acondicion� 

das separadamente em sacos de papel manteiga e colocadas pa 

ra secar, em estufa ventilada a 60 °c.

4.5.2. Experimento II : Efeito de diferentes doses 

de nitrogênio mineral, em areia de rio lavada, sobre a fixa 
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ção simbiÓtica do nitrogênio em feijão com três estirpes de 

Rhizobium phaseoli. 

O experimento foi instalado em cada de veget� 

ção em blocos ao acaso com quatro repetições e os seguintes 

tratamentos: 

a) Testemunha inoculada, sem adubação nitrogenada.

b) Testemunha não inoculada, com adubação nitrogenada(lSppm).

c) Plantas inoculadas e adubadas com diferentes doses de ni

trogênio. 

A semeadura foi feita em agosto de 1978 e a 

retirada das plantas foi feita decorridos quarenta dias. 

A adubação nitrogenada foi parcelada sendo fei 

ta no plantio e 20 dias após o plantio e foram empregadas do 

des de 15, 20, 40 e 60 ppm de nitrogênio, na forma de NH4NO3.

O esquema experimental foi fatorial de 3X5Xl para estirpe,d� 

ses de nitrogênio e variedade. 

No mais, seguiu-se o mesmo procedimento empr� 

gado no experimento anterior. 

4.5.3. Experimento III : Influência de diferentes -

níveis de calagem do solo na fixação simbiótica do nitrog� 

nio em feijão com três estirpes de Rhizobium phaseoli. 

O delineamento experimental foi de blocos ao 

acaso com quatro repetiç�es. O esquema fatorial foi de 3X4X 

1 para estirpe, pH e variedade. Os valores de pH do solo fo 
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ram de 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5. Empregou-se solo Regossol "série 

Ribeirão Claro" com pH inicial de 4,5. O aumento do pH ini 

cial para níveis superiores foi feito com hidróxido de cál 

cio de acordo com a determinação de calcário deste solo, fei 

ta previamente do seguinte modo: 

a) preparou-se a série tampão de hidróxido de cálcio de zero

a cinco equivalentes miligrama. Como este solo tem acidez to 

tal próximo a 2,5 emg, esta série tampão é suficiente para� 

levar o pH ao redor de sete. 

b) pesou-se 100 g de terra fina seca ao ar (TFSA).

c) o solo foi incubado com a série tampão com 60% de satura

ção de água, por 10 dias, quando então foi feita a curva de 

calagem do solo(Figura l)de acordo com os dados da Tabela 4. 

Tabela 4 Quantidad3s de Ca(OH)2 usadas para ajustar os

veis de pH do solo Regossol "série Ribeirão Claro" 

emg Ca(OH)2 Leitura de pH 

o 4,50 

1 5,65 

2 6,70 

3 7,80 

4 8,40 

5 8,65 



9,0 

8,0 

o 

o 

o ·  7,0

Q) 6,0

5,0 

4,0 

Figura 1 

o 1,0 2,0 3P 

emg Ca ( OH)2 
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4,0 5,0 

foi feita com os dados apresentados na Tabela 4. 

Na casa de vegetação, depois que se adicionou 

hidr6xido de cálcio, deix ou-se o solo em repouso por uma se 

mana, com teor de umiaade próximo à capacidade máxima de re 

tenção. Depois deste período fez-se a semeadura, em setem 
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bro de 1978, e as plantas foram retiradas após 30 dias. No 

mais, seguiu-se o mesmo esquema dos experimentos anteriores. 

4.5.4. Experimento IV : Influência de diferentes ní 

veis de pH do meio de cultura no crescimento de três 

pes de R.phaseoli "in vitro".

estir 

Com o objetivo de se acompanhar "in vitro" o 

crescimento bacteriano sob influência de vários valores de 

pH este experimento foi instalado em condições de laborató -

rio em meio líquido de levedura de VINCENT (1970), modifica-

do de acordo com o indicado no item 4.3.1. Este meio teve 

que sofrer modificações para que cada elemento químico perm� 

necesse em concentração semelhante à indicada por VINCENT 

{1970)após a adição de solução tampão. O tampão fosfato dis 

sód.icn-ácido cítrico foi escolhido porque apresenta ampla fai 

xa de variação de pH. Entretanto, após a autoclavagem do ma 

terial, o pH do meio não se manteve sendo preciso usar ali 

quotas de solução tampão diferentes das indicadas por ASSUMP 

ÇÃO e MORITA (1968), para se chegar aos valores desejados , 

que neste caso foram de 4,5; 5,5 e 6,5. Adicionou-se o 

corante azul de bromotimol ao meio líquido para se ter maior 

controle de possíveis variações do pH do meio durante o 

crescimento bacteriano. 

Cincoenta mililitros do meio tamponado nos di 
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versos níveis de pH foram inoculados com as estirpes CO5,CO9 

e Cl3 de R.phaseoli resultando 12 combinações diferentes que 

foram ensaiadas três vezes. A seguir os meios inoculados fo . 

ram agitados à temperatura ambiente e no 79 dia retirou-se� 

mostras de um ml as quais sofreram dez diluições em nove ml 

de água destilada esterilizada. Esta série de diluições foi 

feita para se obter contagens de 30-300 bactérias viáveis nas 

placas. Em cada passo da diluição usou-se uma pipeta limpa e 

esterilizada de um ml. O plaqueamento foi feito tomando - se 

0,1 ml de cada diluição o qual foi colocado no fundo de urna 

placa de petri esterilizada. A amostra foi então coberta com 

aproximadamente 15 ml de meio de levedura liquefeito e res 

friado para 48° c. As placas sofreram ligeira agitação para 

que as bactérias pudessem ficar bem dispersas no meio, faci 

litando a posterior contagem de colônias. Quando o ágar se 

solidificou, as placas foram invertidas e incubadas a 28°c 

por sete dias, quando foi feita a contagem de colônias. O va 

lor obtido na contagem das colônias foi multiplicado pelo fa 

tor de diluição e, para melhor avaliação, foram convertidas 

para logaritmos na base 10. 

4.5.5. Coleta de dados 

Com exceçao do experimento IV foram 

dos os parâmetros: 

analisa 
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4.5.5.1. Peso seco da planta e peso seco dos 

nódulos. 

Após a colheita as plantas foram postas a se 

car em estufa com ventilação a 6o
0
c, pesadas e moídas para 

posterior determinação do nitrogênio. 

Os nódulos foram retirados das plantas,postos 

para secar em estufa a 60°c e pesados. 

4.5.5.2. Determinação do Nitrogênio 

A análise química quantitativa para determin� 

çao do nitrogênio foi feita no Departamento de Solos e Nutri 

çao de plantas , pelo m�todo Semi-Microkjeldahl, de 

acordo com SARRUGE e HAAG (1974). Os dados obtidos nesta aná 

lise foram multiplicados pelo peso da planta obtendo-se des 

ta forma o nitrogênio total da planta. 

4.5.5.3. Determinação da atividade da nitrog� 

nase. 

As análises da redução de acetileno foram fei 

tas em cromatógrafos a gás VARIAN com detector de ionização 

de �hama de H2 a 130°c.

Durante a colheita, pedaços de raízes com nó 

dulos foram colocados em frascos de vidro, com capacidade pa 

ra 19 ml e vedados com rolhas de borracha. 
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Os nódulos contidos nestes frascos foram incu 

bados por uma hora a uma atmosfera de acetileno. Decorridoes 

te período, e através do uso de uma seringa plástica, tomou 

-se de cada frasco alíquotas de 0,5 ml que foram analisadas

em colunas de Porapak N ã temperatura de 110°c. o g�s carre

gador foi o N
2 

a um fluxo de 5 cm3 /10".

A medida da redução do acetileno foi detenni 

nada pela fórmula: 

LVK 

P.T.I. 
= µ moles c2H4/hora.g de nódulo seco.

sendo: 

L = pico da amostra= Altura (cm) X Atenuação no aparelho. 

V =  volume do frasco (ml). 

K = quantidade de etileno que dá um pico de 1 cm de altura. 

p = peso seco dos nódulos incubados . 

T = tempo de incubação. 

I = Volume do 
# 

injetado. gas 

O valor K é obtido a partir da leitura croma

tográfica de um volume padrão de etileno injetado. O padrão 

utilizado continha 500 vpm de c2H4, e portanto cada 0,5 ml

-3 continha 0,25Xl0 ml de c2H4 puro. Nas CNTP tem-se:



l mol

X 

22,400 ml 

0,25xlo-3 ml

X =  11,16 µmoles/amostra de 0,5 ml. 

11,16 µmoles 

K 

altura do pico (cm) 

x atenuação 

l cm

34. 

Este método baseia-se no fato de que a nitro 

genase atua também sobre outros substratos, com o gás aceti 

leno, reduzindo-o a etileno. 

4.5.6. Análise dos Dados 

Foi feito o tratamento estatístico dos dados, 

através da análise da variância em blocos ao acaso. De acor 

do com os níveis de significância obtidos pelo teste F, pr� 

cedeu-se à análise das médias dos tratamentos, pelo teste Tu 

key. 
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5 . RESULTADOS 

5.1. Experimento I : Efeito de diferentes doses de nitro 

gênio mineral, em Latosso� sobre a fixação simbiÓti

ca do nitrogênio, em feijão, com três estirpes de 

Rhizobium phaseoli. 

5.1.1. Peso Seco da parte aerea das plantas. 

Os valores obtidos pelos teste F, dos dados 

de peso seco da parte aérea das plantas, encontram-se rela 

cionados na Tabela 5. O coeficiente de variação do experime� 

to foi de 9,8%. Pelo teste F observou-se diferença significa 

tiva, ao nível de.1% entre doses, sendo que a análise não de 

tectou diferença entre estirpes. Aplicou-se o teste Tukey p� 

ra todos os tratamentos, ao nível de 5% de significância e 

as diferenças mínimas significativas (DMS), além das médias 

dos diferentes parâmetros analisados, podem ser vistas na Ta 

bela 6. 
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5.1.2. Porcentagem de Nitrogênio na parte aérea das 

plantas 

~ 
Os resultados sao apresentados na Tabela 5. O 

experimento mostrou um coeficiente de variação de 8,9% e pe 

lo teste F observou-se diferença significativa, ao nível de 

1%, entre doses e, ao nível de 5%, entre estirpes, sendo que 

a análise não detectou interação significativa. Na Tabela 

são apresentada3 as médias com as respectivas diferenças 

6

mi 

nirnas significativas (DHS), ao nível de 5%, pelo teste Tu 

key. 

5.1.3. Nitrog�nio total da parte aérea 

A partir dos dados de peso seco da parte 

rea e da porcentagem de nitrogênio da parte aérea ·das 

ae 

pla.!! 

tas, calculou-se o valor de nitrogênio total. Os resultados 

podem ser vistos na Tabela 5. A análise da variância mostrou 

diferenças significativas, ao nível de 1% para doses de ni 

trogênio e estirpes, não sendo detectadas interações signi

ficativas entre elas. O coeficiente de variação foi de 10,2%. 

A comparação das médias deste parâmetro, feitas pelo teste 

Tukey, assim como as diferenças mínimas significativas estão 

apresentadas na Tabela 6. 
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5.1.4. Peso seco dos nódulos 

-

Os valores obtidos pelo teste F sao mostrados 

na Tabela 5. Este teste evidenciou diferença significativa, 

ao nível de 1%, entre doses mas não detectou diferenças en 

tre estirpes. O coeficiente de variação foi de 48,7%. As di 

ferenças mínimas significativas (DMS) , pelo teste Tukey, ao 

nível de 5%, estão apresentadàs na Tabela 6. 

5.1.5. Acetileno Reduzido 

Estão apresentados na Tabela 6 as médias e as 

diferenças mínimas significativas (DMS), 

( 5 % ) • 

pelo teste Tukey 

O teste F evidenciou diferença significativa 

ao nível de 1% entre doses mas não detectou diferença en 

tre estirpes e o coeficiente de variação foi de 51,4%. Estes 

dados são mostrados na Tabela 5. 
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5.2. Experimento II : Efeito de diferentes doses de ni 

trogênio mineral, em areia de rio lavada, sobre a 

fixação simbiÓtica do nitrogênio em feijão,com três 

estirpes de Rhizobium phaseoli� 

5.2.1. Peso Seco da parte aerea das plantas 

Os valores obtidos pelo teste F, dos dados da 
-

parte aerea das plantas se encontram na Tabela 7. Observou -

-se diferença significativa, ao nivel de 1% entre doses, nao 

sendo detectada diferença entre estirpes. O coeficiente 

variação foi de 18,9%. Na Tabela 8 estão relacionadas as 

de 

me 

dias do peso seco da parte aérea e também as diferenças mín! 

mas significativas (DMS), ao nível de 5%, pelo teste Tukey. 

5.2.2. Porcentagem de Nitrogênio na parte aérea das 

plantas 

Os resultados estão apresentados na Tabela 7. 

Observou-se diferença significativa, ao nível de 1%, entre 

doses e estirpes, mas não se detectou interação. O coeficien 

te de variação foi de 13,2%. As médias e as diferenças 

mas significativas (DMS), ao nível de 5%, pelo teste 

encontram-se na Tabela 8. 

.,. . 

mini 

Tukey 
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5.2.3. Nitrogênio total da parte aérea 

A partir dos dados de peso seco da parte ae 

rea e da porcentagem de nitrogênio, calculou-se o valor do 

nitrogênio total. Os resultados desta análise encontram -se 

na Tabela 7. O coeficiente de variação foi de 21,6% e a análi 

se detectou, pelo teste F, diferenças significativas, ao 

vel de 1%, entre doses e estirpes mas não foi detectada inte 

ração entre ambas. As médias e as diferenças mínimas signifi 

cativas (DMS), ao nível de 5%, pelo teste Tukey 

vistas na Tabela 8. 

5.2.4. Peso Seco dos Nódulos 

podem ser 

O teste F evidenciou diferença significativa, 

ao nível de 1%, entre doses mas a análise não detectou dife 

rença entre estirpes. Estes dados e o coeficiente de varia 

ção que foi de 51,9% podem ser observados na Tabela 7.As me 

dias e as diferenças mínimas significativas (DMS), pelo tes 

te Tukey podem ser observadas na Tabela 8. 

5.2.5. Acetileno Reduzido 

Estão apresentados na Tabela 8 as médias e as 

diferenças mínimas significativas (DMS), pelo teste Tukey. 

O teste F evidenciou diferença significativa 

entre doses mas não detectou diferenças entre estirpes. O 

coeficiente de variação foi de 72,8%. Estes dados são mostra 

dos na Tabela 7. 
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5.3. Experimento III : Influência de diferentes níveis de, 

calagem do solo na fixação simbiótica do nitrogênio 

em feijão, com três estirpes de Rhizobium phaseoZi 

5.3.1. Peso seco da parte aérea das plantas 

Os valores obtidos, pelo teste F, dos dados 

de peso seco da parte aérea das plantas encontram-se na Ta 

bela 9. Observou-se diferença significativa, ao nível de 

1% entre doses e estirpes. O coeficiente de variação foi de 

11,8%. Na Tabela 10 estão apresentadas as médias e as dife 

renças mínimas significativas (DMS), ao nível de 5%, pelo 

teste Tukey. 

5.3.2. Porcentagem de Nitrogênio na parte aérea das 

plantas 

Os resultados estão apresentados na Tabela 9. 

Observou-se diferença significativa, ao nível de 1%, entre 

doses e estirpes, mas o teste F não detectou interação en 

tre elas. O coeficiente de variação foi de 16,0%. As médias 
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e as diferenças mínimas significativas (DMS) ,ao nível de 5%, 

pelo teste Tukey encontram-se na Tabela 10. 

5. 3. 3. tH trogênio total da parte aerea

A partir dos dados de peso seco da parte ae 

rea e da porcentagem de nitrogênio, calcularam-se os dados 

de ni�rogênio total. Os resultados desta anãlise encontram -

-se na Tabela 9. O coeficiente de variação foi de 16,8% e o 

teste F mostrou diferenças significativas, ao nível de 1%,p� 

ra doses e ao nível de 5%, para estirpes, mas não detectou 

interação entre ambas. As médias e as diferenças mínimas si� 

nificativas (DMS) ,ao nível de 5%, pelo teste Tukey,podem ser 

vistas na Tabela 10. 

5.3.4. Peso seco dos nódulos 

O teste F evidenciou diferença significativa, 

ao nível de 1% de probabilidade, p.ara doses mas ele nao 

detectou diferença entre estirpes. O coeficiente de varia 

ção foi de 15,8%. Estes dados podem ser observados na Tabela 

9. As médias e as diferenças mínimas significativas (DMS) 
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pelo teste Tukey, podem ser observadas na Tabela 10. 

5.3.5 . Acetileno Reduzido 

Estão apresentadas na Tabela 10 as médias e 

as diferenças mínimas significativas (DMS}, pelo teste Tu 

key. 

O teste F, evidenciou diferença significati

va, ao nível de 1% de probabilidade, entre doses, não sen 

do detectada diferença entre estirpes. O coeficiente de va 

riação foi de 153,1%. Estes dados estão apresentados na Ta 

bela 9. 
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5.4. Experimento IV : Influência de diferentes níveis de 

pH do meio de cultura no crescimento de três estir 

pes de Rhyzobium phaseoli "in vitro". 

Foi contado o numero de bactérias de cada es 

tirpe, através do cultivo em meio de cultura, a três � . niveis 

de pH. A contagem foi feita por diluição e plaqueamento. Os 

valores médios obtidos podem ser observados na Tabela 11.Não 

se precedeu à análise estatística destes resultados, pois os 

valores obtidos evidenciaram o maior crescimento de bacté 

rias quando cultivadas sob valores de pH 6,5. 

Tabela 11 - Experimento IV : Número médio de talos bacteria

ms/rnl de meio de cultura, para as estirpes estu

dadas. 

VALOR DE pH NIBlERO t-�DIO DE COLÔNIÁS 

DO MEIO 
cos CO9 Cl3 

4,5 zero zero zero 

5,5 2,6.10 5 2,5.10 5 3,8.10 5

6,5 2,7.10 9 1,8.10 9 2,6.10 9 
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6. DISCUSSÃO

6.1. Experimento I : Efeito de diferentes doses de nitro 

gênio mineral,em Latossol, sobre a fixação sirnbiÓti

ca do nitrogênio, em feijão, com três estirpes de 

Rhizobium phaseoZi. 

Neste experimento foram empregadas pequenas 

doses parceladas de nitrogênio mineral, no plantio e 20 dias 

-

apos o plantio. Estas doses foram de zero, 10, 15, 20 e 30 

ppm de nitrogênio e seus efeitos sobre a fixação de nitrogê� 

nio, na presença das estirpes CO5, CO9 e Cl3, foram mostra -

das nas Tabelas 5 e 6. 

Comparando-se as médias de peso seco da parte 

aerea para as diferentes doses empregadas, verificou-se que 

melbor resposta foi obtida quando se usou 20 ppm de nitrogª 

nio mineral, na presença da estirpe COS. A presença de nitro 

gênio no solo praticamente não afetou o desenvolvimento veg� 

tativo da planta pois as diferenças entre as médias dos tra 

tamentos que receberam nitrogênio não diferiram estatística 
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mente do tratamento nao adubado. As pequenas variaç�es entre 

elas talvez possam ser atribuídas às diferenças entre as es 

tirpes, já que, todas as médias diferiram da testemunha nao 

inoculada. Os resultados desta análise indicam que o nitrog� 

nio mineral teve pouca influência no desenvolvimento vegeta-

tivo, com exceçao no caso abordado acima, ou seja, dose de 

20 ppm de nitrogênio quando na presença de estirpe ,COS. 

A testemunha não inoculada, que recebeu 15 

ppm de nitrogênio nos mostrou que, embora não detectado esta 

tisticamente pelo teste F, a inoculação teve um efeito posi 

tiva sob a produção na parte aérea das plantas, já que foi 

a menor média observada e que diferiu estatisticamente das 

demais. 

Em relação à porcentagem de nitrogênio, os 

tratamentos que receberam maior dose de nitrogênio superaram 

os demais. Dentre estes a dose de 30 ppm em presença da es 

tirpe CO9 foi a melhor, vindo em seguida esta mesma dose em 

presença da estirpe COS e finalmente a Cl3. No entanto, a es 

tirpe CO9, combinada com pequenas doses de nitrogênio, foi a 

que apresentou menores concentraç6es de nitrogênio foliar 

sendo mesmo inferior à testemunha não inoculada. Isso em PªE

te pode ser explicado pelo fato de que estes tratamentos a 

pontaram bom desenvolvimento vegetativo e é comum haver me 

nor concentração de elementos em plantas de maior porte. 
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Os resultados para nitrogênio total da parte 

aerea da planta são os que melhor refletem a capacidade pr� 

dutiva da planta, isto é, pode-se considerar que existe uma 

correlação estreita entre o conteúdo total de nitrogênio de 

uma planta e a grandeza da colheita (LEITE, 1977). Neste ca 

so, observou-se que os dados estão de acordo com os analisa 

dos para porcentagem de nitrogênio visto que o inoculante 

CO9 na ausência de nitrogênio ou em presença de 10 ppm des 

te elemento apresentou menor valor de nitrogênio total. Pa 

ra esta estirpe o nitrogênio no solo na concentração de 30 

ppm foi de maior efeito com uma média superior e que inclu 

sive sobrepujou significativamente as demais. Mas mesmo p� 

ra os outros dois inoculantes, esta dosagem, apresentou me 

lhores resultados, seguida da concentração de 20 ppm. Como 

houve maior quantidade de nitrogênio total nas plantas que 

receberam nitrogênio mineral quando comparadas com aquelas 

que não receberam esse elemento, pode-se inferir que o ni 

trogênio fixado simbioticamente não foi adequado para aumen 

tar o teor de nitrogênio da planta à níveis semelhantes acs 

fornecidos pela adubação nitrogenada. Estas observações es 

tão de acordo com os resultados apresentados por RUSCHEL e 

REUSZER, 1973.

Quanto à massa nodular, pode-se verificar pe 
� 

-

las médias dos tratamentos, que a adição de nitrogênio in 

fluiu negativamente na produção de nódulos. As maiores me 
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dias foram as dos tratamentos que não receberam nitrogênio , 

não havendo diferença significativa entre as médias dos ou 

tros tratamentos. Estas observações indicam uma tendência de 

maior nodulação na ausência deste elemento. A presença de 

poucos nódulos no tratamento sem inoculação indicam uma po� 

sível contaminação pela água de irrigação. 

Em relação ao acetileno reduzido, as melhores 

médias observadas, para todos os inoculantes foram as relati 

vas aos tratamentos que receberam 10 ppm de nitrogênio. As 

diferenças observadas entre estas médias foi devido, natural 

mente, às diferentes respostas das três estirpes em relação 

ao nitrogênio. Entretanto, notou-se certa descontinuidade 

principalmente no que se refere à estirpe Cl3 em presença de 

30 ppm de nitrogênio, já que foi a maior média observada. Es 

tas discrepâncias podem ser atribuidas à aplicação do 

prio método. Este, de acordo com os dados da literatura, 

um método adequado e de bons resultados, mas certos 

les na sua execução podem escapar ao experimentador 

centro 

sendo 

fonte de erro e variação. O alto valor observado no coefici

ente de variação para a redução de acetileno reflete a exis 

tência de erros experimentais na aplicação do método. 

6.2. Experimento II : Efeitos de diferentes doses de ni 

trogênio mineral,em areia de rioJavada,sobre a fixa 

ção simbiótica do nitrogênio, em feijão, com três es 

tirpes de Rhizobium phaseoli. 
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Empregaram-se, nesse experimento, doses de ni 

trogênio mineral nas concentrações de zero, 15, 20, 40 e 60 

ppm. Estas doses foram aplicadas parceladamente no plantio e· 

20 dias após o plantio na presença das estirpes C05, C09 e 

Cl3. Os dados obtidos foram mostrados nas Tabelas 7 e 8. 

Estudando as médias de peso seco da parte ae 

rea para as diferentes doses empregadas, verificou-se que as 

melhores respostas foram observadas nos tratamentos com ni 

trogênio na concentração de 60 ppm na presença das estirpes 

C05 e Cl3 respectivamente. As menores médias foram as dos 

tratamentos que não receberam adubação nitrogenada,diferi� 

do significativamente das médias superiores e das médias in 

termediárias. Destas faz parte também a média do tratamen

to que não recebeu inoculação. Estes resultados podem ser a 

tribuidos a dois fatores: o substrato utilizado e à inocula 

ção. Isto porque a maioria das médias foram de valores inter 

medi�rios indicando a necessidade do nitrogênio mineral para 

o desenvolvimento vegetativo, já que o substrato, neste caso

areia, não possui traços deste elemento para suprir as exi -

gências iniciais para o crescimento da planta. Concomitante

mente hã o papel da inoculação, na obtenção de bons resulta

dos, porque ela sozinha não foi capaz de suprir a necessida

de da planta com nitrogênio fixado sirnbioticamente. Depreen 

de-se assim que para boa produção de material vegetativo no 
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feijão, frente às estirpes estudadas, faz-se necessário a a 

plicação também de adubos nitrogenados que supram, em parte, 

as exigências do vegetal. 

Na análise da porcentagem de nitrogênio os 

tratamentos que receberam maior concentração de nitrogênio 

superaram significativamente os demais e desta vez, pode-se 

observar diferenças no desempenho dos inoculantes. Assim as 

estirpes C09 e Cl3 superaram a C05. Estas diferenças podem 

ser observadas também em relação aos outros tratamentos. O 

que ficou evidente no entanto, foi o teor de nitrogênio nas 

plantas não inoculadas. A média neste caso foi superior, i� 

clusive, a alguns tratamentos inoculados mostrando uma possf 

vel interferência do nitrogênio no processo de fixação sim 

biótica. 

Como já foi citado anteriormente, os dados de 

nitrogênio total são os que refletem melhor a capacidade pro 

dutiva da planta. Neste caso a média superior observada foi 

na interacão entre o inoculante Cl3 e a dose de 60 ppm, de 

N. Depois desta seguiram-se as médias dos inoculantes C09 e

COS, para a mesma dose. Estes resultados repetem em parte,os 

observados nos dados de peso seco da parte aérea. O tratamen 

to que não recebeu inoculação foi significativamente maior 

que as médias dos tratamentos inoculados e com doses menores 

de nitrogênio, não foi superior contudo às doses de 40 e 60 
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ppm. Como o efeito das estirpes foi significativo, e a adi 

ção de nitrogênio no solo foi um fator de decisiva influên

cia, as diferenças observadas entre os tratamentos inocula -

dos, dentro de cada dose, podem ser atribuídos às diferenças 

na capacidade de simbiose de cada estirpe. 

Entretanto, neste experimento, mais uma vez 

fica evidenciado que a adição de nitrogênio não favorece a 

nodulação já que as melhores médias foram, as dos tratamentos 

que não receberam adubação nitrogenada, diferindo significa

tivamente das demais. Aliás MUNNS (1968) demonstrou que quan 

do o nitrato é fornecido na inoculação o número de raízes in 

fectadas fica muito reduzido. TANNER e ANDERSON (1963) suge 

rem que o nitrato interfere na formação do ácido indol-acéti 

co prejudicando o processo de hodulação. 

O valor da aplicação de nitrogênio em legumi

nosas tem sido discutido,já que esse elemento pode ser forne 

cido, em parte, pela fixação simbiótica. 

HAMOND et a"lii, no estudo de absorção de nu 

trientes pela soja, referindo-se a trabalhos desenvolvidos 

por outros autores,assinala:ram a possibilidade do nitrogênio 

fixado ser inadequado à necessidade nutricional dessa cultu 

ra, e constataram sintomas indicativos da deficiência de ni 

trogênio no período de intensa síntese clorofiliana, isto é, 

quando do rápido desenvolvimento da planta {citado por GALLO 

e MIYASAKA, 1961). 
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Os dados obtidos por GALLO e MIYASAKA (1961), 

em feijão mostraram que a maior demanda da planta em nitrogê 

nio ocorre no período crítico de crescimento da semente, o 

que se assemelhou aos resultados apresentados por HAMOND p� 

ra soja. Os dados sugeriram que uma aplicação tardia de ni 

trogênio no feijoeiro seria desejável, desde que as necessi

dades da planta não estejam satisfeitas pelo nitrogênio do 

solo ou proveniente da fixação. Afirmam ainda, que esta apli 

cação tardia não interfiriria com a etapa inicial do proces 

so sirnbiótico da fixação de nitrogênio pelas bactérias. 

MIYASAKA e MASCARANHAS (1963), mostraram que

a adubação nitrogenada no feijoeiro aplicada cinco a dez dias 

após a germinação, tem aumentado com frequência a produção. 

Em experimentos que tiveram areia corno subs 

trato, observaram-se que há um período inicial de desenvolvi 

rnento seriamente prejudicado pela falta de nitrogênio, porqre 

a reserva da semente se esgotou, sempre antes do inicio 

fixação simbiÓtica. Tendo por base este problema GUSS e 

da

BEREINER (1972) aplicaram doses moderadas de nitrogênio mine 

ral no plantio e 20 dias após o plantio, época em que, supos 

tamente se esgotaria a reserva da semente. Observaram que 

houve aumento de nodulação e este fato foi explicado pelo d� 

senvolvirnento normal da planta até a iniciação dos nódulos 

proporcionado pela reserva da semente, juntamente com o ni 

trogênio mineral fornecido no plantio. Quando após 20 dias 
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as plantas receberam outra dose de nitrogênio, a reserva da 

semente havia suprido as necessidades até então. Ior isso , 

nem o nitrogênio da areia na germinação, e nem o aplicado 

20 dias após prejudicou a iniciação dos nódulos e seu desen 

volvimento. 

De um modo geral nos experimentos realizados 

neste trabalho, notou-se que as maiores doses de nitrogênio 

foram as que deram melhores respostas, no que se refere ao 

nitrogênio total. Entretanto, em condições diferentes, onde 

se tivessem estirpes mais eficientes, doses menores pode 

riam ter apresentado resultados positivos sendo por isso re 

comendado, para cada caso, seleção prévia de estirpes de a 

cordo com os objetivos a serem alcançados. 

Contudo, estes dados assim como os da litera 

tura demonstram claramente a complexidade do balanço entre 

a aplicação do- nitrogênio mineral e a fixação do nitrogênio. 

Quanto à redução do acetileno o que se notou 

nos experimentos efetuados nesse trabalho, foi que a massa 

nodular não refletiu necessariamente a atividade da nitrog� 

nase, isto porque existiram casos em que apesar da massa no 

dular ser alta o acetileno reduzido foi baixo, sendo que o 

inverso também ocorreu, embora estas diferenças foram obser 

vadas com diferentes estirpes. Isto quer dizer que nem sem 

pre maior peso nodular seja Índice de maior atividade enzi

mática, sendo esta dependente da estirpe em estudo e de con 
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dições controladas durante o ensaio, entre outros fatores. 

No ensaio em que o substrato empregado foi 

areia, as melhores respostas para o acetileno foram nas do 

ses de 10 e 20 ppm para as estirpes COS e CO9 e de O e 10 p� 

ra a estirpe Cl3. Entretanto nestes casos a massa nodular 

não foi grande sugerindo que apesar da nodulação ter sido pre 

judicada pela adição de nitrogênio mineral a atividade enzi

mática não o foi. Como pode ser observado nas Tabelas apre

sentadas, existem casos em que, apesar do teor de nitrogênio 

total ser elevado, não ocorre correspondência na quantidade 

de acetileno reduzido. 

RUSCHEL e RUSCHEL (1975) atribuem os valores 

de etileno baixos, relacionados com valores de nitrogênio to 

tal altos, à perda de parte da atividade da nitrogenase devi 

do ao manuseio das amostras. Esta explicação talvez possa ser 

aplicada neste experimento para algumas amostras. 

Este fato, mais as possíveis fontes de erro , 

lembradas anteriormente, puderam ter contribuído para as va 

riaçoes observadas entre os resultados de etileno produzido. 

Além disto, BETIILENFALVAY e PHILLIPS (1977)ob 

servaram que as medidas de produção de etileno a partir de 

acetileno pelos n6dulos fornecem um m5todo para medir aproxi 

madamente o fluxo de eletrons gerado pela nitrogenase. ObseE 

vações recentes, entretanto, mostram que esta técnica não é 

uma representação verdadeira da redução de N2 devido aos ní-
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veis significantes de H� evoluídos pela nitrogenase. Por is 
,:. 

so torna-se necessário, para se ter medidas exatas, deter

minar a redução de c2H2 e a evolução de H2 pelos nódulos.

Segundo HARDY et alii (1968), a razão entre 

acetileno reduzido e N2 fixado é de 3:1 e portanto obtem -

�se a quantidade de N2 fixado dividindo-se o valor de aceti

leno por três. Porém,BERKUM (1978) ,ressalva que c2H2 é mais

solúvel em água do que N2 e que por isso a conversao teóri

ca do fator três não deve ser aplicada e a proporçao adequa 

da pode ser encontrada usando-se os métodos de �5 ou Kjeldahl. 

SAITO(l978)em estudos feitos em feijoeiros e� 

centrou valores que variaram de 1,32 a 1,43 para a relação 

c2H
4
/(3N2+H2). Pelo fato desta relação ser alta considerou

que a medida indireta da redução de c2H2 superestimou a fi

xação real de nitrogênio já que a evolução de H2 foi incluí

da nas determinações. 

De qualquer maneira, a técnica de redução· do 

acetileno deve ser considerada como suplementar,não substi

tuindo as medidas usuais,tais como o teor de �itrogênio to 

tal e o peso seco das plantas. 

6.3. Experimento III: Influência de diferentes níveis de 

calagem do solo na fixação simbiótica do Nitrogênio 

em f8ijão, com três estirpes de Rhizobium phaseoli.

Usando-se o solo Regossol "série Ribeirão ela 

ro", de pH igual a 4,5, fez-se u.� estudo em feijão com as es 

tirpes C05,C09 e Cl3 no solo com valores de pH 4,5 , 5 , 5 , 

6,5 e 7,5. Os resultados obtidos neste experimento se encon 
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tram nas Tabelas 9 e 10. 

Analisando-se os dados de peso seco da parte 

aérea das plantas observou-se que as médias das plantas de 

senvolvidas nos valores de pH iguais a 6,5 e 7,5 foram supe

riores e diferiram estatisticamente das outras. A análise es 

tatística detectou influência dos inoculantes mas nao se p� 

de apontar uma estirpe que tenha sido superior às demais,por 

que dentro dessa faixa de pH as médias se equivaleram. Porém, 

como não foi detectado interações entre estirpes e níveis de 

calagem , e como as médias das plantas desenvolvidas em solo 

com pH 4,5 foram significativamente inferiores ,  pode-se di 

zer que a calagem favoreceu significativamente 

de matéria seca. 

Como as plantas de pequeno porte 

a produção 

apresentam 

maiores Índices de nitrogênio foliar , os resultados da por -

centagem de n�trogênio estão de acordo com o esperado. Assim 

as médias foram maiores no nível de pH 4,5 ,  diferiram signi

ficativamente das médias dos outros tratamentos e estando em 

concordância com os resultados estudados na produção de maté 
-

ria seca da parte aerea. 

Os resultados para nitrogênio total refleti

ram os de peso seco da parte aérea. Deste modo as melhores 

respostas foram as das plantas em solo com valores de pH 6,5 

e 7,5. 

Houve também neste caso influência dos inocu 



62. 

lantes e aqui pode-se destacar a estirpe C09 seguida da C05 

e finalmente a Cl3. Todas no entanto, e de um modo geral,re� 

ponderam favoravelmente à calagem do solo porque a níveis su 

periores de pH do solo resultaram eficientes. 

A elevação do nível de pH favoreceu,entretan

to, a massa nodular que foi muito inferior a pH 4,5 e 5,5.Es

te fato pode explicar talvez o pequenó desenvolvimento das

plantas em solos ácidos dada sua incapacidade de formar nódu

los nestas condições. Isto foi atribuído primeiramente 

sensibilidade do Rhizobium � acidez em si, mas LIE (1969) , 

mostrou que a iniciação do nódulo é praticamente inibida em 

meio ácido. Todos estes dados contradizem os observados por 
li 

DOBEP�INER (1966) que afirmou que plantas do feijoeiro mos 

traram abundante nodulação e fixação de nitrogênio em solo 

com pH 4,4.

Além do fato que a massa nodular foi afetada 

sob baixos níveis de pH, a atividade enzimática nestes nódu

los se mostrou afetada. 

DOBEREINER (196 6) observou grandes reduções na 

fixaçao de nitrogênio por grama de nódulo devido à toxidez 

de manganês em solos ácidos. Veri fi•cou também que essa toxi

dez pode atuar no crescimento bacteriano e consequentemente, 

no número de nódulos e no processo de fixação de nitrogênio 

dos nódulos, sendo ambos os efeitos dependentes da linhagem 
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de Rhizobium. A autora afinnou que as plantas aumentaram o 

número de nódulos com o aumento da calagem para pH superior 

a 5,5 com um aumento correspondente na produção de matéria 

seca. Este aumento na produção que ocorreu acima de pH 5,5 

foi acompanhado por um decréscimo na porcentagem de N foliar 

quando comparada com as plantas em solo com pH 4,5. 

Entretanto, em nosso experimento o que se oh 

servou foi que acima de pH 5,5 houve um acréscimo no Nitrogê 

nio foliar assim como na produção de matéria seca. 

Na realidade, todos os estudos efetuados mos 

tram a influência do nível de pH do solo sobre a fixação sim 

biótica. Não há entretanto, dados suficientes sobre todos os 

aspectos dos efeitos da acidez e dos metais pesados sobre a 

associação Rhizobium-leguminosas. 

Existem dados que mostram a possibilidade de 

que fatores no"complexo acidez", outros que a reação do solo 

em si, possam estar influenciando a ecolo0ia do Rhizobium 

HOLDil�G e LOWE (1971) afirmaram que a natureza , importân -

eia ou ocorrência precisa destes fatores não estão claras 

Discutirrun a não existência de evidências que expliquem o 

desenvolvimento predominante de populações ineficientes nos 

solos ácidos ou que expliquem a ausência de respostas de al 

gumas populações de Rhizobium à elevação do pH do solo. Para 

estes autores não há evidência de que a redução na eficiên 

eia sob altos níveis de manganês e outros metais pesados o 
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corra no solo, mas sob condições ácidas, onde a toxicidade 

destes metais limita a produção, podem ocorrer alterações na 

eficiência. 

-

Em nosso estudo provavelmente nao houve pro 

blemas de toxidez de manganês porque o solo foi retirado de 

regiao alta, onde a presença deste elemento é de difícil o 

corrência. 

O que se nota é a escassez de dados conclusi 

vos que nos deem idéia do que realmente ocorre nos solos áci

dos. Torna-se necessária a elaboração de estudos adequados 

que nos deem idéia do papel da acidez do solo, assim como 

dos fatores decorrentes desta acidez, na ecologia do Rhizo -

bium. 

Estudos em cultura pura de Rhizobium nos mos 

tram que o pH do meio é um fator decisivo no crescimento des 

ta bactéria, contudo, deve-se ter precauções antes de� cor 

relacionar as reações do meio no laboratório com a ecologia 

do Rhizobium phaseoli no solo e na rizosfera. 
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7. CONCLUSÕES

Nas condições em que foram efetuados os exp� 

rimentos e considerando-se que o nitrogênio total foi o par� 

metro mais adequado para a avaliação, podemos concluir que o 

feijoeiro, para maior produção, deve também receber adubação 

nitrogenada (até pelo menos 30 ppm no solo), além da inocula 

ção, já que só a inoculação não elevou o teor de 

da planta a níveis semelhantes aos fornecidos pela 

nitrogenada. 

nitrogênio 

adubação 

As diferentes estirpes estudadas reagiram di 

ferentemente em relação à adubação nitrogenada, sugerindo a 

necessidade de ensaios de seleção prévios, em relação à dosa 

gem de nitrogênio mineral que será empregado. 

Para as culturas de feijoeiro a calagem do so 

lo tem efeito positivo no aumento da produção de matéria se 

ca e nitrogênio total, sendo recomendada sua aplicação em 

solos ácidos, dados os problemas daí decorrentes para -as 
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plantas e visto que as estirpes de Rhizobium phaseoli se mos 

tram sensíveis aos valores baixos de pH do solo. 

Finalmente pode-se afirmar que as modifica 

ções no solo, corno calagem e introdução de fertilizante ni 

trogenado aumentam a eficiência das estirpes de Rhizobium 

phaseoli, no cultivar Carioca. 
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8. SUM.MARY

Three green house studies were done for exami 

ning the influence of alterations in soil chernical cornposition 

such as changes in pH and the introduction of nitrogen ferti

lizer, and the influence that they could have on the syrnbiotic 

efficiency of strains COS, CO9 and Cl3 of Rhizobium phaseoli, 

in the cultivar Carioca of beans (Phaseolus vulgaris L.). 

In the first experiment with a Latosol, doses 

of O, 10, 15, 20 and 30 ppm of NH
4

No
3 

nitrogen were used. It 

was found that mineral nitrogen gave the best plant development 

at 30 ppm, in association ·wi th syrnbiotic nitrogen fixation. 

In the second experiment river sand was used 

and the doses were O, 15, 20, 40 and 60 ppm of the sarne 

nitrogen fertilizer. In this case the higher doses gave the 

best results and this was atributted to the abssence of residual 

nitrogen in the sand. Generally the addition of mineral 

nitrogen favored the efficiency of strains studied. 

A Regosol was used in the third experiment and 



the initial pH was 4,5. This was raised to 5,5 , 6,5 and 7,5 

by the addition of Ca(OH)
2 

and this favored the efficiency 

of strains as well as raised the dry matter production and 

nitrogen content of the leaves. 

In another experiment, "in vitro", the influence 

of the pH of culture media upon the strains was studied. The 

best response (about 2.10 9 cells/ml) was obtained in culture

medium with pH near neutrality, less at pH 5,5 and no grouth 

at pH 4,5, but would be irnproper to correlate these data with 

the activity in soil conditions where other complex factors 

rnay exercise their influence. 
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