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I —INTRODUCAOQ

O nitrogénio é uma das substinciag nutritivas mais im-
portantes para as plantas. Ainda que © encontremos na
atmosfera em quantidades ilimitadas, todos os solos culti-
vados necessitam de nitrogénio. Este pode ser fixado por pro-
cessos quimicos e adicionado ao solo como adube mineral,
mas o preco déstes produtos, em relagio & producdo obtida
na agricultura extensiva, ainda é muito alto. Seria mais
econdmico aproveitar os processos biolégicos no solo para
cobrir, ao menos parcialmente, a necessidade de nitrogénio,

HA4 muito tempo que a agronomia mundial ge ocupa
déste problema. Em nossos solos, cultivados mais ou menos
extensivamente, a necessidade de nitrogénio é muito menor
que nas fazendas de cultura intensiva da Europa e doses re-
lativamente pequenas de N ja tém grande valor.

Entre os microorganismos fixadores désse elemento te-
mos que citar em primeiro lugar as bactérias das legumi-
nosas, que, vivendo em simbiose com & planta, podem sus-
tentéd-la completamente com nitrogénio fixado da atmosfera,
Desta maneira, com uma adubacdo verde ou com uma plan-
tacdo de leguminosas o solo pode se enriquccer em nitro-
génio.

Com menos intensidade que as bactérias simbioticas, po-
demos considerar as nio simbidticas, quer dizer livres e que,
também, podem fixar no solo nitrogénio do ar. Incluimos
neste grupo de bactérias, aquelas que vivem livremente no
0lo e se alimentam de substancia orginica. Estas tém a
:apacidade deassimilar o hitrogénio elementar da atmosfera
> de construir pelo amoniaco as albuminss da sua célula,
juando nao encontram suficiente N no solo (8).
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As bactérias mais importantes déste grupo sdo as se-
guintes (1):

I) Anaerdbias

Bacillus amylobacier Bredemann (syn. Clostridium
pasteurianum Winogradsky) .

II) Aerdbias
a) Azotcbacter

1) Azotobacter chroococcum Beijerinck
Z) Azotobacter vinelandii Lipman.

3) Azolobacler beijerinkii Lipman

4) Azotobacter agilis Beijerinck

5) Azotobacter indicum Starkey

b) Azotomonas insolata (9) Stapp
¢) Bacillus asterosporus (A. Meyar) Migula

Nesta relacdo foram mencionados microorganismos fixa-
dores de nitrogénio do ar, mas cuja importancia para o en-
riquecimento do solo, com nitrogénio, ndo deve ser grande.

As bactérias mais comuns déste grupo sdo o anaerobio
Bacillus amylobacler e o aerdbio Azolobacter. O primeiro €
espalhado por todo o mundo e por causa das suas pequenas
exigéncias, especialmente no caso da concentra¢do dos H-Io-
nos, encontra-se em quase todos os solos até pHb5 -5,2 (2).

Bacillus amylobacter encontramos em t0das as amostras
examinadas. Este bacilo é ficil de se reconhecer pela sua
producio de gas e pelo cheiro caracteristico de acido buti-
rico em meios de cultura liguidos, sem nitrogénio combinado,
e com acucares. O exame microscopico mostra bastonetes
grandes, tipicos.
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Azotobacter, ao contrario, é ligado a condicdes aerdbias
e prefere solos neutros até alcalinos. Temos que diferenciar
cinco espécies de Azotobacter:

Azotobacter chroococcum Beijerinck é o mais conhecido
€ 0 mais comum. Em meio de cultura sem nitrogénio, con-
tendo manitol e fosfato de potassio, inoculado com solo, o
Azotobacter chroococcum Beijerinck forma uma pelicula, no
inicio branca, mais tarde castanha (2). Ao microscépio ob-
servamos grandes células moveis, em pares, com um flagelo
polar, do tamanho de 3-4 por 5-6 micra. Culturas mais ve-
lhas mostram micrococos de tamanhos diferentes, com pa-
redes escuras até pretas. As novas, como também as células
velhas, sdo circundadas por massas mucilaginosas (Fig. 1).
A formagéo de esporos foi observada por uns autores e ne-
gada por outros (2). Bste organismo pode fermentar dife-
rentes carbohidratos, especialmente os mono- e di-sacarideos
transformando-os em CO. -+ H,O. A celuldése nio pode ser
decomposta. A quantidade da fonte energética determina
0 volume de N, assimilado. Em condicdes otimas, o azoto-
bacter pode fixar com 1 g de carbohidrato até 16-17 mg de
nitrogénio (1).

O Azotobacter vinelandii Lipman, no mesmo meio de
cultura, mostra uma pelicula grossa e branca e perto da su-
perficie um pigmento amarelo que se difunde para baixo no
liquido. A célula mede 2,5 por 1,2 micra e é mével, em cul-
turas recentes.

Azotobacter beijerinckii Lipman forma uma pelicula
branca na superficie do mesmo meio, no qual provoca uma
turvagdo. Em meio sélido produz pigmentos amarelos.

A célula é maior do que Azotobacter chroococcum Beije-
rinck e imovel.

Azotobacter agilis Beijerinck. Isolado da dgua distingue-
se das outras do mesmo género pela sua intensa mobilidade
e por produzir um pigmento vermelho ou verde em meios
contendo sais de alguns 4cidos organicos.

Azotobacter indicum Starkey. Descoberto em 1939 por
STARKEY (10) nos solos tropicais de Malaia resiste a uma
acidez do solo até pH 4,5. Em placas de “silica-gel” inoculadas
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com terra, o organismo, somente, se desenvolve na tempe-
ratura de 30°C apdés uma incubacéo de 15 dias. O germen é
menor, apenas com 0,5-1,2 por 1,7-2,7 micre. Cada célula
contém duas bolas de gordura, uma em cada lado.

Segundo tédas as indicagdes da literatura, as espécies de
azotobacter, com excecdo de Azofobacter indicum Starkey,
nao sé preferem solos neutros, como nio podem existir em
solos com pH baixo de 6. RIpPEL (1) demonstra com o gra-
fico de CHRISTENSEN, que nenhum solo com pH abaixo de 5,8
contém azotobacter.

O grafico dc CHRISTENSEN:
Percentagens de solos que continham azolobacter.

8¢ L,

A/
Lo /

/
20 /'/ . 'y
0 J./,_:{ ;L/

5,8 6,0 8,2 9,4 6,6 6,8 7,0 7,2 17,4 7,67,8

Azotobacter muito desenvolvido - = = = o - ’
Azotobacter mal desenvolvido

Waksman menciona que pH 5,6 — 6 é a maior acidez que
ainda permite o crescimento do azotobacter. Para éle, a cau-
sa da auséncia de azofobacter em diferentes solos é a reacéo
acida. Para TcHAN e Pocrow (3) o minimo do crescimento
do azotobacter pode ser observado no meio de pH 5,8. Se-
gundo VERONA (%) ainda, em solos com pH 5,5 encontra-se
uma fixac&o de nitrogénio,
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PH da terra N firado
5 —

5 ... ... 0,0176 g
6 ... 0,0754 g
6,5 ... ... 0,0785 g
T e 0,0841 g
T8 0,0918 g

WINOGRADSKY' (°) examinou numerosos solos de dife-
rentes paises para determinar o seu poder de fixacdo do ni-
trogénio e, ja, em solos com pH 6,6 observou poucas cold-
nias de azotobacter e uma fixacdo de N gquase nula. Em
solos de Creta com pH 5,8 s6 apareceram colonias de coco-
bacilos que nio mais apresentam fixacio de N.

Ao contrario disso, ArTsoN (11), STARKEY (}°) e JEN-
SEN (12) referem-se a espécies de azofobacter isoladas de so-
los acidos da Malaia, em condigdes tropicais parecidas com
28 NO0ssas. STARKEY isoiou tribos de Azofobacter chroococ-
cum BELJERINCK e Azotobacter indicum STARKEY déstes solos
cujos ppHH estiveram entre 4,5 e 5,3. Partindo de 1g de
manitol o mesmo autor notou a seguinte fixacio de nitro-
génio:

Azotobacter indicum Starkey .......... 6 mg
Azotobacter vinelandii Lipman ......... 11 mg
Azotobacter chroococcum Beijerinck. . . . . 9 mg

ALTson isolou azotobacter dum solo orgénico aluvial
com pH 4,6. Estas tribos se mostraram calcifobas e o autor
conseguiu cultiva-las em placas de silica-gel:

Placas de silica-gel Numero das colénias

de Winogradsky PH (médias de 2 placas)
mais 2,56 % CaCO;j..... 6,0 11,5
mais 0,075 % CaCl,... 4.8 28,5

sem Ca........ 48 28,0
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Dadas as condi¢bes ciiméticas do Brasil poderemos es-
perar que o comportamento de azofobacter em nossos solos,
difira. dos da Europa cu América do Norte. As exigéncias
do azotobacter em temperatura sdo relativamente altas; o
otimo de fixagcao do nitrogénio dado por RippeL (1) €& 25°
— 30°C. As temperaturas tropicais quase conferem com éstz
6timo. Pode admitir-se que a microflora do solo desta zona
se acomodou as condigoes de s0los mais pobres e Acidos, mas
com temperaturas otimas. A possibilidade desta acomoda-
¢io mostra a indicacao de RippEL (1) de que a célula de az0-
tobacter dos solos tropicais tem o seun 6timo de crescimento
numa temperatura de 35°C, enquanto gue nos solos das
zonas temperadas é de 28°C.

Também, em nosso meio, como mostramos nos ensaios
abaixo citados, verificAamos em quase todos os solos exami-
nados — solos acidos como também em solos alcalinos — a
presenca de qzofobacter. Isolamos diferentes tribos e con-
tinuamos sua cultura (Tabela I).

II — AZOTOBACTER NO SOLO

Os trabalhos féram realizados no laboratério de Micro-
hiologia do Solo da Secf@io de Fertilidade do Solo, da qual ¢
0 Chefe o Dr. Waldemar Mendes.

I — Métodos

Primeiro usamos a conhecida técnica indicada por FrRED
e WaksMAN (7); 20 ml do meio 77 dos mesmos autores (7)
em frascos de ErRLENMEYER de 100 ml féram esterilizados,
inoculados com 1—2 g de terra e incubados a 30°C. Qua-
se sempre, depois de 24 horas, era possivel observar a ativi-
dade de Bacillus amylobacter pelas bolas de gas. No fim de
3 dias o liquido, nes frascos, estava coberto, uns mais ou-
tros menos, de espuma, produzida pelas bolhas de gas de
Bacillus amylobacter e pela massa mucosa do azofobacter
(Fig. 5). Depois de 8 dias a produgaoc de gas parou e se for-
mou uma pelicula que se tornava lentamente castanho es-
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cura. O exame microscépico nos mostrou a presenca mais
ou menos abundante de células tipicas, em pares, de azo-
tobacter.

Inoculamos 0s mesmos solos em placas de silica-gel pre-
parados pelo método de WINOGRADSKY (6) : Solucéo de silicato
de sédio (densidade 1,06) e acido cloridrico (densidade 1,10)
foram misturados em partes iguais e passados a placas de
PeETRI de didmetro 9,5 cm, sendo colocados 30 ml em cada
uma. Depois de 24 horas as placas eram lavadas, primeiro
48 horas em agusa corrente e mais duas vézes em Agua gisti-
lada e uma Ultima vez em agua distilada fervendo. As placas
assim limpas de todos os cloretes foram impregnadas com
o seguinte meio:

KHPOy .o 1 g
MSC,TH,O ... ... ... ......... 05 g
NaCl ...........ccoiiiiian.. 05 ¢g
FeSO,.TH.O ................... tracos
MnSO,.4H.C .................. tracos
Manitol ......... ... ... ..., 40 g
HO ...... ... 200 ml

Déste meio foram colocados 2 ml, misturados com 0,3 g
CaCQ;, em tubos de ensaio; para cada placa um tubo. Os
fubos, assim preparados, foram aquecidos até & fervura e o
liquido passado, ainda fervendo, as placas. Estas foram le-
vadas a estufa de 55°C e secadas até o desaparecimento do
liguido. As placas dessecadas foram colocadas nas tampas,
gue continham papel de filtro. A inoculacdo foi feita di-
retamente com terra. Com um tubo de vidro capilar recen-
temente preparado e molhado punha-se 100 particulas pe-
quenas do solo em cada placa. A incubacéo foi a 30°C (fig. 6).

Tivemos diversas dificuldades porque, nem todos 0s so-
los, nos quais determinamos o azofobacier pelo método de FrRED
e Waksman, formavam colénias nas placas de silica-gel. Solos
muito ricos em azofobacter, ja causam um desenvolvimento
de czotobacler, depois de 3 dias, em quase t6das as particulas
disseminadas, ao passo que solos mais pobres em azotobacter
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mostravam um crescimento muito desigual. Avrrsoxn (11}
tinha dificuldades parecidas, quando coldnias de azofobacter,
em placas inoculadas com o mesmo solo, se desenvolveram
diferentemente, tanto em tempo como em intensidade. Em
uma das placas o crescimento se iniciou no 4.° dia, em outras
no 8.° ou 14.° e em outras nem houve crescimento. Provavel-
mente, a causa desta irregularidade, tem sua origem na con-
corréncia dos outros microorganismos, porque nessas placas,
em lugar de colénias de azofobacter, apareceram pegquenas
coldénias de outros microorganismos, como bactérias e fungos.

Daquelas placas isolamos algumas tribos de azotobacter
que identificamos, sem duvida, como Azolobacter chroococ-
cum Beijerinck, com pigmento castanho escuro. Ao micros-
copio observamos as células tipicas grandes, medindo 4-5
micra e em pares, circundadas com massas mucilaginosas,
como se pode verificar bem na preparacao negativa com nan-
quim (Fig. 2). Assim, nfo se trata de Azotobacter indicum
StarkEYy encontrado por STARKEY em solos acidos da Malaia,
que se caracteriza por um crescimento muito lento. Outros-
sim, nfo achamos a propriedade calcifoba de azofobacter e
que foéra determinada por ALSTON e STARKEY.

Examinamos pelos métodos descritos, 27 amostras de
solos colhidos na area do Centro Nacional de Ensino e Pes-
quisas Agrondmicas no km 47, no Municipio de Itaguai, Es-
tado do Rio de Janeiro. As terras fazem parte da Baixada
de Sepetiba, uma das subdivisées da Baixada Filuminense.
A altitude varia entre 15 e 78 metros sObre o nivel do mar.
Geologicamente esta regifo se manifesta, principalmente,
através de formacdes do arqueano e do quaternario (14).



DESCRICAO E LOCALIZACAC DAS AMOSTRAS

N.© pa
SoLo AREA DA COLETA pH LOCAL DA COLETA
AMOSTRA
1 Série Itagual .............. Parque da S.E.P, ......... 4,85 Jardim
2 Série Itaguai ............ Parque da S.E.P. ......... 5,75 Jardim adubado
3 Série Itaguai ............. Parque da S.E.P. ......... 4,50 Area capinada
4 Série Ttaguai .............. Parque da S.E.P. ......... 5,00 Morro do Cruzeiro
5 Eérie Kcologia .......... Parque da S.E.P. ......... 6,65 Jardim adubado
6 Série Ecologia ............ Setor Oleaginosas .......... 5,680 Coqueiral com leguminosas
7 Série Ecologia .......... Setor Oleaginosas .......... 6,06 Coqueiral capinado
8 Série Ecclogia .. ...... Horta Industrial ........... 7,20 Tomatal
— 9 Série Ecologia . ........... Horta Industrial ........... 6,80 Parcels adubada
10 Série Ecologia ... ....... Parque da S.E.P. ......... ' 6,06 Gramado
11 8érie Heologia ............. Seccao Boténieca ,........ .. 5,35 Eucaliptal
12 Série Ecologia ............. Secclo Botadniea ........... 4,80 Bosque de Esterculidceas
13 Série Ecologia ............. Secghdo de Plantas 'f‘éxteis 5,05 Sisal e leguminosas
14 Série Ecologia ............. Secgdo de Plantas Téxteis 5,38 Area nfic capinada s/cultura

(Continua)



DESCRICAO E LOCALIZACAO DAS AMOSTRAS

(Conelusdo)
N.2 pa
SoLo AREA DA COLETA pH Locarn, DA COLETA
AMOSTRA
15 Série Ecologla ............. Seccfic Boténica ........... 482 Bosque de dlversas espécles
16 Série Ttagual .............. Parque da S.E.P. ......... 5,88 Gramado
17 Sérle Ttaguai .............. Seccdo Boténica ........... 6,20 Laranjal
18 Série TItaguaf .............. Secgdo Botfnica ........... 6,18 Milharal
19 Série Itaguali ,............. Parque da S KE.P. ......... 5,28 Bosque de leguminosas
20 Série Itagual .............. Parque da S EP. ......... 5,82 Gramado
—— T T
21 Série Itagual .............. Silvieultura ................ 5,52 Eucaliptal
22 Série Ttaguai .............. Pomar da ELN. A, ....,... 4,62 Elevacgio
23 Sérle Ttaguai .............. Pomar da E.N. A. ........ 5,38 Baixada
24 Série Itaguaf .............. Parque da 3.E.P. ......... 6,15 Jardim
25 Sérle Itaguei .......... Parque da 5.B.P. ......... 5,64 B%%‘&%S;:ntgxg:as espécles
26 Série Itaguai ........... ...| Alejamento de alunos da U.R. 5,34 Sub-s0lo exposto
27 Série Ecologia ............. Serlcicultura ............... 6,38 Amoreiral
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Descrigdo das Séries. (1)

Série Itaguai: Compreende os solos situados nas cotas
mais elevadas, como por exemplo a de 78,2 m, ocorrendo, fam-
bém, em cotas de 29,0 m. A drenagem é boa. Esta série com-
porta dois tipos que sdo:

Tipo A — Variedade de castanho, ocorre em cotas ele-
vadas (782 a 41,0 m), com teor de carbono
de 1,1 a 1,6 %. A textura superficial podera
ser de areia terrosa (mais de 50 % de areia)
ou de areia, contendo 68 a 69 % de quartzo.
Espessura de 14 cm.

Tipo B — Variedades de pardo e cinzentos amarelados,
em cotas de 45,0 a 29,0 m, contendo de 0,5
a 1,3 de carbono; com textura de areia terrosa
(mais de 50 % de areia) a areia argilosa (mais
de 25 % de argila).

Série Ecologia: Compreende os solos situados nas cotas
de 33 a 18,3 m. A drenagem varia de boa 3 lenta. Esta série
comporta dois tipos que séo:

Tipo A — Variedade de cinzento claro e cinzento es
curo, ocorrendo em cotas de 33,0 a 18,0 m,
contendo carbono abaixo de 0,9 % . A textura
superficial € de areia (mais de 75 % de areia),
contendo 100 % de quartzo e espessura varis-
vel de 50 a 200 cm.

TipoB — Variedade de cinzento escuro, ocorrendo em
cotas baixas de 19,0 a 18,3 m. A textura su-
perficial é de areia terrosa (mais de 50 % de

areia) e o teor de carbono variando de 146
a 1819 o

(1) Levantamento agrolégico do Municipio de Ttagual -~ 1953 — Inédito.



2 — RESULTADOS

+ poucas células de azofobacter

++4+ a metade dos germens visiveis sdo azoiobacter

+H+
e+

azotebacter predominante
parece uma. cultura pura

TapELA 1
meios com CaCO; sem CaCO,
frascos placas de sil. Gel
placas
: H . inicio do
Bores P . nu:lnero crescimento Jrascos (n.° de
macrosc. microse. de. (depois de colonias)
coldnlas ... dlas)
1) adubado com estrume, 4,85 Pelicula bem for- + 4+ + 17 4 — 8 —_ 6
argiloso mada
2) com adubo mineral 5,75 espuma grosss -+ + 51 4 —_ 20
argilosc
3) sem adubo argiloso 4,80 bolhas fracas — —_ — — —
4) capoeira, argiloso 5,00 ligeira espuma - 8 8 — 12 — 2
5) com adubo mineral, 6,65 pelicula bem for- +++ 60 3 -— 21
arela mada |
6) cogquelral com legumi- 5,60 sspuma fraca — 6 g8 — 12 — —
nosas, areia
7) coqueiral, capinada, 8,05 pelicula | =+ + 75 2 —_ —
areia |
8) horta, areia 7,20 fortissima peliculaj —++++ 92 2 _ 48
9) horta, areia 6,80 pelicula bem for- + 4+ 2 —_ — 32
! mada .
l — — —_—
10) em haixo dum {icus, | 6,05 pelicula fraca + —
areia argilcsa }
11) bosque de eucaliptos, 5,35 nio tem pelicula — — 1 — J— —
ereia | ;
12) bosque de esterculia- 4,90 espuma fraca | —_ —_ —
ceas, arela {
13) campo plantado com 5,06 ligeira [ + — - — -
legumninosas, areia |
14) campo de capim, areia 5,38 pelicula + —_ ; —_ — —_—
15) bosque de diversas es- 4,82 pelicula bem for- ++ — ‘ — _ _
pécies, areia mada l
16) gramado, 4areia 5,88 nio tem pelicula —_ — | —_ — —
i |
17) plantacido de laranja, 6,20 Brossa espuma -4 —_— — — —
areta argilosa
18) plantacdo de milho, 6,18 pelicula bem for- + + -+ 2 8 —_ —_
areia argilosa mada
|
19) arbusto de legumino- 5,28 pelicula, bem for- ++ 78 2 —_ —
sas. areia sargilosa mada
20) gramedc, areia argilosa| 5,62 pelicula + 2 9 — —
21) plantado com euca- 5,52 pelicula bhem for- + + — — — —
liptos, areia mada |
A |
22) plantagdo de man- 4,62 pelicula bem for- + —_ i — — —
gueiras, areia arvgilosa mada '
|
23) plantagdo de man- 5,38 pelicula + _ [ _ . .
gueiras, areia argilosa |
|
24) plantacio de pinhei- 6,15 pelicula bem for- + 4= 10 | 4 — —
ros,arela argilosa, mada |
i 1
25) mato, wreia ergilosa 6,64 pelicula bem for-| +4- — | _ _ _
mada |
|
26) terreno baldio, ver- 534 nao tem pelicula — — | —_— — —
melho, areia argilosa [
|
27) capinado, areia 6,58 | pelicula bem for-| +-+-+ —_ — _ —
mada |
| | |
Notas:
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Os numeros nas placas de silica-gel indicam a média das
colénias contadas em 10 placas (5 repeticdes) dos solos 1-9
ou em 2 placas dos solos 10-27.

O exame dos solos 1-8 foi repetido trés vézes por método
de frascos e cinco vézes por método de placas de silica-gel.

3 — Primeira conclusdo

O exame de 27 solos diferentes, colhidos na ares do Cen-
tro Nacional de Ensino e Pesquisas Agronémicas, no Km 47,
na Baixada Fluminense, permite concluir o seguinte:

1) O Azotobacter chroococcum Beijerinck esteve presente
em 22 dos 27 solos.

2) Em todos os solos alealinos e ligeiramente Acidos com pH
acima de 6,35 encontramos azofobacter em grande abun-
dancia..

3) Ao contrario das indicagdes da literatura, o azotobacter
Se desenvolve em solos 4cidos em pH abaixo de 5,80. Os
solos mais Acidos, dos quais, ainda isolamos azotobacter,

foram os solos n.° 22 com pH 4,62, n.° 15 com PH 4,82 e
n° 1 com pH 4,85.

4) O desenvolvimento do azofobacter parece nio depender
somente do pH do solo. Acontece que solos malis acidos
contém mais azolobacter do que outros mais alcalinos,
como por exemplo 0s solos n.° 1 e 22 comparados aos
solos n.° 10 e 17.

HI — AZOTOBACTER EM MEIOS DE CULTURA

Podia esperar-se que o comportamento de azotobacter,
em meios de cultura acido, seria diferente do seu compor-
tamento no solo. Para observar o desenvolvimento do azo-
tobacter, em meijos dcidos de cultura, foram feitos diferentes
experimentos,



S
1 — Meios acidificados com H,SO, e outros com HCI1

Preparamos o seguinfe meio:

KHPO, ....... ... ... ... 05 g
MgSO4 .................... 0,2 g
NaCl ...... ... ... ... ..... 02 g
FeSO, ...... ... ..., tracos
MnSG, ................... tracos
CaCl: .................... 0,02 g
Manitol ................... 10,00 g
Agar-agar ................. 25,00 g
Agua distilada ............ 1000,00 ml

O meio foi esterilizado em porgdes de 100 ml e depois
adicionado N/10 H.SO,.

H.S80; para 1 ... neutralizado com NaOH.
Meio 2 ........ . v sem H.SO,
Meio 3 ... .. ... ..., 1 ml H,S0,
Meio 4 ... ... 3 ml H,S0,
Meio 5 ... il 5 ml Hy50,
Meio 6 ...t 7 ml H,S0,

O meio de cultura preparado déste modo, foi passado as
placas de PETrr esterilizadas e posto a resfriar. No dia se-
guinte, as placas foram inoculadas com duas tribos azofobuc-
ter e incubados & 30°C por 7 dias. As placas neutralizadas
com NaOH mostraram um crescimento abundante, ao passc
gque nas mesmas sem H,SO0, e nestas do meio 3 o azolobacier
se desenvolveu fracamente, Todas as demais placas ficaram
sem crescimento algum.

Bste ensaio, foi repetide com menores guantidades de
H, 8O,: neufralizado com NaOH — 0 — 1 — 15 —2 — 2,5
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~— 3 ml N/10H.S80,. Uma série de placas foi inoculada com
uma tribo de azofobacter e outra série com a cultura obtida
nas placas do “meio 3" do ensaio anterior. Como no primeiro
ensaio, os Ultimos tracos de crescimento foram observados
no meio 3, mesmo ha placa inoculada com a tribo de azoto-
bacter ja passada do meio acido.

Foi feita mais uma repeticio com o mesmo meio de cul-
tura, mas em lugar de H.SO, foi acidificado com 0,02 N HC..
O pH do meio com diferentes quantidades de acido foi medido:

1) 100 m! de meio — 4,3 ml 0,02 N NaOH ....... pH 7.0
2} 100 ml de meio .- 0 ml 0,02 N NaOE ....... pH 6,2
3) 100 m! de meio + 2 ml 0,02 N HC1 ....... PH 5,5
4) 100 ml de meio +- 4 ml 0,02 N HC1 ....... PH 4,9
5) 100 ml de meio + 6 ml 0,02 N HC1 ....... PH 44
6) 100 ml de meio 4+ 8 ml 0,02 N HC1 ....... pH 42

O meio, assim preparado, foi passado a placas de PETRI
e inoculado com duas culturas de azotobacter:

A .. Cultura pura de Azotobacier chroococcum
Beijerinck

Al ...l impura, isolada recentemente dum solo com
pH 4,85,

Ambas as culturas se desenvolveram com abundincia no
meio 1. No meio 2 o crescimento ja foi mais fraco e nos meios
3 e 4 muito fraco. As outras placas ficaram sem crescimmento
(Fig 7 e 8).

2 — Meios constituides por solo dcido

Notando que o azotobacter em meio de cultura acido sé
se pode desenvolver fracamente, procuramos assemelhar as
condicGes do laboratdrio as do solo. A acidez do solo € outra
gque a do H,SO, ou HC1 puro. Efetuamos entdo ensaios em
que ao meio de cultura foram adicionados os solos acidos.
5 g de sole cem 50 g do meio 77 de FRED e WARsSMAN (7) sem
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CaCO; em frascos de Erlenmeyer de 200 ml foram esterili-
zadas trés dias consecutivos, durante uma hora, diariamente,
no autoclave com 120°C. Observamos que esta esterilizacio
é suficiente para mafar todos os germens do solo. Para a
inoculacio usamos trés diferentes culturas:

A ... Cultura pura de Azotcbacter chroococcum
Beijerinck
Al ...l Cultura impura de azolobacter isolada re-

centemente dum solo com pH 4,85 (solo 1
da tabela I).
™ .. Bactéria encapsulada encontrada freqiien-

-

temente assaciada a azotobacter,

As combinagdes foram A, Ai e A + T. Os solos usados
foram os seguintes:

N©° 7 da tabela T .......... com pH 7,20
N°® 3 databela I .......... com pH 5,75
N.C 2 da tabela T .......... com pH 5,00
N° 4 da tabela I .......... com pH 490
N°1da tabela I .......... com pH 4,85

No fim de trés dias observamos que os frascos inoculados
com A ficaram todos estéreis. Os frascos inoculados com
A + T mostraram todos uma pelicula mucilaginosa con-
tendo, em exame microscopico:

No frasco com solo n.° 7... 80 5, de azotobacter ¢ 20 % de
bactéria encapsulada.

No frasco com os outros solos, 50 % de azotobacter e 50 %
de bactéria encapsulada.

Os frascos inoculados com Ai mostraram um forte cres-
cimento, a pelicula contendo quase s6 células de azotobacter:

No frasco com solo n.° 7 uma pelicula fortissima;

Nos fraseos n.° 3 e 4 muitas bolhas de gas (acido butirico
produzido por Amylobacier) formando, com a pelicula de
azotobacter uma grossa espuma,
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Nos frascos n.° 2 e 1 pouca producdo de gis, pelicula
bem formada.
No fim da incubacio de dez dias a situacfo foi quase a
mesma. -

O mesmo ensaio foi repetido com solos com pH crescen-
tes. Para controlar a capacidade tampao foram determina-
dos os ppHH do solo junto com o meio:

solo ‘
(N.° da tabela I) pH do solo pH do solo
-+ meio

s0lo pobre I ......... 3,50 40

solo pobre II ......... 4,05 45
Ne1l . ............ 485 5,2
Ne4 ... 4,90 5,3
Ne6 ............. 5,60 5,8
Ne3 ............. 5,15 538
Nes ... ... 6.25 6,5
NeqJ i 7,20 7,0

Sete dias depois da inoculagdo observamos os seguintes
resuitados:

Frascos inoculados com A — todos estéreis.

Frascos inoculados com A -+ T°.
com solos N I — sfo estéreis.

" N.° II — tém poucas bolhas de gis e em exa-
me microscopico observamos algu-
mas células de azofobacier.

N1, 4 e 6 — mostram uma pelicula bem for-
mada e no exame microscopico 40 %
de azotobacter 60 % de bactéria en-
capsulada.

N.° 3,5 e 7— tém uma pelicula bem formada
contendo, pelo exame microscépico
70 % de azolobacter e 30 % de bac-
téria encapsulada.
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Frascos inoculados com Ai

com solos N.© I — s3o estéreis.

N.° II — mostram bdlhas de gis com pouca
formacdo de pelicula, ¢ exame mi-
croscépico mostra algumas células de
azotobacter.

N1, 4,6, 3 eb tém grossa espuma, conten-
do populacgdo predominante de azo-
tobacter,

N.° 7 tem uma pelicula escura, 2rossa, con-
tendo azotobacter quase puro.

3 — Segunda conclusdo
Déstes trabalhos podemos concluir:

1.9 -— que o azotobacter nio se desenvolve bem no meio de
cultura solido acido, com pH em baixo de 6.

2.° — que o azotobacter em cultura impura se desenvolve
bem no meio de cultura acidificada por solos Acidos,
até o pH 5,2, e fracamente, até o PH 4,5.

3.9 — que no meio 77 de FRED e WAKSMAN (7) sem CaCQ,, es-
terilizado, com diferentes solos, o 4zotobacter chroococ-
cum Beijerinck em cultura pura nioc se pode desen-
volver.

IV — ASSIMILACAO DE NITROGENIO DO AR

Para a capacidade de fixacio de nitrogénio das tribos
de azotobacter em nossos solos, sO podem ser mencionados
dados aproximados, porém, pelos niimeros abaixo citados tem-
se uma idéia da quantidade de nitrogénio atmosférico que
pode ser fixado, sob certas condicdes. Esta quantidade é per-
ceptivel e néo parece depender do PH do solo.

Métodos

Para a determina¢do do nitrogénio fixado por culturas
puras de azofobacter inoculamos com uma suspensao, 100 mi
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de meio de Lipman (5}, em frascos de ERLENMEYR de 1 litro.
No fim de uma incubacio de 21 dias, foi constatado, pelo
método de KoeLpaur, o aumento de nitrogénio nos frascos
inoculados em relagido aos testemunhas.

Para determinar a fixa¢do de nitrogénio do solo incuba-
mos, por 21 dias 50 ml do mejo 77 de FRED ¢ WAKSMAN com
5 g de solo em frascos de ERLENMEYR de 300 ml (por causa
da ventilacdo). A determinacio de nitrogénio foi feita pela
Secao de Fertilidade do Solo, pelo método normal de KJEL-
DAHL, Foram feitas 3 determinacfes, as 2 primeiras sbbre a
fixacdo de N de azotobacier, em cultura pura, ¢ a terceira
de 5 diferentes solos. Cada cultura foi criada e determinada
em duplicata: (2, b). Para ohservar o comportamento de
azotobacter com CaCQs, as culturas com solo foram criadas
com e sem CaCO,;. Os numeros abaixo citados indicam mg
N fixado da atmosfera com 1 g de manitol.

Firacdo de N de Azotobacter chroococcunt Beijerinck em
cultura pura

12 determinacio:

a) 83 mg N de 1 g de manitol
b} 8,3 mg N de 1 g de manitol

2.2 determinagio:

a) 6,8 mg N de 1 g de manitol um pouco contaminado
b) 10,0 mg N de 1 g de manitol

Firacdo de N no solo:
3.2 determinacao:

Solo A com pH 53 — sem CaCO. a) — 0 mg N de 1 g de manitol
b — 0 mg N > » 7 ”
— com CaC0O, 2) — 42mg N 7 ” 7 7 "
b) — 14mg N >” »
Solo B com pH 4,38 — sem CaCO, a) — 162mg N 7 > » 7 7
b) —134mg N 7 " 7 i
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— com CaCO: a} — 106 mg N de 1 g de manitol

b) —134mg N 7 » » » »

Seolo C com pH 4,22 — sem CaCO: a) — 0 mg N " » " » »
b) — 0 mg N » » »» ”

— ¢oOm CaCOs a) — 3,5 mg N o> »

b) — 51lmg N» """~ »

Solo D com pH 3,94 — sem CaCO. a) — 0 mg N »”» »» »
b} — 0 mg N o »

— com CaCO; a) — 0,3 mg N ” » » » "

b) — 03mg N ” v » » )

Solo E com pH 7,20 — sem CaCO. a) — 0 mg N » » »» "
b) — 0 mgN>»» "

— com CaCQO; a) — 25 mg N » " » » »

b) — T2mg N ” » » » »

Déstes resultados pode deduzir-se que: o azofobacter fixa
quantidades consideriveis de nitrogénio atmosférico na na-
tureza. Segundo BERTHELOT (1) as bactérias livres podem
fixar 16 até 25 kg/ha do nitrogénio do ar por ano. TcHaN (3)
menciona de 10 até 40 kg/ha em zonas temperadas. Indi-
cagbes analogas das zonas tropicais, ainda, nio encontramos.
Estas quantidades representam sdmente um terco da neces-
sidade, nas culturas intensivas européias; mas 20 kg/ha de
N por ano, muito pode representar em nossa agricultura
extensiva.

A capacidade de fixacio do solo é ditada pela. fonte
energética. E’ que o azotobacter ndo pode desdobrar a ce-
lulose, mas s6 mono- e di-sacarideos e outros alcoois; a sua
acdo ¢ limitada. A. Kocu (13) relata experimentos em que
a adigdo de acticares ao solo consegue uma assimilacdo de
10 mg de N por 1 g de aglcar. A colheita foi aumentada con-
sideravelmente. Em condigdes favoraveis o azoiobacter pre-
domina e seu nimero aumenta rapidamente. Na Europa,
uma adubacdo com aclcares nao pode ser feita, por causa
do preco alto do actlcar; mesmo os restos da industria de
agucar sio aproveitados, vantajosamente, para a alimenta-
¢ao do gado. Mas em regides de producdo de cana, uma
adubacido com residuos da fabricagio de agucar, poderia ter
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mais valor como adubo que o seu uso para combustivel. En-
saios sbbre éste assunto est&o em preparo.

O problema da inoculacdo do solo ou da semente com
azotobacter até hoje, ainda, estd sem solugfo. Enquanto va-
rios aufores da Alemanha nfo puderam observar aumentos
da colheita com inoculacdo com azofobacter, observou-se na
Russia grande sucesso, especialmente com tabaco, provocan-
do um aumento até de 45 % (15). Também Warsman (2)
julga sem valor uma inoculacio com azotobacter sem um
previo melhoramento do solo, pois em quase todos os solos
azotobacter e amylobacter estdo presentes. Uma inoculacio
é proveitosa em um solo melhorado, cujas condicdes anterio-
res ao melhoramento consistem, em primeiro lugar, numa
adubacado com cal, que aumente o pH pelo menos até 5; se-
gundo, uma adubac¢do com matéria orgénica contcndo acucar
e em terceiro lugar um bom preparo e sombreamento do
solo. Uma adubacio com adubos contendo nitrogénio nio
seria favoravel, porque, segundo WINOGRADSKY (6) o desen-
volvimento de azofobacter em solos pobres de N & mais in-
tenso, por falta da concorréncia dos outros microorganismos,

V — STMARIO

No presente trabalho se trata da ocurréncia do agente
fixador de nitrogénioc no solo, o azoiobacter, na area do
Centro Nacional de Ensino e Pesquisas Agrondémicas, situada
na Baixada de Sepetiba.

Foram examinadas 27 diferentes amosiras pelo métedo
de meio liquido e pelo método de WiNocrapsky usando placas
de silica-gel. Embora 18 destas amostras tivessem um pH
abaixo de pH 6 e trés abaixo de pH 5, foi possivel isolar azo-
tobacter de 22 déstes 27 solos. Os solos mais acidos nos quais
foram enconiradas esta bactéria tiveram o pH 4, 85 — 4,82
e 4,62,

As tribos isoladas puderam ser identificadas como Azo-
tobacter chroococcum Beijerinck com grandes células, aos
pares, e com pigmento castanho-escuro, nioc se tratando,
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pois de Azotobacter indicum Starkey, isolado por STARKEY
em solos acidos da Malaia, o qual se caracteriza por cresci-
mento muito lento, por células pequenas e por auséncia de
qualquer pigmento,

Procurou-se manter as culturas em meios Acidos. No
meio de agar-agar puro, acidificado com H,SO, ou HCI1, s6
foi observado crescimento até o pH6. Adicionado ao meio
de cultura 10 % de solo 4cido, em lugar do acido, o azoto-
bacter suportou melhor & acidez e até PII 52 foi possivel
observar forte desenvolvimento.

A capacidade de fixacdo de nitrogénio das tribos de azo-
tobacter, isoladas no presente trabalho, pode ser comparada
as das zonas temperadas.

VI — ZUSAMMENFASSUNG

Die vorligende Arbeit befasst sich mit dem Vorkommen
des frei im Boden lebenden Stickstoffbinders Azotobacter in
den Boeden auf dem Galaende des Centro Nacional de En-
sino e Pesquisas Agrondmicas (Nationalas Lehr — und Fors-
chungszentrum fuer Landwirtschaft), 70 km oestlich von
Rio de Janeiro, Brasilien.

Es konnte aus 22 der 27 verschienden Bodenproben, von
denen 18 einen geringeren pH-Wert aufwisen als PH 6, Azo-
tobacter isolierte werden konnte, hatten eine Wasserstoffio-
nenkonzentration von pH 4,85 — 4,82 und 4 62. Die isolierten
Staemme wurden als das irosszellige Azofobacter chroococ-
cum Beijerinck mit braunschwarzen Pigment identifiziert.
Es handelt sich demnach nicht um Azotobacter indicum:
Starkey, die einzige bisher in sauren Boeden beschriebene
Azotobakterart, die kleinzelling ist und kein Pigment bildet.

Es wurde versucht dir isolierten Azotobakterkulturen auf
sauren Naehrboeden zu zuechten. Waehrend sie dich auf
einem Agarnaehrboden mit einem pH-Wert unter 6 schlecht
entwickelten, konnten si in Naehrloesungen mit 10 % Bo-
denzusatz bis zu pH 5.2 zu kraeftigem Wachstun gebracht
werden.
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Die Stickstoffbindung dieser Azotobaktersfaemme duer-
ftke aenheliche Werte erreichen wie dic in den gematessigten
Zonen.

VII — SUMMARY

The occurense of the non-symbiotic, nitrogen-fixing bac-
téria Azotobacter in the area of the Centro Nacional de En-
sino e Pesquisas Agrondmicas, 42 miles east of Rio de Janeiro,
Bravzil, is described in this paper. It was possibile to isolate
Azotobacter from 22 out 27 soil-samples of which 18 showed
a pH less than pH 6. The most acid soils, where Azotobacter
could be found had the pH 4. 85 — 4.82 and 4.62. The iso-
lated strains were identified as the large-celled Azotobacter
chroococcum Beijerinck with blackish-brown pigment. The-
refore the bactéria in question is not the Azotobacter indi-
cum Starkey, so for the only species of Azotobacter found in
acid soils, which has been described as smallcelled and no
pigment-forming.

It was also tried to cultivate the isolated Azotobacter
-strains in acid culture-media. While their development on
pure agar-medium with less than pH 6 wass very poor, it
was observed a luxuriant growth on diquid-medium with
10 % acid soil up to pH 5,2.

The amont of nitrogen combined by these Azotobacter
-strains might be the same as that one of the strains from
the temperate zones.
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Fig. 1
Camada mucosa em cima do meio inoculado com terra.
Preparacio negativa (Burri). mostrando as massas mucilagi-
nosas circundando as células de Azotobacter chroococoum
BEIJERINCK (620 x).

Fig. 2
Azotobacter chroococcum BEUERINCK: cultura 24 horas
de idade. Preparacio negativa (Burri) (1000 x).



Fig. 3

Azotobacter chroococcum BEIJERINCK; colo-
racio de erythrosina fenicada (1150 x).

Fig. 4

Cultura impura de azofobacter isolado dum solo com pH 4,85
0 x).



Fig. 5
Frascos de Erlenmeyer com meio 77 inoculado com terra fcida mostrando
a espuma, produzida pelas bolhas de gas de Bacillus amylobacter e pela
massa mucosa do agotobacter. Frasco 25 recentemente inoculado; frasco
11 com pouca producido de gas, camada escura de azotobacter; nos
frascos 10, 1 e 5 muita producio de gas por Bacillus amylobacter.

Fig. 8

Placas de silica-gel, -inoculadas com terra deitla mostrando
poucas colonias de azotobacter.



Fig.
Sl Placas com agar-agar de acidez diferente

Placas com agar-agar de acidez diferente : " :
- 2 inoculadas com wuma cultura impura de
inoculadas com uma cultura de azotobacter. uzotobacter isolada dum solo com pH 4,85,
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