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BACTERIAS ASSIMBIOTICAS FIXADORAS DE N NA RIZOSFERA
DE GRAMINEAS FORRAGEIRAS

(NITROGEN FIXING ASSIMBIOTIC BACTERIA ON THE
RHIZOSPHERE OF GRAMINEOUS FORAGE PLANTS)

A. P. RuscHEL Ja. DOBEREINER

(Ministério da Agriculturq, Instituto de Pesquisas e Experimenta¢do
Agropecudrias do Cenitro Sul, Guanabara, Brasil).

Summary — Rhizosphere effects of the pasture grasses Digitaria decumbens, Panicum
purpurascens, Cynodon dactylom, Melinis minutiflora, Paspalum notatum, Setaria sphaceleia,
Cynodon plectostuchyus, were studied under field conditions and in the greenhouse, Special
attention was given to the nitrogen fixing organisms of the genera Azotobacter and
Beijerinckia.  The following conclusion were drawn irom these experiments: 1 — All
pasture grasses except one showed favorable effects on Beijerinckia in their rhizosphere.
In the greenhouse experiment this effect was still more pronounced on the root surface
(Rhizoplan). 2 — Under field conditions, some of the grasses favored Aszotfobacter
growth in their rhizosphere. 3 — Adding nitrogen to the soil decreased the number of
nitrogen fixing organisms but tended to increase other groups of microorganisms.

Sumario — No presente trabalho estudamos o efeito da rizosfera de Digitaria decumbens,
Panicum purpurascens, Cynodon dactylon, Melinls minutifiora, Paspalum notatum, Sefaria
sphacelata, Cynodon plectostachyus, em certos microorganismos do solo, especialmente sobre
as bactérias assimbidticas fixadoras do nitrogénio atmosférico, dos gen. Azotobacter e
Beijzrinckia.  ObservagGes preliminares em condigdes naturais no campo foram posterior-
mente confirmadas em casa de vegetagio. Nossos resultados nos permitem tirar as
seguintes conclusBes: 1 — Tédas as gramineas, com excecio de Melinis minutiflora pro-
piciaram melhor desenvolvimento de Beijerinkia em sua rizosfera. No experimento de
casa de vegetacio €ste aumento foi mais acentuade no “rizoplan”, 2 — No ensaio de
campo algumas gramineas favoreceram mais o desenvolvimento das bactérias do. gén.
Asotobacter, em sua rizosfera que outras, 3 — O nitrogénio adicionado a¢ solo diminuiu
o nimero de bactérias fixadoras de nitrogéuio, tendende aumentar outros grupos de

microorganismos.

Introducio

O efeito benéfico da adubacio nitroge-
nada no solo com pastagens ja é bem conhe-
cido; entretanto pouco se conhece sbGbre os
acréscimos de N que os microorganismos as-
simbidticos podem dar a diferentes solos,
Um dos autéres (8) estudando as bactérias
do gén. Beiferinckia na rizosfera de algumas
gramineas notou que as plantas estudadas
favoreceram o desenvolvimenio desta bacté-
ria no solo aderido as raizes; no mesmo ex-
perimento, o Paspalum notatum quando ino-
culado apresentou maior quantidade de N que
0 sem inoculacio, 0 que vem a coniirmar a
importancia das bactérias fixadoras de N no
solo. Necessario lembrar agui a importéncia
das reacdes de troca entre a planta e a bac-
téria, as quais segundo Starkey (7) sdo as
mais diversas possiveis.

A evidéncia do efeito favoravel no desen-
volvimento das bactérias fixadoras de N na

rizosfera das gramineas forrageiras justifica
um estudo mals detalhado da fixagho assim-
biotica no sentido de suprir as necessidades
de N do solo, estudo éste um pouco intrin-
cado. Autdéres da escola russa (4, 9, 10) in-
formam sbbre sucessos obtidos com inocula-
¢io de Azotobacter em granhde variedade de
plantas. No entanto, em outros paises expe-
rimentos feitos com esta mesma bactéria
nada provaram neste sentido (3).

Material e métodos

Na realizacio déste trabalho utilizamos
um ensaio com amostras retiradas no campo
e um experimento em casa de vegetacio.

1., ENSAIO COM AMOSTRAS DE CAMPO

Colhemos amostras de solo da rizosfera das
seguintes gramineas: Pangola comum (Digi-
faria decumbens Stent), Pangola A-24 (Digi-
taria decumbens Stent), Angola (Panicum



QUADRO 1

EFEITO DA RIZOSFERA DE GRAMINEAS FORRAGEIRAS NO pH DO SOLO E NO

DESENVOLVIMENTO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO, EM

CONDICOES DE CAMPO. (OS VALORES REPRESENTAM DETERMINACOES EM
UMA AMOSTRA DE SOLO COMPOSTA DE TRES SUB-AMOSTRAS)

Numero de Beijerinckia/lg Niumero de Azotobacter/lg

Gramineas pH de Solo (Microcolonlas) de Solo (Microcolonias)
Test. Rizosfera Rizoplan Test. Rizosfera Rizopian Test. Rizosfera Rizoplan

Pangola comum 5,8 6,0 6,1 10 3 0 0 0 0
Pangola comum A 24 5,6 5,2 56 3 58 223 0 8 0
Angola 5,9 53 5,3 0 0 87 0 ¢ 63
Bermuda 5.3 5,3 5,6 23 ' 343 190 0 3 16
Paspalum 4,7 5,1 5,1 63 416 347 0 1260 803
Gordura, 4,9 49 4,9 0 0 0 0 a 0
Maranga 49 54 5,5 813 357 347 0 106 153

Estréla 54 6,5 64 0 0 100 0 420 266

POIT



purpurascens Raddi), Bermuda Suwanee (Cy-
nodon dactylon (L.) Pers), Gordura (Melinis
minutiflora Beauv.), Forquilha (Paspalum
notatum Flugge), Marangs (Setaria sphace-
lata (Schum.) Stapf. & Hub.) Estréla (Cy-
nodon plectostechyum (K. Shum.) Pilger).
Retiramos 3 blocos de cada graminea e
para cada bloco tivemos amostras testemu-
nhas (solo préximo a cultura, livre de vege-
tacdo). No laboratoério, sacudimos as raizes,
retirando o excesso de solo que nelas estava
contido, 0 qual viria a constituir a amostra
da rizosfera; o solo que ficou aderido as
rajizes apds breve secagem ao ar, fol retirado
e constituiu a amostra do “rizoplan”.
. O solo da rizosfera dos trés blocos da
mesma graminea foi bem misturado e cons-
tituin uma "nica amostra, 0 mesmo aconte-
cendo com as trés amostras do “rizoplan” e
as das testemunhas de cada bleco. Nestas
amostras fizeram-se as seguintes andlises:

1.1. AwALISE DE PH — Numa suspensio cie
solo em dgua (1:1) determinado pelo poten-
ciémetro EIL.

1.2. NUMERO DE MICROCOLAONIAS DE BACTERIAS
FIXADORAS DE NITROGENIO — Foram contadas
distribuindo-se 0,1 g de solo séco ao ar e
tamisado a 1 mm, em placas de silica-gel im-
pregnadas com solugio de Winogradsky com
PH 6,5. As primeiras colénias que aparece-
ram nas placas, 48 horas apds inoculadas,
eram de Azoiobacler; as que foram contadas
8 a 10 dias depois, do gén. Beijerinckia.

2. EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO
Usamos solo arenoso classificado como hidro-
morfico, da area territorial do I.P.E.A.C.S.
com pH 45 o qual foi uniformemente ino-
culado com cultura diluida de Beijerinckia.

0O esquema experimental foi de blocos ao
acaso com 4 repeticies. Tivemos 0s mesmos
tratamentos que no ensaio de campo com
excecdo dos capins Marangi e Estréla, em
solo com e sem Nifrogénio.

Fizemos as seguintes determinaces:
2.1.

2.2, NUO° DE MICROCOLONIAS FIXADORAS DE N.
— Comeo ja foi descrito no item 1.2,

ANALISE DE PH

2.3. CONTAGEM DE BACTERIAS EM GERAL, BACTE-
RTAS QUE NAO REQUEREM AMINO-ACIDOS, FUNGOS E
ACTINOMICETOS — Utilizamos o “método de pla-
cas” gue consiste em se inocular placas com
meio de cultura seletivo com determinada
diluicao. Para as bactérias em geral, fungos
e actinomicetos usamos um meio de cultura
com albumina de ovo e para as bactérias que
ndo requerem amino-acidos o mesmo meio,
onde a albumina de ovo foi substituida por
nitrato. A diluigio usada foi de 1:10.000.
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2.4, DETERMINACAO DO PESO SRCO DAS PLANTAS

Resultados e discussiao

A contagem preliminar apresentada no
Quadro 1 do numerco de bactérias fixadoras
de nitrogénio na rizosfera de oito gramineas
forrageiras, no campo, confirma resultados
anteriores com outras espécies da mesma fa-
milia (1, 2, 6), O efeito das gramineas no
PH do solo, em sua rizosfera, indica que subs-
tancias estdo sendo excretadas por estas plan-
tas, as guais favorecem certos grupos de mi-
croorganismos. A maioria das gramineas fa-
voreceu o desenvolvimento de bactérias fixa-
doras de N. Observamos ainda que as gra-
mineas Cynodon plectostachyus, Setaria spha-
celata, Paspailum notatum tiveram efeito fa-
vorivel nio s6 no niumero de Beijerinckia,
como também no numero de Azofobacter.
8endo as bactérias déste ultimo género co-
nhecidas como sensiveis a acldez do solo, o
aumento do pH na rizosfera das referidas
gramineas, possivelmente pode ser responsa-
vel pelo desenvolvimento destas bactérias.

O experimento de estufa, executado em
condi¢cbes controladas e com solo uyniforme,
confirmou os resultados de campo {(Quadro
2); o capim Gordura parece que fol a tunica
graminea que nio favoreceu o desenvolvi-
mento de Beijerinckic no solo. Todas as
demals gramineas apresentaram em sua ri-
zosfera um nimero de fixadoras de nitrogénio
mais elevado do que nos potes sem plantas,
o que é demonstrado pela anilise de variin-
cia das amostras da rizosfera. Comparando-
se 0 mesmo efeito também no “rizoplan” aste
fol novamente significativo.

O nitrogénio adicionado ao solo aumen-
tou muito a producio das forrageiras o que
mostra que nas condicdes do experimento, se
houve fixacio assimbidtica de N, esta ndo fol
suficiente para suprir as necessidades da
planta; éste fator negativo pode ser atribui-
do s condicdes de solo, que foram bastante
adversas ao desenvolvimento das bactérias
do gén. Beiferinckiaz, pols nio foram encon-
tradas no solo em condicdes naturais, ¢ mes-~
mo apdés a inoculagio, seu namero perma-
neceu relativamente baixo. Os efeitos favo-
raveis no desenvolvimento das bactérias fixa-
doras de N, neste experimento, foram exclu-
sivamente devidos & planta.

Como era de se esperar o nitrogénio
adicionado ao solo prejudicou o desenvolvi-
mento da Beijerinckia nos diferentes trata-
mentos favorecendo outros microorganismos;
éste equilibrio microbiano estda aparentado
no Quadro 3. Segundo West e Lochhead (11)-
existem mieroorganismos que requerem ami-
no-acidos para seu maximo desenvolvimento
e outros que o dispensam: sendo assim os
menos exigentes, gquando na presenca de
amino-4cidos, seriam dominados pelos outros.
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QUADRO 2

EFEITO DA RIZOSFERA DE GRAMINEAS FORRAGEIRAS NO pH DO SOLO E NO
DESENVOLVIMENTO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO, EM CASA
DE VEGETAQAO*. (OS VALORES REPRESENTAM MEDIAS DE 4 VASOS)

(N.* de microcolénias de bhactérias
Gramineas PH fixadoras de N/lg de solo*)

Rizosfera Rizoplan Rizosfera Rizoplan Péso séco

Solo sem N

Pangola comum 14 48 91 203 179
Pangola A-24 4,9 5,1 101 282 224
Angols, 4,5 4,6 107 160 13,2
Bermuda Suwanee 5,0 4.8 85 243 12,8
Paspalum 5,1 51 117 147 27,0
Gordura** — — ’ 2 11 37
Testemunha (sem planta) 44 — 56 — —

Solo com NH,NO,

Pangola comum 4,2 4,8 156 137 45,7
Pangola A-24 45 4,7 26 63 40,2
Angola 43 44 96 115 45,0
Bermuda Suwanee 4,6 5,2 39 75 30,9
Paspalum 47 47 67 222 48,2
Gordura** - — 11 22 16,1
Testemunha {(sem planta) 44 — 17 — -

A analise da varidneia, apds transforma- lise de varidneia das amostras da rizosfera,
¢do em /X + 1, e feita excluindo as teste- incluindo os potes testemunhas, verificou-se

munhas, revelou efeito do nitrogénio e da s oo £ - hpi
p > icativo do niimero de bactérias
rizosfera tanto no pH como no nimero de aumento signif vo UMEro

bactérias fixadoras de nitrogénio e diferen- fixadoras de N na rizosfera de Pangola A-24,
¢as entre plantas para o pH. Fazendo-se ani-  Pangola comum, Angola e Paspalum.

*) Neste experimento sdmente tiinhamos Be#jerinckia.
**) Os dados do capim gordura foram incompletos e ndo foram incluidos na
analise da variéncia.



A hipétese da estimulacio seletiva das bacté-
rias que requerem amino-acidos na rizosfera
de grande numero de plantas é demonstrada
por Lochhead & Rouatt (5) e outros autdres
(7). O aumento seletive do nimero de bac-
térias fixadoras de nitrogénio na rizosfera
das gramineas estudadas (Quadro 3), no en-
tanto, indica-nos que as excrecgbes radicula-
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res destas espécies estdo constituidas predo-
minantemente de substincias nao nitroge-
nadas.

Os resultados déste experimento como o
de anteriores (6) nos leva a crer que as bac-
{érias fixadoras de nitrogénio podem ocupar
posicio de destague no balanco da economia
de nitrogénio em solos sob pastagens.

QUADRO 3

EFEITO DA RIZOSFERA DE GRAMINEAS NO SEU EQUILIBRIO MICROBIANO

(0S8 DADOS REPRESENTAM MEDIAS DE 5 GRAMINEAS ALEM DAS TESTEMUNHAS

SEM VEGETACAQO, EM DUAS REPETICOES DO EXPERIMENTO EM CASA DE
VEGETACAQ) *

Solo sem nitrogénio

Solo com nitrogénio

Test.

Rizosfera

Rizoplan Test. Rizosfera Rizoplan
Meio com Albumina
N2 x 1000/1g de solo
Bactérias 1480 1230 1510 1240 1240 2010
Pungos 67 83 78 B3 75 94
Actinomicetos 62 80 58 66 89 132
Meio com NO,
N x 100¢/1g de solo
Bactérias 1200 930 990 1520 900 1500
Silieca gel sem N
N.¢ de microcolénia 1g de solo
Beijerinckia 45 128 275 25 84 107

*

Os dados do Capim gordura nio estio incluidos nestes resultados.

Os resultados déste Quadro estio apresentados em conjunto de tddas as plantas,
pois nio foram observadas diferencas significantes entre as diferente gramineas.
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