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1—INTRODUCAO

Ha poucos anos é que foi caracterizado um novo grupo
de bactérias que fixam, assimbioticamente, o nitrogénio
atmosférico, em solos tropicais. Starkey e DE (12) descre-
veram uma nova espécie como Azotobacter indicum, iso-
lada de solos 4cidos de cultura de arroz, na India.
Burr (1), no entanto, pée em divida a inclusio desta es-
pécie no género Azotobacter. DeErx (3) isolou, na Indonésia,
esta espécie, uma variante dela sem pigmentacio e mais
uma outra espécie; propés junté-las num novo género da
familia Azotobacteriaceae, o qual denominou de Beijerinckia.

Seguindo a nova taxonomia de Tcuan (15), o novo gé-
nero tem as seguintes espécies:

Beijerinckia indica (Starkey e De, 1939, sin. Azoto-
bacter indicum) (12).

Beijerinckia indica var. alba (Derx, 1950) (3).

Beijerinckia motile, (Derx, 1950) (3).

Beijerinckia lacticogenes (Kaufman e Toussaint, 1951,
sin. Azotobacter lacticogenes) (9).

As caracteristicas déste novo género sfo as seguintes:
Gram-negativos, bastonetes retos ou pouco curvados, ca-
racterizados por glébulos redondos muito refringentes, pro-
vavelmente de consisténcia gordurosa; ndo forma endospdro,
as vézes movel, aerdbio, desenvolve-se em meio de pH 3,5-9,0,
fixa nitrogénio atmosférico na auséncia de nitrogénio com-
binado; o crescimento é acompanhado de formacido de 4cido
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e, em algumas espécies, de formacio de grandes quanti-
dades de um muco elastico; nfo se desenvolve em “nu-
trient broth” com peptona.

Pouco se sabe ainda sdbre o papel destas bactérias na
economia do nitrogénio e sua influéncia na manutencgio
da fertilidade dos solos em clima tropical, onde, devido &
acidez, o Azotobacter & encontrado em pequenas quanti-
dades. Tcuan (16) menciona uma distribuicdo relativa-
mente grande de Beijerinckia ao norte do paralelo 20 na
Australia, onde éle isolou éste género de 17 entre 48 amos-
tras de solos com pH compreendido entre 5,1e 7,6.

A presenga, nio muito abundante, mas notavel, de
Azotobacter nos solos 4cidos da regido onde se encontra
instalado o C.N.E.P.A., foi relatada por DOBEREINER (5).

Uma ocorréncia muito maior, verificamos agora, do gé-
nero Beijerinckia, nos nossos solos e, por esta razio, reali-
zamos o presente trabalho, analisando sistematicamente a
distribuicio déste género nas diversas séries de solos da
area territorial do C.N.E.P.A.

2 — MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 4 amostras de cada série, em locais
diferentes, utilizando-se uma espatula esterilizada e reco-
lhendo o material em latas estéreis. Para evitar variacoes
provocadas pela temperatura e pela umidade, coletamos as
amostras de 15 em 15 dias, de modo a obtermos uma amos-
tra de cada série em cada época de amostragem.

As amostras muito umidas eram deixadas a secar ao
ar, por poucos minutos, até terem a consisténcia neces-
saria para passarem através de uma peneira de 1 mm de
malha. Duas sub-amostras de 0,5 g foram distribuidas, téo
uniformemente quanto possivel, em 4 placas de silica-gel
de 9 cm de didmetro (0,5 g para cada 2 placas) .

Usamos o meio de silica-gel de WINOGRADSKY (1M im-
pregnado com a solugdo padrio de WINOGRADSKY e glucose,
com pH=6,0. As placas foram incubadas & 30° C e exami-
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nadas de 2 em 2 dias. As colénias que surgiam eram
marcadas na base das placas; as coldnias maiores se uniam
dificultando e mesmo impedindo a numeracio.

Destas colonias isoldmos, com relativa facilidade, as
bactérias do género Beijerinckia, usando 5 ml de agua es-
terelizada com um pouco de areia, para fazer uma sus-
pensdo com células bem separadas. Nas placas com meio
de agar, inoculadas com esta suspensio, obtivemos colbnias
puras de Beijerinckia. Estas colénias foram logo ino-
culadas em meio liquido com sacarose, para a determinacéo
da capacidade de fixagdo de nitrogénio. O meio usado
para éste fim foi o meio 77 de FrRep ¢ WARSMAN (6), subs-
tituindo o manitol por 15 g de sacarose e acrescentando
0,007 g de NaMoO: ¢ 1,0 g de agar (8). Usamos frascos
de erlenmeyer de 500 ml com 50 ml de meio de cultura.

O nitrogénio foi determinado pelo método classico de
KaeLpann, em aparelho de micro-determinacéo; na digestao,
usamos a mistura de sais (11) constituida de 10 g de sul-
fato de cobre, 1.000 g de sulfato de potassio e 8 g de selénio
pulverizado.

O método de silica-gel é muito discutido por diversos
autores devido & preparagdo demorada e complicada; num
laboratério onde a preparacéio destas placas tornou-se ro-
tina, o meétodo satisfaz plenamente. Uma vez preparadas,
em grande quantidade, as solugdes, de silicato de s6dio, de
acido cloridrico e de sais, as demais operagfes sdo rapida-
mente realizadas. Outra objecio a éste método é a menor
sensibilidade, notada por JENSEN (7), TcHAN (14) e também
por DoBEREINER (5), em relacdo aos meios liquidos, As
bactérias dentro do solo ocorrem, normalmente, em colé-
nias pequenas. Na placa de silica-gel, inoculada com 0,25 g,
aparece uma colonia grande de cada micro-colénia do solo;
no meio liquido trabalha-se com 1 g de solo, ou mais, em
cada frasco e, assim, de uma Unica célula, em uma grama,
pode se desenvolver uma cultura de Azotobacter ou de Bei-
jerinckia. Achamos que na pratica uma tnica célula nio
apresenta interésse mas sim o numero de microcolénias em
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uma grama de solo, ativas e eficientes. Por esta razio foi
que usamos nestes ensaios somente o meio de silica-gel.

Para o exame microscopico rapido preparamos laminas
em “vet mount” com uma géta de Lugol. £ muito facil
identificar por éste método as células de Beijerinckia, com
os dois glébulos tomando coloragdo amarelo-pardo. Para o
estudo morfolégico mais detalhado, desenvolvemos as se-
guintes coloragoes:

a) — Coloragdo mnegativa (BURRI, modificado)

Esfregar com laminula uma géta de uma cultura li-
quida com duas goétas de uma solugio saturada aquosa
"de Nigrosina. As células com os glébulos aparecem brancas
e .a massa mucilaginosa colorida de réxo.

b) — Coloragdo dos glébulos

Preparar a limina, esfregando com alga uma godta de
cultura com uma géta de acido cloridrico a 2%, agque-
cendo na chama, com cuidado, para nio ferver. Assim, o
muco se dissolve o que facilita a entrada do corante. A
‘coloracdo é obtida em 10 minutos com solucio saturada
de Sudan Black em 4&lcool & 70 %; os globulos aparecem
uniformemente pretos.

c) — Coloracdo do plasma e dos glébulos

Preparar a lamina como em &; corar 15 minutos em
solugao saturada de Sudan III em 50 % de alcool e 50 % de
glicerina. Lavar com 4gua e, em seguida, corar 15 minutos
em violeta de Genciana, solucdo aquosa 0,01 %. Os glo-
bulos aparecem coloridos de alaranjado e¢ o plasma roxo
intenso.

Os solos utilizados sfio caracteristicos das séries Ita-
guai, Ecologia arenoso, Ecologia areno-limoso, Guandd e
Seropédica (10).



3 — RESULTADOS
QUADRO I
RESULTADOS GERAIS

Nuamero de ma-

Numero de mi-

Data da N Nimero de | Nimero de by >
SERIE coleta Vegetagio | pH bacterias por | yungos por | O o e O ek
das amostras /1009 | 19 X 12000 | Zg X 1000 por 1 g. por 1 g.
16/3/65 Mudas de citrus] 4,00 0,07 2860 —_ 0 0
1/4/565 Mata 4,40 0,27 —_ —_ 0 8
ITAGUAtL
20/4/55 Pasto natural b.25 0,20 5000 T2 1 27
13/5/65 Mudas de citrus| 5.87 0,09 1490 13 52 2
!
Coqueiral com —
18/4/56 adubagio verds 4,30 0,10 2695 0 0
1/4/565 Pasto natural 4,55 0,08 —_— - 0 24
ECOLOGIA
tipo arenoso
20/4/55 Mandiocal 4,40 0,06 2120 25 0 0
13/5/55 Pasto enterrado 4,03 0,05 667 36 1 T4

(Continuag)



(Conelusdo do Quadro I)

bt
Dats da N Nimero de Nimera de | Numero de mi-| Namero de mi-
SERIE | ot | VTt (o soctirias gar | pinges per | “Toecties oo encelon; oe
das amostras |g/100 9 1 g %X 1000 ig'x 1000 or 1 g pitd
16/3/55 Pasto natural 3,80 0,09 3006 —_ 0 163
ECOLOGIA 1/4/86 Mata 5,20 0,10 —_ — 0 21
tipo
areno-ltmoso 20/4/55 | Pasto natural | 372 0,06 910 55 0 P
13/5/66 Arroz enterrado 5,02 0,09 3160 136 3 401
- 16/3/55 Cultura de arroz 4,80 0,26 6919 —_ 1 16
1/4/65 Cultura de arroz| 6,10 0,23 -— — 1 66
GUANDU -
20/4/66 Pasto matural 5,10 0,25 7740 50 0 39
13/3/55 Cultura de arroz 5,60 0,13 3650 63 1 109_
13/5/b65 Pasto natural 3,75 0,08 2413 —_ 0 89
1/4/556 Pagtc natural 4,20 0,08 —_ -— 1] 72
SEROQOPEDICA
20/4/55 Pasto natural 4,20 0,12 4810 87 0 251
13/5/55 Pasto natural 4,30 0,08 2600 166 1 13




QUADRO II
FIXACAO DE NITROGENIO

mg de N por 1 g

!
SERIE N.o de sacarose, fixado ] OBSERVACOES
em 22 dias i
i
1 11,0
2 11,2
ITAGUAL 3 6,5 Cultura contaminada
4 1.7 Cultura contaminadsa
5 10,8
6 9.4
ECOLOGIA
tipo arenoso 7 10,0
8 0.4
Y 9.9
.2
ECOLOGIA 10 9
tipo areno-limoso 11 8.8
12 9,2
13 59
12 6,9
GUANDU
16 8,3
16 6,7
17 124
18 — Amostra perdida
SEROPEDICA
19 11,7

29 119
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4 — DISCUSSAQ

Trés a quatro dias apés a inoculagio das placas de
silica-gel, apareceram poucas colbnias de Azotobacter. So-
mente nas placas inoculadas com uma amosira da série
Itaguai, de pH mais elevado (pH = 5,87), apareceram 52
colonias de Azotobacter por uma grama de solo. Verifi-
camos, porém, em 8 das 20 amostras, com pH de 3,7 até
5,8, a presenca de Azotobacter.'

A partir do décimo primeiro dia depois da inoculacio,
aparcceram as colonias de Beijerinckia. Achimos a dife-
renciagdo mais facil e segura, entre Azotobacter e Beije-
rinckia, pelo tempo de aparecimento das coldnias. Exa-
minémos mais de 200 colénias, aparecidas depois de 11 dias
em silica-gel, identificando tédas como Beijerinckia.

As colbnias de Beijerinckia, em geral, cresceram rapi-
damente, formando um muco elastico muito abundante;
S&0 colénias elevadas, brilhantes, brancas e uniformemente
turvas. Em placas de silica-gel e sacarose, as colbnias sdo
menos duras e elevadas, espalhando-se mais rapidamente
sébre a placa, dificultando a numeragio. Por esta razdo,
damos preferéncia & glucose sdbre a sacarose, apesar desta
ultima proporcionar um desenvolvimento mais abundante.

O exame microseépico revelou as formas tipicas de
Beijerinckia indica, de tamanhos variando entre 2,6-48
0,7-1,5 micra, em nutricdo de sacarose. Em meio de ghu-
cose, verifica-se o aumento do tamanho dos glébulos até
2-3 micra, porque as células incham, nas extremidades, as
vézes tanto que o plasma aparece como uma pelicula cir-
cundando os grandes glébulos. Essas formas grandes ino-
culadas em meio liquido de sacarose adquirem, novamente,
a forma normal.

As caracteristicas fisiologicas destas bactérias concor-
dam com a descricio de STARKEY € DE e de DERxX:

a) — crescimento 6timo em sacarose e glucose;
b) — crescimento médio em manitol, alcool etilico, agar
albuminado;
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¢) — crescimento fraco em dextrina, “nutrient broth”
com glucose;

d) — nenhum crescimento em “nufrient broth” com
peptona;

e) — em meio de agar com pH 2,9 até 84, a bactéria
se desenvolve bem.

As bactérias sdo gram-negativas, formam &cido a partir
de carbohidratos. Ndo foi observada motilidade, apesar de
STARKEY a ter observado em certas condigdes. Pigmento
pardo claro depois de 3-4 semanas, observamos na maioria
das tribos isoladas; algumas tribos aparecem sem pig-
mento (var. alba, Derx).

Além de Beijerinckia indica e a variedade alba, que
dominaram, encontramos, ainda, em menor quantidade,
outras espécies de Beijerinckia que ainda néo identificamos.

No Quadro I apresentamos os numeros das colonias em
silica-gel, para uma grama de solo das diversas séries, o
pH, o teor de nitrogénio de cada amostra coletada, bem
como os numeros totais de bactérias, fungos e Azotobacter.

O Quadro II mostra a capacidade de fixagio de nitro-
génio de quatro tribos de cada série de solo.

A ocorréncia abundante de bactérias do género Bei-
jerinckia, que até a presente data somente foi isolada na
Australia, India e Indonésia, pode nos indicar uma das res-
postas & pergunta sébre o suprimento de nitrogénio em
nossos solos.

Apesar de Tcuan (16) ndo achar correlagdo entre solo,
vegetacio e ocorréncia de Beijerinckia, pensamos, no en-
tanto, haver esta correlagdo. Com uma excessio verificada
na série Ecologia tipo areno-limoso a vegetacio de pasto e
arroz parece favorecer o desenvolvimento de colnias de
Beijerinckia.

Os numeros mais altos foram observados nos solos das
séries Ecologia tipo areno-limoso e Seropédica, provavel-

LY

mente devido & maior pobreza désses solos (2).
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J A auséncia de Beijerinckia nos solos sem cobertura ve-
getal da série Ecologia tipo arenoso, pode ser explicada
pelo baixo teor de matéria orginica além das deficiéncias
Mminerais.

Estas justificativas ndo podem, certamente, ser abso-
lutas, representam, apenas, uma tentativa de explicacdo do
fato; devemos ter em vista que o complexo equilibrio da
vida microbiana no solo depende de um numero muito
maior de fatres,

As bactérias do género Beijerinckia nio parecem sen-
siveis 4 acidez do solo, pois achamos grandes ocorréncias
em solos com pH 3,8; 4,2, etc. Bste fato, nos deixa com-
preender a ocorréncia destas bactérias em nossos solos
acidos, onde o género Azotobacter se desenvolve com limi-
tagtes.

A capacidade de fixacdo de nitrogénio, das tribos iso-
ladas dos solos das varias séries, varia entre 5,91 e 12,4 mg
por uma grama de sacarose, 0 que corresponde aos dados
de JENSEN, STARKEY, etc,

Pelo fato de térmos realizado tais determinacdes de-
pois de obtermos culturas em meios artificiais em tempo
mais curto possivel (no maximo 25 dias), foi-nos possivel
verificar uma diferenca na capacidade de fixacdo entre
as linhagens isoladas das diversas séries de solos. Obser-
vamos uma capacidade menor das bactérias isoladas dos
solos da série Guandu, provivelmente devido & relativa ri-
queza désses solos em nitrogénio e matéria orgénica.

5 — CONCLUSOES
Os resultados obtidos nos possibilitam concluir:

1) — Ha ocorréncia do género Beijerinckia nas séries de
solos da area territorial do C.N.E.P.A.

2) ~- A major ocorréncia é nos solos das séries Seropédica
e Ecologia tipo areno-limoso.

3) — A maior ou menor ocorréncia de Beijerinckia, prova-

velmente, est4 na dependéncia da cobertura vegetal,
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das caracteristicas fisicas e quimicas do solo e, ainda,
do teor de nitrogénio orgénico.

4) — O pH do solo parece néo interferir na ocorréncia de
Beijerinckia; verificAmos a existéncia de colonias
desde pH 3,7 até 5,8.

5) — O génerc Beijerinckia tem uma capacidade de fi-
xacdo do nitrogénio atmosférico idéntica & do género
Azotobacter,

6) — As tribus isoladas de solos que continham nitrogénio
orginico (solos com teor de matéria orgénica relati-
vamente alto) foram as que apresentaram menor
poder de fixagdo de nitrogénio.

6 — SUMARIO

Bactérias do género Beijerinckia, isoladas, até a pre-
sente data, somente de solos da Austrilia, India e Indo-
nésia, foram constatadas em grande abundéncia nas séries
de solos que ocorrem na &rea ferritorial do Centro Na-
cional de Ensino e Pesquisas Agronodmicas, municipio de
Itaguai, Estado do Rio de Janeiro.

A maior ou menor abundancia destas bactérias parece
estar relacionada com a vegetacdo e com as caracteristicas
fisicas e quimicas dos solos.

Dois, dos trés solos mais deficientes em elementos nutri-
tivos, apresentaram maior quantidade de colbnias.

O pH do solo ndo parece influenciar a ocorréncia das
bactérias.

A capacidade de fixacdo de nitrogénio, das tribos aqui
isoladas, pode ser comparada & capacidade demonstrada por
Beijerinckia isolado nos paises orientais e mesmo a capaci-
dade de fixacio do género Azotobacter.

Notou-se uma maior capacidade de fixacio nas tribos
isoladas de solos pobres; o minimo de fixacio foi observado
nas tribos isoladas de solos com maior teor de matéria
organica e nitrogénio.
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7 — ZUSAMMENFASSUNG

Die bisher nur in Australien, Indien und Indonesien
bekannten, stickstoffbindenden Bakterien des Genus Beije-
rinckia (Derx 1950) wurden in grosser Zahl in den Boeden
des Centro Nacional de Ensino e Pesquisas Agronémicas im
Bezirk Itaguai, im Staate Rio de Janeiro, Brasilien gefunden.

Die groessere oder kleinere Anzahl der Beijerinckiako-
lonien scheint abhaengig von den physikalischen und che-
mischen Eigenschaften des Bodens und von der Vegetation.
Zwei der drei aermsten Boeden enthielten die meisten Bei-
jerinckiakolonien.

Der PH des Bodens scheint ohne Einfluss auf die Entwi-
cklung dieser Bakterien.

Das Stickstoffbindevermoegen der hier isolierten Staem-
me von 5,9 bis 12,4 mg N/1g Sucrose ist achnlich denjenigen,
der in den oestlichen Laendern isolierten Beijerinckia und
gleichbedeutend mit dem von Azotobakter.

Die aus armen Boeden isolierten Staemme Zeigen eine
hoehere Stickstoffbindung, und die geringste Stickstoffbin-
dung wurde bei den vier, aus dem stickstoffreichsten Boden
isolierten Staemmen festgestellt.

8 — SUMMARY

Bacteria belonging to the genus Beijerinckia (syn.
Azotobacter indicum) which have been reported in some In-
dian, Australian and Indonesian soils were found in great
abundance in the soils occurring in the area of the Centro
Nacional de Ensino e Pesquisas Agrondmicas in the Itaguai
District, Rio de Janeiro State, Brazil.

The number of colonies of Beijerinckia in one gram of
soil determined in Petri dishes with silica gel media varied
somewhat between O and 401. Among 20 samples of five
different soil series only three didn’t contain Beijerinckia.

The abundance of these bacteria seems to be related
with the vegetation and the physical and chemical proper-
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ties of the soils. The soil pH seems to have no influence on
the occurrence of the Beijerinckia because it was found a
great number of them in soils with pH 3,5-4,2 etc. This fact
explains why these bacteria can develop in our acid soils,
where Azotobacter develops only with limitations and also
it can indicate to us the answer to the question of nitrogen
supplement of our soils.

The N-fixing capacity of the isolates strains can be com-
pared with the capacity of Beijerinckia isolated in the Qrien-
tal Countries and even with the capacity of Azotobacter.
It was observed a higher N-fixing capacity by the strains
isolated from poor soils; the lowest fixation was observed
on the strains isolated from the soil richest on organic matter
and nitrogen.
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Placa com silica-gel, inoculada com galo,
mostrando colénias de Beijerinckia.

Beijerinckia em meio de sacarose, forma normal, coloragio
violeta de Genciana. Aumento: 1200 x.



Beijerinckia em meio de sacarose, coloragio Sudar. Black.
Aumento ; 1200 X,

Beijermckla. em meio de sacarose, coloracio negattva
de Nigrosina, Aumento. 1200 x.



Beijerinckia em meio de glucose, coloragio violeta de Genciana,
Aumento: 1200 x.

Beijerinckia em meio de glucose, coloragdo Sudan Black.
Aumento: 1200 x.



4

Beijerinckia em mejo de glucose, coloracio negativa
de Nigrosina. Aumento: 1200 x.

= . i i

Beijerinckia em meio de glucose, coloraciio violeta de Genciara,
mostrando a capsula mucilaginosa. Aumento: 1200 x.
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