Secio: Solos

Azotobacter paspali sp. n, UMA BACTERIA FIXADORA DE
NITROGENIO NA RIZOSFERA DE Paspalum®

JOHANNA DOGBEREINERZ

Sumdrio

Encontrou-se um névo microorganismo fixador de nitrogénio atmosférico no rizoplan e na rizosfera de
Paspalum plicatum e Paspalum notatum, especialmente neste dltimo vulgarmente conhecido como grama
forquilha ou grama batatais. Entre 76 amostras de solo do rizoplan de P. notatum, apenas uma nio con-
tinha a nova bactéria sendo seu solo o mais 4cido dos pesquisados (pH 4.8). Oitenta e uma amostras do
rizoplan de outras espéeies de plantas incluindo cinco espéeics de Paspalum foram tddas negativas.

A bactéria em questio se enquadra no género Azotobacter mostrando como caracteristicas diferenciais cé-
lulas filamentosas em culturas novas, aspecto peculiar das colénias em placas de silica gel com citrato de
cilcio e ainda a inabilidade de usar certos agticares e o tartarato. Foi proposto o nome Azotobacter paspali

sp. n.

Discutin-se a possibilidade do ndvo microorganismo ocupar posi¢io intermediiria na evolugio colocando-
-se entre bactérias assimbiticas fixadoras de N e bactérias que agem na simbiose das legumincsas.

INTRODUGCAO

A ocorréncia de bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico na rizosfera de plantas tem sido objeto
de intmeros estudos {Allison 1847, Krasilnokov 1938,
Rubenchik 1963}, pois na rizosfera hd maior possi-
bilidade de fornecimento de material energético ne-
cessario para a fixacio do nitrogénio molecular.

Encontrou-se, em trabalhos anteriores uma popu-
lagio abundante de Beijertnckia spp. na rizosfera da
cana de agiicar {Dibereiner 1959, 1961), do arroz
{Dobereiner & Ruschel 1961} e de algumas grami-
neas forrageiras (Ruschel & Débereiner 1965). En-
tretanto espécies do género Azotobacter nio tém
sido encontradas em major niimero na rizosfera de
diversas plantas (Allison et al. 1947, Rovira 1963).
Aumentos ocasionais desta bactéria na rizosfera tém
sido atribuidos a efeitos indiretos através de produtos
de decomposigio de raizes mortas (Rubenchik 1963).

Ruschel e Britto {1966) foram os primeiros a notar
ocorréncia abundante de bactérias fixadoras de N na
rizosfera de Paspalum notatum e Ruschel e Dobe-
reiner {1965) notaram além de Beijerinckia, na ri-
zosfera de P. notatum e Cynodon plectostachyus

1 Este trabalho foi recebido para publicagic em 21 de
julho de 1966 e constitui o Boletim Técnico n.° 34 do
Tnstituto de Pesquisas e Experimentagio Agropecudrias do
Centro-5ul {IPEACS). ‘Trabalho subvencionado pels Con-
selho Nacional de Pesquisas e pela Alianga para o Progresso
— Projeto de Pesquisas Minitério da Agricultura (Departa-
mentoe de Pesquisas e Experimentagio Agropecudrias) e
USAID — Brasil (Instituto de Pesquisas IRI).

3 Eng.® Agronomo da Segfio de Solos do IPEACS,
Km 47, Campo Grande, Rio de Janeiro ZC-26.
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nimeros elevados de Azotobacter, mesmo em solos
acidos. A ocorréncia de Azotobacter nestes casos foi
atribuida a elevagio do pH na rizosfera destas
plantas.

P. notatum € uma graminea de ocorréncia espon-
tinea em téda regiio Centro-Sul e Sul do Brasil
vulgarmente conhecida como grama forquilha ou
grama batatais, sendo planta invasora especial-
mente em solos de baixa fertilidade como os do cer-
rado. Espécies de Paspalum constituem um dos
componentes principais dos pastos naturais do Rio
Grande do Sul e do Uruguai sendo o Paspalum no-
tatum dominante nos solos arenosos e lavados (Ce-
tringulo 1966) .

No presente trabalho sdo apresentades estudos mais
detalhados do Azotobacter que ocorre na rizosfera
desta planta, chegando-se a conclusio que se trata
de uma nova espécie que além de virias caracteris-
ticas diferenciais ainda parece especifica para a ri-
zosfera daquele vegetal.

MATERIAL E METOQDOS

Amostras de solo da rizosfera e do rizoplan das
diversas plantas foram retiradas com enxada esterili-
zada com 4lcool e preparadas no mesmo dia da se-
guinte maneira: as plantas foram colhidas com um
bloco de solo, o qual apés desprendimento por agita-
¢io, constituia a amostra da rizosfera. As amostras de
solo do rizoplan (superficie da raiz) foram obtidas re-
tirando-se com a mfo esterilizada com 4lcool e séea
a camada de solo aderente as raizes apos rigorosa
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limpeza para eliminar agregados maiores, Para estudos
quantitativos éste solo foi peneirado por uma peneira
de 1mm, pesado em balanga analitica e 100 mg es-
palhados sdbre cada placa de silica gel. Nos estudos
qualitativos, aproximadamente a mesma quantidade
de solo foi distribuida diretamente das rafzes sbbre
as placas, Nestas determinagBes a ocorréncia espord-
dica de até trés coldnias por placa ndo foi considerada
positiva,

As placas de silica gel foram preparadas pelo mé-
todo de Winogradsky usando-se a solugio de sais
com pH 6.5 e glucose ou citrato de calcio como
fonte de carbono.

O meio de cultura para os ensaios diversos foi o
de Lipman modificado:

KHPO, ...........ol, .. 0.2¢g
MgSO,.TH,O .....oviett, 0.2¢g
CaCl, ...oooviiiiiiiiina 0.02g
FeCl, sol. & 10% ........... 1 gbta
SACHIOSE  .vvvrvransrnrnnnsers 10 5u 2¢g
AZAL-ATAL v v venn v v v onnnsns 15 0ulg
ILO o . 1000 ml

Quando indicado no texto foram adicionados, por
litro, 5ml de soluciic alcodlica de azul de bromoti-
mol 4 0.5% ou 0.005 g de Na,MoO,.

No ensaio stbre o efeito do pH (Fig. 1) foi usade
o seguinte meio:

MESO,.THO .ooriinninns 0.125g
CaCl, .ovvviviiiiininnnns 0.200 ¢
Fe,(SO,); «ovviiiiiiiiin, . 0.025g
MnSO, HLO ..vvvvvrnnnn.. 0.025 g
Na,MoO, ......covivnant. 0.005g
BACAFOSE  +ru v rronrinns 50¢g

HaO vveieeeneinnns 1000 m’

Os diferentes tampdes para éste meio foram obti-
dos através de relagbes crescentes de KH,PO,/
/Na,HPO, na concentracdo de 0.047 M. Estes tam-
pdes foram suficientes para estabilizar o pH das
culturas durante 7 dias, pois medigdes no final do
ensaio mostraram que o pH em nenhum dos frascos
desviou-se mais que 0.2 unidades do inicial.

O nitrogénio fixado foi determinado pelo método
de Kjeldahl {semi-micro) com HgO como catalisador.
Subtraiu-se o teor de N em frascos testemunhas do
N-total em cada frasco.

Para os testes comparativos foram usadas culturas
de Azotobacter chroococcum, A. vinelandii, A. ma-
crocystogenes e A. agilis provenientes do Instituto
Nacional de Tacnologia Apropecnéria, Argentina, e
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FIG. 1. Efeito do pll do meio de cultura no desenvolvi-
mento de irés microorganismos. Frascos de Erlenmeyer de
125 ml com 20 ml de meio incubado durante 7 diaz em
temperdtura  ambiente no agitador meodnico (142 rpm}.
Melo de cultura temponado com diferentes relagbes de
KH PO fNa HPO 0.067 M. O pH final em nenhum dos

frascos vartou mais que 0,2 unidades do inicial.

enviadas por gentileza da Dr.® Nélida Giambiagi. As
culturas de Beijerinckia spp. e de Derxia sp. tinham
sido isoladas em nosso laboratério.

RESULTADOS
Ocorréncia

Placas de silica gel, impregnadas com solugio de
sais de Winogradsky e com citrato de cilcic como
fonte de carbono, quando inoculadas com solo do
rizoplan ou rizosfera de Paspalum notatum ou P. pli-
cotum, apresentaram apoés cinco dias de incubagio &
34°C colonias com caracteristicas de um névo Azo-
tobacter. Placas com tratamento igual porém inocula-
das com culturas puras de Azotobacter chroococcum,
A vinelandii, A, agilis, A. macrocystogenes, Beije-
rinckia indica, B. fluminensis ou Derxia sp. apresen-
taram aspecto diferente, enquanto as inoculadas com
culturas puras do névo microorganismo apresentaram
aspecto idéntico, aquelas inoculadas com solo da ri-
zosfera de P. notatum. Ficou assini possivel identifi-
car a nova bactéria ja4 nas placas de silica gel.

A freqiténcia de algumas espécies da familia Azo-
tobacteriacede em amostras de solo provenientes do
rizoplan de vér'as espécies forrageiras pede ser visto
ro Quadro 1. Verilica-se que 75 das 76 amostras
proverientes do rizoplan de Paspalum notatum e
duas das trés amostras de P. plicatum continham
Azotobacter sp. n. sendo que a tnica amostra do
P. notatum negativa foi de um solo com pHl 4.8. O
rizoplan de qualquer das outras plantas estudadas,
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QUADRO 1. Ocorréncis de baclérias fizadercs de nifregénio ne rizeplon
de forrageiras

Amosttas contendo

N.o de
Planta amostras A ehroococtwm Azofobacter  Derzia &p.
analisadns 4. vinelondii Ep. 1.

Ne %% No 9 R

Paspalum nolatum. ., ., - 78 i3 17 75 98 12 15
Paspalum plicatum.., . 3 1 33 2 656 4] 0
Paspalum spp.a... ... 27 2 7 1] ] 0 0
Outras gramineasb. . .. 63 I7 26 4 i} 0 0
Leguminozane. . ....... 12 2 15 1] ] 1 8
Qutras familias 10 4 40 [} 0 2

&P, Coptezum, P. vaginafum, P, fosciculatum, P, maritimum
P. erianthum,

bPericum mazimum, P, antidefati, P, clendeslinum, P, coloratum,
P, deusirum, P, repens, P, bulhosum, Cynodon plectostachyue, Cynodon dactylon,
Setaria sphacelats, 8, longisefa, Melinis mulliflora, Chioriz distichophyla,
Oh. gayana, Andropogon infermedius, 4. payunus, d croscere macrum, Digilaris
pentrit, D. decumbens, Pennigelum ciliare, Roilboellia selloane, Brachiara
dictyonenra, A xonopus ailenuctud, A. compressun, Trip australe, Cybopog
citratug, Corladeria orgentes, Tripsacum daclyloides, & outras espécies nio
identificadas.

<Calepogoni; ides, Lofus cornfculatus, Medicage sotiva, Cen-
troseme pubescens, Pueraria javanics, Phaseoluyn arlhropurpureus, var. sirafro,
Arachis plabrata, Chaelocaliz habercarpa € outras espécies nio identificadas,

mesmo o das outras espécies de Paspalum ndo apre-
sentou 0 ndvo microorganismo.

Azotobacter chroacoccum e A. vinelandii ccorreram
com menor freqiiéncia mas em varias plantas, Nota-
-se, ainda no Quadro 1, em 15 amostras de solo, a
ocorréncia de Derxia sp. bactéria esta descrita por
Jensen et al. (1960) mas ainda nio confirmada na
literatura.

No Quadro 2 encontra-se a andlise quantitativa de
algumas das amostras incluidas no Quadro 1, apre-
sentando contagens de Azotobacter sp. n. em solo
do rizoplan e da rizosfera. Na maioria das amostras
do rizoplan de Paspalum notatum o nmimero de micro-
organismos em questio era tio elevado gue nio foi

QUADRO 2. Qcorréncia de Azolobacter sp.n. na rizosfura e rizoplan
de irés graminecs forrageiras

pH do N.o de microcolonias/g de solo

Planta solo
: Rizoplan Rizoslera

Pesprium nofatum. . . 5.3 160 . 0
> > §.2 > 1000 400
> > 7.6 600 0
* > 5.7 > 1000 180
» > 4.8 0 0
» » 7.8 > 1000 30
» » 5.3 780 410
» » 5.0 > 1000 190
» > 5.2 450 1680
» > 5.4 > 1000 700
» » 4.9 > 1000 > 1000
» » 5.7 > 1000 260
» » 5.0 > 1000 410
» > 5.4 > 1000 210
» P 52 > 1000 490
5.1 ] 0

4.7 (] [

5.0 0 ]

6.0 0 4

» > 5.5 0 0
> » 52 0 0

possivel sua contagem (muais que 109 coldnias por
placa). Tédas as amostras da rizosfera continham
menos Azofobacter sp. n. que as correspondentes do
rizoplan. Enquanto tddas as amostras do rizoplan de
Paspalum notatum com plIl acima de 4.8 continham
Azotobacter Sp. n., as amostras de outras gramineas,
mesmo quando em solo com pH 6.0 ndo o apre-
sentaram.

Caracteristicas culturais

Foram isoladas numerosas estirpes do névo orga-
nismo e selecionadas quatro para estudos mais de-
talhados.

Coldnins em placas de silica gel com citrato de
cileio e incubadas, a4 34°C, aparecem normalmente
no quinto dia. Ocasionalmente surgem colénias no
quarto ou sexte dia nio havendo no entanto um
prazo prolongade de aparecimento de colonias como
no caso de Beijerinckia. A parte inferior da camada
de silica gel comeca amarelecer ficando o pigmento
aparentc em contraste com o citrato de cilcio branco
na superficie da silica gel. Logo em seguida, com
a solubilizagio do citrato pela formagdo de pequenas
col6nias. aparecem nwmnerosas dreas circulares e trans-
parentes, que se alargam ripidamente, até que no
sétimo dia apds a inoculagdo todo o citrato é solu-
bilizado desaparecendo também o pigmento amarelo.

Coldnias em meio de agar sem N sio brancas, se-
mi-transparentes, redondas, {midas e elevadas no
principio, mais tarde razas, sécas e leitosas, freqiien-
temente irregulares. Em agar com azul de bromoti-
mol o centro destas coldnias toma coloragio laranja
dando &s mesmas um aspecto muito caracteristico.

Em mejo liquido com glicose incubado sem agi-
tago observa-se ripido desenvolvimento do organis-
ma, resultando em flocos e tiras brancas (que caem
depositando-se no funde do frasco. Forma-se ainda
maior ou menor quantidade de um pigmento amarelo
soldvel. Este pigmento nio se observa quando os
frascos sfo incubados no agitador. Tadas as estirpes
pesquisadas quando incubadas no agitador mecinico
{142 rpm) produzem pigmento roxeado em meio li-
quido com citrato de cdlcio.

Caracteristicas morfoldgicas

Nos meios de cultura mais favordveis, isto é, com
glicose, sacarose, maltose e citrato de cdlcio, em
culturas de 24 hs de idade, as células se apresentam
em forma de kastenetes de tamanho uniforme de
1.2 X 4 — 10 p, com citeplasma homogéneo e muite
moéveis (Fig. 2}, As células crescem rapidamente
formando apés 48 hs. filamentos de  comprimento

Pesq. agropec. bras. 1:557-365. 1966
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FIG. 6. Azotocbacter sp.n. em meio liquide com sacarose
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FIG. 4. Azotobacter
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Caracteristicas fisiologicas

O organismo nio se desenvolve em calda nutritiva
mesmo na presenca de glicose, Leite de litmus nfo
¢ modificado em 20 dias. Otimo ou bom desenvol-
vimento é obtido em meio sem N (Lipman mod.)
com glicose, sacarose, galactose, maltose, metanol,
butanol, etancl, manitol, glicercl, lactato, acetato, c-
" trato, amido e dextrina. Mal ou nenhum desenvolvi-
mento se obtém no mesmo meio com arabinose,
lactose, manose, levulose, tartarato, benzoato, oxa-
lato e 4lcoo! amilico. Forte produgdo de 4cido (ama-
relecimento do agar com azul de bromotimol) ¢
chservado com glicose, sacarose, galactose, maltose,
metanol, etanol, manitol, amido e dextrina. Em gli-
cerol e butanol apesar de bom desenvolvimento a
produgdo de dcido varia com as estirpes. Produgio
de 4dcido com os sais sddicos ou edleicos dos 4cidos
orginicos nio ficou aparente pois se houve, foi neu-
tralizada pelo cation liberade 4 medida que o dcido
foi sendo usado.

Em relagio ao oxigénio o organismo se comporta
como as outras espécies de Azotobacter, necessitan-
do mais oxigénio que o género Betjerinckia. O efeito
da agitagdo no desenvolvimento de algumas espécies
pode ser visto nos Quadros 3 e 4. Verifica-se que tan-
to desenvolvimento como fixagio de N do ndvo orgr-
nismo sdo acelerados pela aeragio do meio, 0o mesmo
nio acontecendo com Beiferinckia,

QUADRO 3. Efeilo da derdiio no desenvolvimento de baclérias
fizadorae de nitrogénis, em melo de culturas

Agitador mechinicos Sem agitagio

Espécie
DO  pH final D.0. pH fina!
Aovinelandii.................. 351 6.3 100 5.0
Aeotobacler ep.n, (Ax-4) 160 5.0 129 5.7
Azolobacter sp.n. (Ax-8).. 165 5.0 140 5.4
Beijerinckio sadica (B-T)...... 130 4.4 144 5.2
Beijerinckia indica (B-8)...... m 4.8 136 5.4

2Frascos de Erlenmeyer de 125ml eontendo 50m! de meio com 1% de
sacarose; incubagio de 10 dias em temperatura do ambiente,

FDensidade dtica medida num eclotimetro Klett Summerson com filtre
0o §4 (520-540). .

0142 rpm,

QUADRO 4. Efeife da aeragdo na fizucdo de nitrogénio por
Azctobacter sp.n. em melo de culturar

mg N fixado/lg sacarose
Azotobecter spa.

Ax-3 Ax-4 Ax-5
Agitador mecBinico™ 24h/dia........ 5.1 8.0 6.2
Agitador mechnico  Bh/dia,. . 4,3 3.7 4.0
Agitador manual 2x/dia. .. .. 34 2.7 3.3
Bem agitacio......oiiiiiiiiias 3.2 2.9 4.2

sFrascos de Erlenmeyer de 125m] eontzndo 50ml de meio com 0.29 de
sacatose, Jncubade em temperatura do ambiente durante 7 dias.

h142 rpm,

Temperaturas bastante elevadas proporcionaram
4timo desenvolvimento do ndvo organisme. Os dados
apresentados no Quadro 5 mostram que tanto as
colénias de Azotobacter sp. n. como as de Derxia sp.
apareceram mais rédpidamente e em maior niimero
quando incubados em 37°C do que quando incubados
em 34°C,

QUADRD 5. Efeifo da temperaluwa e da fonte de corbono no
desenvolvimento de Azotcbacter spa. ¢ de Derxia spa

Citrato de Ca Glucose
Temp. Espérie —

4 dias 5 dias 4 dias 5 dias

20.0C  Azolobacter sp.u. 50 140 0 0
er2t8 EDu.... .. 30 30 20 20

24.0C  Azolobacter sp.n. 250 > 1000 0 10
Derzia ep....... 30 30 10 10

37.0C  Azotobacler sp.n, 600 > 1000 0 0
Derzria sp.,........... 50 60 10 1

aPlacas de silica gel inoculadas com 100mg de solo do rizoplan de
Pazpalum nolatum; (s dados representam nimero de microcoldnias/lg e
médias de 2 placas.

O organismo mostrou uma faixa relativamente es-
treita de tolerdncia ac pH do meion. Na Fig. 1 se pode
comparar o eléito do pH do meio no desenvolvimen-
to de vérias espécies. O ndvo organismo mostrou
otimo crescimento em pH 6.6 ndo tendo mostrado
desenvolvimento abaixo do pH 5.5, enquanto o pH
6timo € minimo para Azotobacter vinelandii e Beije-
rinckia indica que foram 7.1 e 5.2 para o primeiro
e 5.9 ¢ 4.8 para o segundo respectivamente.

A paralizagdo do crescimento de Azotobacter sp,
n,, quando pela propria produgic de dcido o pH
5.2 foi atingido, ainda ficou aparente nos dados

QUADROD 6. Efeito do capacidade de neulralizzgiio do meio de cultura

na fizagio de N por Az tobactsr sp.n. e Beijerinckia indica
{miéding de duns repelicies)s

Relagio B. indica Azofobacter sp.n.
K HPOKH:POy  pH
(0.027) inieial e mg D.O. pH final
N/100ml  Nj100:n1

4:0 7.35 7.3 1.8 172 5.2
3:1 71.30 12,1 31 248 5.2
2:2 7.20 1.2 0.5 126 5.1
1:3 7.00 9.5 0.¢ 72 5.2

oFrascos de Erlenmeyer de 250ml contendo 26m] de meio eom 19 de
sacarose incubados durante 15 dias com agitazio manual uma vez por dia,
em 30.2C. A sacarose nfo terminou em nenhum dos frascos,

apresentados no Quadro 6. Neste ensaio ndo deve ter
sido o pHl inicial mas sim a neutralizagdo pelo meio,
da acidez produzida, que foi responsivel pela dife-
renga entre os tratamentos, pois o crescimente, em
todos terminou quande o pH 5.2 foi atingido. Este
foi uniforme em todos os frascos, enquanto o desen-
volvimento e o nitrogénio fixado variou com os tra-
tamentos. A fixacio de N por Beiferinckia foi menos
afetada pelos tratamentos, provivelmente porque o
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pH baixo resultante de seus produtos metabélicos niio
afetou seu desenvolvimento. )

No Quadro 7 sio apresentados os resultades de
um ensaio de fixagdo de N comparando como subs-
tratos & sacarose com e sem neutralizacfio e o citrato
de cdlcio o qual por si ji neutraliza a produgio de
acidez do microorganismo. Pelo valor energético a
fixagio de 1g de sacarose deveria ser aproximada-

QUADRO 7. Efeits da fonle de carbono e da newlrolizacio do deido
produzido na fizacio de N de 3 organismos
(mg N fixadoe/100ml de meio)»

Bacarose Citrate de Ca
Espécie -— — e
1%, 0.2% 0.2% 1% 0.2%
neutralb

B.indica........... 2.24 - - 0.62 —
A, vinelandii, | .36 - -- 211 —
4. spn, (Ax-3).... 1.4 1,53 3.07 4.54 ¢.80
A, sp.n. (Ax—4)..... 1.4 1.68 3.06 3.50 0.76
A, spa. (Ax-8) ... 1.24 1.28 3.52 5.18 0.8)
A, sp. (Ax-8). 144 1.60 2.68 3.24 0.62

*Erlenmeyer de 125ml contenda 50 ml de meio com azulde bromutimol:
ineubagiio em temperatura ambiente em agitador mecinico (142rpm),durante
15 dias.

bNeutralizado didriamente com NaOH 0.1 N esterilizado para a cdr
original do meio {verde).

mente trés vézes superior aquela de 1g de citrato
de célcio. Isto realmente se verifica (Quadro 7)
coruparando-se os frascos com citrato & 0.2% com
os de sacarose da mesma concentragio e neutraliza-
das. Porém o mesmo ndo aconteceu nos frascos mnio
neutralizados onde a sacarose rendeu menor fixagio.
Como dito anteriormente, isto indica que onde houve
neutralizacio a acidez resultante do metabolismo
limitou o desenvolvimento do organismo e conse-
quente fixagio de N. O mesmo raciocinio explica o
fato de haver maior fixagio com citrato do que com
sacarose nos frascos nio neutralizados na concentragiio
de 1%. Nos mesmos quadros ainda pode-se verificar
que A. einelandii foi menos favorecido pela neutra-
lizagio porque sua produgio de 4cido é pequena e
ainda que Belferinckia nio se desenvolveu em meio
com citrato.

A capacidade de fixaciio de N do névo organismo

fol compardvel a das outras espéeles de Azofobacter

QUADRD 8, Firxcido de nitroginio em meio de culiura eom molibdenio
(médias de duis ropeticdes)®

Espéeiz mgz N fixado/ly sacarcee

Beiferinckia indica. .. ........... . 9.2
Azotohacler vinelandii. 30.6
Azotobacter sp.n. (Ax-4),, 8.5
Azolobacler sp.n. (Ax-5).. 20.6

............ 30.4

Azotebacter sp.n. (Ax-8)......

»Frascos de Erlenmeyer de 125ml com 50ml de meio com 0,27 de
sacarpse incubado durante 8 dias em tecmperatura ambiente no agitador
meciinico (142 rpm), O meio continha 0.00059% de Na:Mod,. ZF.0.
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(Quadros 4, 6, T e 8). Os valores obtidos no ensaio
apresentade no Quadro 8, foram os maiores. A fixa-
gdo relativamente baixa nos outros ensaios deve-se
a falta de Mo no meio de cultura usado nos mesmos.

DISCUSSA0

Nos dados apresentados nos Quadros 1 e 2 verifi-
ca-se que Azotobacter sp. n. foi encontrado apenas
no rizoplan de duas espécies do mesmo género, isto
¢, em Paspalum notatum e P. plicatum,

O primeiro ocorre com muita freqiiéncia na regifo
Centro-Sul e Sul do Brasil e no Uruguai sendo co-
nhecida coma planta invasora em solos pobres espe-
cialmente no cerrado. Devido as suas poucas exigén-
clas ela é wusada como grama para  gramados
artificiais que sio conhecidos por manterem aspecto
verde e sadio, sem jamais ter recebido adubagiio.

Nenhuma outra planta analisada apresentou esta
bactéria em sua rizosfera (Quadro 2}. Por outro lado,
priticamente tddas as amostras provenientes do rizo-
plan de Paspalum notatum e duas das trés amostras
do rizoplan de Paspalum plicatum continham a re-
ferida bactéria e quase sempre em grande abundan-
<la.

A especificidade de um Azotobacter para a rizos-
fera de uma certa planta sugere relacdes mais intimas
entre planta e bactéria do que as conhecidas nas outras
espécies fixadoras de N assimbidticas na rizosfera de
plantas como por ex. a de Bedjerinckia na rizosfera
da cana de agicar (Dibereiner 1959, 1961). Lembra
aquela convivéncia da simbiose das leguminosas.

Derx, j4 em 1953 sugeriu que a causa da limi-
tagdo da distribui¢do de Beijerinckia 4 solos tropicais
seja ligada a distribui¢dio de certas espécies de plan-
tas das quais a bactéria depende. Sugeriu &ste autor
ainda que neste caso, nos trépicos se acharia o bérgo
da evolugio da simbiose de bactéria com plantas supe-
riores, isto é, que as bactérias simbidticas do género
Rhizobium constituiriam uma etapa mais avangada da
evolugdo, a partir das assimbi6ticas tendo-se especi-
ficado cada vez mais para as condigdes de sex ma-
crosimbionte até nio serem mais capazes de fixar N
atmosférico sem ajuda da planta superior. Parker
{1957) sugeriu um caminho de evolugio parecido,
e chegou a basear sua hipétese recente sdbre o “side”
da fixagio de N nos nédulos de leguminosas neste
caminho de evolugdo (Parker ef al. 1965). Chamam
éstes autores a fase intermedidria imaginada entre
fixagAo assimbidtica e a simbiose das leguminosas
verbalmente “a loose assocfation in the cortex”.
Apesar de nflo termos ainda observagbes concretas
sobre o mecanismo da associagio entre Paspalum
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notatum e Azotobacter sp. n., é grande a tentagio
de consideri-la dquela fase intermedidria imaginada
por Parker et al. (1965).

Entretanto, se esti sendo demonstrado no presente
trabalho o eleito favoravel de uma planta no desen-
volvimento da bactéria, provivelmente por fornecer
material energético para esta, somente se prova a
contribuigio de um dos dois participantes de uma
possivel simbiose. Resta demonstrar a contribuigio do
outro, isto é, a fixagio de nitrogénio em quantidades
aprecidveis na rizosfera da planta e sua transformagao
em formas aproveitdveis pela mesma. Nio temos
ainda dados concretos neste sentido mas podemos
supor que &ste seja o caso, pois demonstramos que
o desenvolvimento da bactéria em questio sempre
foi acompanhado de fixagdo de N em meio de cultu-
ra sem nitrogénio {Quadros 4, 6, 7 e 8). O teor
relativamente elevads de N de Paspalum notatum
quando comparado com outras gramineas (Ruschel
e Britto 1966) e o fato daquela graminea ser consi-
derada planta invasora em solos de baixa fertilidade,
como certas leguminosas, ainda falam em favor de
uma fixacio de N na rizosfera de Paspalum e sen
posterior aproveitamento pela planta.

Nao é facil compreender a razio da dependéncia
do desenvolvimento, no solo, de Azotobacter sp. n.
de uma certa planta, pois a mesma bactéria pode
ser cultivada com facilidade em meios de cultura
sintéticos, nio sendo seu desenvolvimento dependen-
te de substincias complexas, de vitaminas ou amino
4cidos. Segundo Rovira (1962) excreces de raizes
de diversas plantas sio mais abundantes em condi-
¢bes de temperaturas e intensidades de luz elevadas.
Segundo o mesmo autor substincias as mais diversas
sio excretadas, controlando a planta com elas a mi-
croflora de sua rizosfera, Neste caso o Paspalum ex-
cretaria substincias que estimulam especificamente o
ndvo organismo, ou entio sfo inibidoras a outros
grupos hormalmente abundantes na rizosfera de
outras plantas.

O n6vo microorganismo apesar de requerer uma
faixa de pH bastante estreita, em meio de cultura,
ocorreu em abundincia neo rizoplan de Paspalum no-
tatum até em solo com pll 4.9 (Quadro 2). En-
tretanto, medidas do pH do solo do rizoplan desta
planta mostrarem repetidamente, ¢ principalmente em
solos muitos dcidos, valores mais altos que os do solo
da rizosfera ou de amostras testernunhas. Até que
ponto os nimeros de Azotobacter sp. n. contadas na
rizosfera correspondem a realidade ¢ dificil dizer pois
pelo método usado nio se podia excluir o possibili-
dade de cairem particulas do solo do rizoplan na
amostra da rizosfera,

Posigio do névo microorganismo na sistemdtica

Pela caracterizagfio da familia Asotobacteriaceae
apresentada em Bergey’s Manual (1957}, o novo orga-
nismo se enquadra mnesta familia. Ndo sendo hoje
em dia mais aceitivel a existéncia de um sé género
com trés espécies, propomos seja aceita a sugestio de
Jensen (1960) pela qual a familia contém os trés
géneros Azotobacter, Beijerinckia e Derxia. O novo
organismo pode ser enquadrado no género Azoto-
bacter nio sé pela forma das células, sua habilidade
de formar cistos e sua sensibilidade A acidez, mas
ainda pelas caracteristicas [isioldgicas apresentadas
no Quadro 9.

O ndvo microorganismo distingue-se de A. chro-
ococcum e A. vinelandii pela inabilidade de usar o
benzoato de sodio, mesmo na concentragio de 0.2%
(Quadro 9) e de A. agilis pela formagio de cistos.
O organismo nfo pode ser idéntico & A. insigne des-

QUADRQ 9. Quadro comparafive das caracleristicas fisioldgicos
de espécies da fomilis Az t b cteridcear

Citrato  Etanol Galactose Benzoato Tartarato

Espécie Acetato Metano! Levulose

Lactato DButanol Mannose
1% 19, 19%; 0.27, 1%
Beijerinclia indice. .. ... i) n + 0 +
B. flumensis. ........ ... 0 ¢ + o] +
Azolobacter chravcoceum... + + + + +
A vinelandid. .. ..o L + + + -+ +
A agilis.. ... ... + + + 0 +
AL macreeystogenes, . + + + 0 +
Azctobacter spm.. .. + -+ 0 0 0
Derrie gummosql. [ 0e ] { ]
Derric spd., ... .+ [ 9 0 +

alm meio Lipman modificado.
bCuHura original enviada por gentileza do Prof, H, L. Jensen.

elstes resultados estdo em desachrdo com a descrigio do anter.(Jensen
et al. 1960) onde etanol deu bom desenvolvimento.

dSeis estirpes de Derxie sp. isclados de solos da regifo.

crito por Derx em 1331 pois nio apresenta as duas
caracteristicas diferenciais citadas por éste autor, isto
¢, flagelos polares visiveis no campo escuro e & inca-
pacidade de wsar glicose e manitol. Entre tédas as
espécies de Azotohacter descritas o ndvo Azotobacter
se assemelha mais a4 A. macrocystogenes {Jensen
1955) o qual também ndo usa benzeato, forma cistos,
produz &cido e apresenta polimorfismo. As formas
irregulares de A. macrocystogeres no entanto nem
sempre se apresentam em filamentos e somente apa-
recem em culturas velhas e em certos mejos de
cultura desfavoriveis, representando por isto formas
de invelugio, Em culturas novas, a forma tipica
déste organismo se apresenta como coccus ou diplo-
coccus, formando tétrades, sendo imdveis e completa-
mente diferentes dos bastonetes e filamentos extre-
mamente méveis de Azotobacter sp. n. Este ainda
ndo apresenta a tolerdncia & acidez de A. macrocys-
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togenes e forma pigmento amarelo com agicares em
contraste com o pigmento rosa dagquele.

Além das caracteristicas citadas, o névo microorga-
nismo se distingue ainda de tddas as espécies conhe-
cidas de Azotobacter pelas seguintes caracteristicas
diferenciais;

1. Crescimento caracterisico em placas de silica
gel com citrato de célcio incubado 3 34°C: apés 4
a 5 dias amarelecimento da silica gel e aparecimento
de coldnias pequenas cue solubilizam o citrato.

2. Forma filamentosa da bactéria na fase de de-
senvolvimento logaritimo que ndo pode ser confun-
dida com formas de involugfo.

3. Nio usa arabinose, lactose, manose, levulo-
se e tartarato.

PropGe-se para ¢ névo microorganismo o nome
Azotobacter paspali sp. n. pelo fato de ter sido en-
contrado exclusivamente no rizoplan e rizofera de
duas espécies do género Paspalum.
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Azotobacter paspali sp.n. A NITROGEN FIXING BACTERIA IN THE
RHIZOSPHERE. OF Paspalum

Abstract

A new nitrogen fixing bacteria was found to occur in large numbers on the root surface {rhizoplan} and
less abundant in the rizosphere of Paspalum notatum and Paspalum plicatum. Seventy five out of 76 soil
samples from the root surface of P. notatum, and two out of three soil samples from P. plicatum
contained the new organism. Two root surface soil samples each from P. convexum, P. vaginatum, P.
fasciculatum, P. maritimum, and P. erianthum did not contain the new bacteria. Also soil samples from
the root surface of 81 other pasture plants, including more than 32 species of the family Gramineae, 8
species of the family Leguminosae, and other plants not identified, were all negative.
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The new bacteria was found in soils with a wide pH range (4.9 to 7.8) although in culture medium
good growth was obtained only above the pHl 5.5 There is normally a higher pH on the root surface of
Paspalum notatum than in a surrounding acid soil.

The new organism can be easily identified on silica-zel plaies with calcium citrate, inoculated with appro-
priated soil by a yellow soluble pigment and numerous small colonies which solubilize the calcium citrate.
On N-free agar medium with brom-thymol-blue, colonies are caracteristically flat with a deep orange center.

In liquid N-free medium, rapid growth occurs which precipitates in flockes and settles to the bottom.

A yellow soluble pigment is formed (not by all straius, however) when incubate withaut shaking,

A violet to brown pigment is formed in liquid medium with caleium citrate when incubated on
shaker.

In liquid medium with sucrose, growth stopped when pIl 5.2 was reached by the acid production of
the proper organism, When the medium was nentralized or when calcium citrafe was used as carbon
source, growth continued until all of the substrate was used.

In suitable culture medium (N-free medium with glucose, sucrose, maltose or calcium citrate), after 24
hours the organisms appear as uniform, very motile rods of 1.2 X 4 — 10 The cells grow rapidly and
after 48 hours filaments of varying sizes become visible which may reach a length of 60y or more, After

three days the culture represents a mixture of roods and filaments of all sizes and of cysts which are much
like those of the known Azctobacter species.

The orﬁ,ranism is Gram negative and stains with Gentian Violet (0.05%) show homogeneous plasma in
s

young cells and granulated plasma in older cultures. The filaments often show chains of terminal
granules.

There was no growth of the organism in litmus milk or nutrient broth even in the presence of glucose.
Good growth was observed in N-free medium with glucose, sucrose, galactose, maltose, methanol, ethanol,
buthanol, mannitol, glicerol, lactate, acetate, citrate, starch and dextrin. Little or no growth was observed
with arabinose, lactose, mannose, laevulose, tartarate, benzoate, oxalate and amylic alcohol. Acid production
was observed with all substances that gave good growth except the salts of the acids.

The organism showed best growth at quite high temperatures, 37.°C being better for the development
on silica gel plates than 34.°C,

The nitrogen fixing capacity in culture medium was comparable with that of other Azotobacter spp.,
30.4mg N/lg sucrose being the highest value observed.

Following the %iven characteristics the bacterfa was placed in the genus Azotobacter. It differed from all
known specied of this genus by the following features:

1 — Characteristic growth on silica gel 'fplates with calcium citrate as carbon source and incubated at
34 to 37.°C. After 4 to 5 days yellowing of the silica-gel followed by the appearance of numerous small
colonies which solubilize the citrate and give the impression of many little holes.

2 — Filamentous form of young cells during the logaritmic growth phase which can not be confounded
with involution forms.

3 — Inability to use arabinose, lactose, mannose, laevulose and tartarate.

Due to the fact that the new organism was found exclusively on the roots of two species of Paspalum
the name Azotohacter paspali sp.n. is proposed.

The possibility of this Azotobacter representing the intermediate step in the evolution of the legume
symbiosis from nonsymbiotic nitrogen fixers, is discussed.

During the studies for this paper, in 15 soil samples, another organism was observed to occur on the root

surface of several plants. Tts was identified as Derxia sp. probably the species recently described by Jensen,
as occuring in Indian soils.

a rotery
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