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SOBREVIVENCIA DE BACTERIAS ASSIMBIOTICAS
FIXADORAS DE  NITROGENIO NA RIZOSFERA
DO SORGO (Sorghum vulgare Pers.)!
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Sinopse

Para se conhecer a influéncia do sorgo, da calagem e da adubagiio nitrogenada sdbre as popu-
lagies de Azotobacter e Beijerinckia no solo, conduziu-se éste ensaio, em casa de vegetagio.

Os oito tratamentos resultaram das combinagGes dos tratamentos basicos: com ou sem calcario,
com ou sem nitrogénio e com ou sem planta. Todos os vasos receberam a mesma adnbagio de
fosforo, potissio e elementos menores, bem como inoculagio com diversas espécies de Azotobagcter e

Beijerinckia.

A avaliacfio da influéncia dos tratamentos {oi feita por contagem das microcolénias de bactérias

em placas silica-gel, em épocas consecutivas.

A calagem exerceu sempre feito favorivel séhre Azotobacter, que tendeu a desaparecer total-
mente em solo dcido (pll < 5,0). A planta nfio parece ter causado grande influéncia no desen-
volvimento de Azotobacter a nio ser na presenca do N e da calagem. A adubacio nitrogenada
prejudicou tanto Azotobacter quanto Beijerinckia. Nas condigbes do experimento, com pH oscilando
na faixa de 4,5 a 8,5 conforme tratamento, a calagem pouco Favoreceu Beijerinckia. Houve influ-
éncia pronunciada da planta (Serghum vulgare, var, Sta. Eliza} sdbre Beijerinckia - confirmando
traballios experimentais realizados com outras gramineas.

A adubagio nitrogenada abaixou o pI do solo nos vasos tratados com caledrio.

INTRODUCAO

No estudo dos processus biolégicos da fixagio de
nitrogénio molecular vem despertando interésse a
fixagio por meio de bactérias assimbiéticas.

Em diversos palses &sses estudos vém sendo rea-
lizados h& mais tempo, mas no Brasil, segundo
Déberciner (1959}, tiveram inicio com Galli (1955,
1956) comecando por um levantamento da ocor-
réncia de bactérias assimbidticas fixadoras de ni-
trogénio. Seguiram-se estudos de Dobereiner e Castro
{1955}, Dbbereiner (1959}, Ruschel (1939), Be-
zerra (1983) e Batista (1965) constatando a pre-
senga de Beijerinckic na maior parte das amostras
de solos de diversas partes do Tais e de Azotobacter,
mMEeNos comuIm. b

Quanto 4 influéncia da vegetagio sébre ocorréneia
de bactérias assimbifticas mo solo, Dibereiner e
Alyvahydo (1959) estudaram o efeito da cana de agi-
car e notaram aumento da populacio de Beijerinckia,
principalmente em solos cultivados por mais de um

1 Recebido para publicagio em 28 de junho de 1967.

Boletim Técnico n. 52 do Instituto de Pesquisas e Ex-
perimentagio Agropecudrias do Centro-§ul (IPEACS).

2 Enge Agrénomo da Segio de Agrostologia do IPEACS,
Km 47, Campo Grande, GB. ZC-28,

4 Eng.* Agrénomo da Seciio de Solos do IPEACS e bolsista
do Conselho Nacional de Pesquisas.

ano. Prosseguindo, Ruschel e Dobereiner (1961) fi-
zeram experiéncia de vasos com arroz e conclufram
por um desenvolvimento melhor de Beijerinckia na
rizosfera de arroz que no solo testemunha, com ou

- sem inundacio.

Na mesma época, compararam os efeitos das ri-
zosferas de arroz, milho e feijio sbbre o equilibrio
microbiano, Verificou-se que ocorria um efeito favo-
rivel da rizosfera do arroz sbbre Beijerinckia, en-
quanto a do feijio produzia efeito contrario, ficando
a rizosfera do milho numa posi¢ic intermedidria.
Por outro lado, nenhum Azofobacter foi encontrado
na rizosfera do arroz, o que foi atribuido & acidez
provocada por carbohidratos excretados pelas rafzes.

As gramineas forrageiras Hiparthenia rufa, Pani-
cum maximum e Paspalum notatum influiram bené.

- ficamente s8bre Beijerinckia {Ruschel & Britto 1968},

com.melhor efeito do Paspalum noiatum.
Buschel e Dibereiner (1965), em observagbes de
campo, constataram o mesmo efeito para Digitaria
decumbens, Panicum purpurescens, Cynodon dacty-
lon, Paspalum notatum, Setaric sphacelata e Cyno-
don plectostachyus, enquanto o Mellinis minutiflora
pareceu inibir o desenvolvimento das bactérias,
Mediante inoculaciio de sementes de milho, toma-

" te e trigo com culturas de Azotobacter, Rovira (1963)

151

verificou que, quando as sementes foram plantadas
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em areia deficiente em elementos nutritivos, apenas
o trigo mostrou resposta significante & inoculagio;
quando a semeadura foi feita em terra mais fértil,
além do trigo o milho responden 3 inoculagio. Em
culturas puras verificou-se que ndo houve estabele-
cimento satisfatério de Azotobacter. na rizosfera
destas plantas.

Procurou-se também conhecer o mecanismo pelo
qual as plantas atvam na populagio microbiana da
solo. Assim é que Vancura e Macura (1981) estu-
dando os efeitos das excrecbes de raizes de trigo e
cevada sbbre Azotobacter verificaram que elas eram
utilizadas como fontes de carbono e energia, com a

maior ou menor habilidade de aproveitamento fi-

cando na dependéncia das condigBes das culturas e -

das estirpes bacterianas.

O presente trabalho foi elaborado com o propésito
de verificar o comportamento de espécies de Azoto-
bacter e Beijerinckia em presenga de raizes de sorgo
que, por ser planta forrageira de interésse para o
~ Brasil, foi escolhida.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetaghio
onde foram colocados vasos plisticos com 2,5 kg de
solo. Este, pertencente & Série Itaguai, foi colhido em
condicoes naturais de cultivo, na drea do km 47. To-
dos os vasos foram adubados com P, K (100 ppm de
P:0s e 40 ppm de X:O no solo) e elementos meno-
res {Mg, Cu, Zn, B, Mo, Fe) ¢ inoculados ‘com
culturas liquidas de espécies de Azotobacter e
Beijerinckia (A. chroococcum, A. beijerinckii, A.
macrocytoéenes, A. paspali, B. indica e B. flumi-
nensis). -

Q esquema experimental foi o de blocos ao acaso,
com quatro repeticdes e oito tratamentos, a saber:

Calodrio Nilrogénio Planta
A O e O e 0
- J [ SR [0 0
c [ + O
] + e + e 0
E.. QO O v +
Fovrnienanns I o +
[¢] L0 2 F i -+
Ho oo + e E I +
(0 — auséneia <+ — presenca) -

.Cada bloco continha oito vasos, cada vase consti-
tuia vma parcela. :

Para a adubagio nitrogenada foi utilizada uma so-
lugiio de nitrato de aménio dando uma dosagem de
100 ppm de N no solo; para os tratamentos com
calcdrio, é&ste foi usado em quantidade suficiente
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para elevar o pll até 6,0 o que foi determinado por
curva de titulagio. Colocouse 1,062 g de CaCO,
puro/vaso, ) -

Nos vasos com planta foram semeadas 20 semen-
tes de sorgo em cada. Os vasos foram mantidos em
boas condigbes de umidade.

Depois que as plantinhas estavam com uma sema-
na de idade foram retiradas amostras de todos os
tratamentos, de um tnico bloco. Dias depois, novas
amostras foram retiradas no ‘bloco seguinte e assim
por diante. As amostras, constituidas de quatro plan-
tinhas, ou de solo apenas nos vasos sem planta, eram
encaminhadas ao laboratério onde depois de sécas
{ao ar) se fazia determinagfo de pl para cada tra-
tamento. Féz-se inoculacio de duas placas de silica-
-gel impregnadas com solugdo de Winogradsky, uma
para contagem de Azotobacter {placa com citrato de
cilcio) e outra para contagem de Beijerinckia {placa
com glucose).

Nos tratamentos com plantas inoculavam-se quatro
placas porque a amostra era subdividida em suba-
mostras de “rizosfera” e do “rizoplan”.

A inoculagio foi feita distribuinde-se 0,1 3z da
terra séca e tamisada a 1 mm em cada placa. A
amostra da “rizosfera” era constituida por terra que
se solta ficilmente das raizes e “rizoplan™ por terra
aderente 4s raizes.

Feita a inoculag¢do, as placas foram levadas para
a estufa e incubadas a 30° C. A contagem de mi-
crocoldnias de Azotobacter foi feita do 2. ao 6.2 dia;
a de Beijerinckia do 10.° ao 20.° dia.

Os dados referem-se ao nimerc de microcoldnias
por 1 grama de solo.

A primeira colheita de amostras, para inoculagio
de placas, foi feita treze dias apés a instalagiio do
experimento. A segunda com 21 dias e assim por
diante com 34, 39, 48 e 60 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Quadros 1 a 4 sfio apresentados os dados re-
lativos &s contagens de Azotobacter e Beijerinckia.
Verifica-se que nio houve diferenca constante entre
as contagens feitas no rizoplan e na rizosfera, razio
pela qual apresentamos mas figuras valores médios
entre as contagens de rizoplan e rizosfera. Da mesma
forma, os célculos estatisticos foram feitos com estas
médias.

Verifica-se em primeiro lugar que em todos os
tratamentos houve melhor desenvolvimento de Beife-
rinckia que de Azotobacter.

O desenvolvimento déste Mltimo variou mais com
os tratamentos, demonstrando maior sensibilidade a

fatores do solo, o que confirma trabalhos anteriores
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QUADRO 1. Ejeilo do gorge, da calagem ¢ do m'Iru.gém'n no numere de Azotobacter spp. no solo
. (Microcoldnias/I ¢ de sole)
Tratamento Tempo apds o plantio do sorgo em dias
Calerio Nitrogénio 13 21 "84 39 48 60
- - 300 70 10 20 10 30
Sem planta + - 1430 2000 1540 1000 2420 1000
— + 0 0 [} o 30 [}
+ + 1400 940 0 0 540 0.
— — Rps 0 0 10 o 0 0
—_ — RI® 350 ] 20 70 0 o
+ — Rp 1000 1080 1100 1000 1000 660
+ — RI 1000 1160 1940 1000 1400 1000
Com planta —_ + Rp 0 210 . 1} [+ 20 0
: - + Rt 0 500 o 0 30 0
=+ + Rp 300 1160 60 1060 840 . 60
+ + Rf 1000 1450 0 1400 780 290
# — *“Rizoplan™
b “Rizasfera
QUADRO 2, Efeite do sorge, do colagem s do nilrogénio no nimere de Deljerinckin app. ne solo
(Microcoldnias/l g de solo) .
Tratamento Tempo apds o plantio do sorgo em dias
Caleério Nitrogénio 13 n o34 30 48 650
—_ —_ 1530 1210 1260 1870 3080 0
Sem planta + — - —_ 1550 2750 3730 1000
— + 90 80 880 150 200 1160
+ + - —_ 2090 1600 1050 3650 120
- — Rpr 1920 750 36060 6600 3800 2540
— — Rf? 2320 2410 2290 5200 4000 3780
Com planta + -— Rp - 3240 5720 5600 2270 2000
+ — It . —_ 2970 3430 4570 3000 1000
— + Rp 1490 3640 1430 4040 1400 2900
— + Rt ] 1140 0 1590 3200 1650 2500
-+ + Rp —_ 440 5440_ 3410 b0 2500
+. + Ri _— 3460 3000 3260 3200 2200
& — “Rizoplan"
b _ “Rizosfera™
QUADRO 3. FEfeito do sorgo, do calagem e do nitroginio atbre o pIH do aolo
Tratamento Tempo apbs o plantio de sorgo em dias
Caledrio Nitrogénio 13 21 34 39 48 60
— — 4,40 4,45 4,60 4,55 4,80 4,60
Sem planta + -— 6,40 5,65 6,85 6,70 8,50 5,70
— + 4,40 4,40 4,60 4,40 4,45 4,30
+ + 6,60 5,75 4,65 4,55 5,15 4,10
— — 4,50 4,60 4,60 4,60 4,66 4,60
Com planta -+ —_— 5,80 5,10 5,30 6,25 575 5,90
—_ o+ 4,60 4,15 4,15 4,50 4,50 4,45
-+ + 5,85 E,20 4,60 5,20 - 4,80

5,20
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QUADRO 4, Andlise de varidncic dos Quadros 1, 2 ¢ 8
Fontes de variagdo G, L. Azotobacler Beijerinciia pli
¥ F o
Total.......... 47 )
Epocas....... 5 297" 245 . 1,60
1 0,50 14,854 1,65
Caledrio,..... 1 97,56+ f,20* 76,62+
Nitrogénio. ..o cvvnein e e, PN . 1 16,857" 6,10* 17,13**
Planta X Caledrio...... e Ceenes 1 0,24 0,52 1,16
Planta X Nitrogénio.......... e e 1 2,50 0,70 1,49
Calefirio X N¥rogénio....oiovvvieviinnrininn.. 1 7,10%* . 2,31 8,11
O P 26

{Dibereiner 1959), Nestes estudos tinha sido obser-
vada a ocorréncia de Azotobacter em apenas 9%
das amostras de solos de virios Estados, enquanto
Beijerinckia ocorreu em 58%.

A calagem teve efeito altamente significativo no
desenvolvimento de Azotobacter aumentando seus
numeros virias vézes, o que tinha sido esperado em
virtude do pH baixo (4,4) do sclo e da sensibi-
lidade conhecida de Azotobacter 3 acidez. O efei-
to muito menos pronunciado, mas ainda significati-
vo, do calcirio no desenvolvimento de Beijerinckia
estd de acbrdo com as ohservagdes de Becking (1961)
de que ésta bactéria é relativamente resistente a solos
Acidos, j4 havendo no entanto algum decréscimo de
sua ocorréneia em solos com pH abaixo de 50.

&£.000 7

BEIERINCKIA COM PLANTA i
BEIERINCKIA SEM PLANTA | SEM CALCAREOD
- TN SEM N
AZOTOBACTER COM PLANTA \
. _ ] \
43007 4 20708AC TER SEM PLANTA \\
. k .

3000 1

N? DE MICROCOLONIAS 7 GRAMA DE SOLQ

$.500

" 4.500

T 1500
"

] T - T T " T
13 21 34 a9 48 '
TEMPO EM DIAS
FI1G. 1.

'r_lftrogenada. {Leia-se “calcario”)
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Influéneia da planta nas populagles de Azoto-
bacter e Beijerinckia no solo sem calagem nem adubagdo

Tinha sido esPerédol o efeito negativo do nitro-
génio no desenvolvimento de bactérias fixadoras de
nitrogénio, pois_estimula outros grupos de microor-
ganismos que entram em competi¢io. Aqui, coma
foi dito acima, Azotobacter sofreu mais esta con-
corréncia especialmente no solo com calcirio {in-
teraciio Caledrio x N),

O efeito das plantas foi altamente significativo nas
contagens de Beijerinckia nio se observando tal efei-
to do sorgo. no desenvolvimento de  Azotobacter
(Fig. 1, 2 ¢ 3) a nio ser na presenga do calcdrio e
do nitrogénio (Fig. 4) onde se ohserva durante
todo ciclo maiores .niimeros de Azotobacter nos va-
sos plantados com sorgo. Bste efeito poderia ser ex-
plicado por uma redugio do nitrogénio solivel no

6.000 .
WEEIJERINCKEA COM PLANTA

BEIJERINCKIA SEM PLANTA

GOM CALCAREQ

— : ,'\ SEM N
AZOTOEACTER COM PLANTA ” \

3.000

Q — T T T 1
3 21 34 39 43 50
: TEMPC EM DIAS
FIG. 2, Influénecic da plania nas populagbes de Azoto-
bacter e Beijerinckia no solo com calagem e sem adubagio
nitrogenada,



BACTERIAS ASSIMBIGTICAS FIXADORAS DE NITROGENIO NA RIZOSFERA DO

bacter e Beijerinckin no solo sem calagem mas com adubacdo
nitrogenada.

solo, que as plantas utilizam, e pelas substincias ex-
cretadas nas rafzes. Enquanto efeitos favordveis de

plantas sébre espécies do género Azotobacter se li-

mitaram a casos especificos (Rovira 1963, Doberei-
ner 1966) o efeito de gramineas no desenvolvimen-
to de Beijerinckic jA4 tem sido patenteado no caso
da cana de agtiear {Débereiner & Alvahydo 1959),
do arroz (Ruschel & Dibereiner 1961) e no de vi-
rias gramineas forrageiras '(Ruschel & Daobereiner
1963). O sorge se coloca assim como mais uma
graminea neste grupo. Tendo sido o m'ho a tnica
graminea pesquisada que nfo exerceu efeito fa-
vordvel no Bei;u'erz‘nckia‘(RuscheI & Dibereiner 1981}
podia ter havido dividas a éste respeito tomando em
consideragio a semelhanga entre o milho e o sorgo.

Ruschel e Dobereiner (1961} sugériram que o
equilibrio microbiano na rizosfera de plantas dife-
rentes talvez seja dependente da major ou menor
quantidade e da natureza das substincias excretadas,
as quais dependeriam por sua vez do equilibrio nu-
tricional da planta, Maior excrecio de sﬁbstﬁncias
nitrogenadas de uma planta’ suprida com excesso de
N acarretard estimulo de-outros microorganismos di-
ferentes dos fixadores de N. Se estas excregbes con-
tém aminodcidos o pH da rizosfera tenderd a aumen-
tar devido & aménea liberada. Segundo esta hips-

SORCO 135
6.000 o ———— " 6.000 A [
BEIJERINCKIA COM PLANTA BENERINCKIA COM PLANTA
BE(JERINCKIA SEM PLANTA SEM CALCARED | BEIERINCKIA SEM PLANTA COM CALEARED
_— coM N . —_— CoM N
AZOTORACTER COM PLANTA - AZOTOBACTER COM PLANTA
1
3 4.500 4 AZOTOBACTER SEM PLANTA & 500 -
e .
L4 .
w
a
w1
3
2 A
o f \
~ \
w 3.000 - i \ 3.000 4
b= ' i \
= )
:3 i \ /'
o ! \ I
o
g ' \ S
< ] \ #
.2 - ,
3z L’ --...___\ ,'I, \\ P
Wisooq L7 o~ e 1500 = .
4 \ [~
Ll b
1
Q 1 T T e ° ~ - .
3 21 34 39 © aa 60 13 21 14, 139 ag 60.
TEMPO EM ODIAS TEMPO EM DIAS —
FIG, 3. Influéncia da planta nas populagies de Azoto- FIG. 4, Influéncia da plants nes populagdes de Azoto-

bacter & Beijerinckia no solo com cclagem e adubagdo
: " mitrogenada.

tese 0 oposto aconteceri na rizosfera de uma planta

em estado de nutrigio deficiente de N, onde excre-

gbes de aglcares e Acidos orghnicos abaixariam o
pH; enquanto Bez’jerinckia encontra condigdes favo-
riveis ao seu desenvolvimento na rizosfera de.plantas
deficientes de N pois nestas tanto o pH mais baixo

Wy o

SEM PLANTA . .

- COM - CALCARED
EM NITROGENIO

COM PLANTA

6,04

pH
L
rd
Y

5,0 o

SEM CALCARED
SEM NITROGEND

“0 '. 3 T T |. ‘
3 2. 34 - 39— qg - ga

) .. TEMPQ EM DlAS ‘.
FIG. 5. [Infludnecia dd planta sébre o pH do solo com

calagem . mas sem - adubagdo nitrogenada, . ¢ no solo . sem
calagem e sem. adubagio- nitrogenada.
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como a falta de N limitario microorganismes con-
correntes, 0 mesmo nio acontecerA com Azofobacter
que ¢é sensivel & acidez. '

Os resultados do presente trabalho suportam a
hipétese levantada naquele, nio sé pelo efeito esti-
mulante ao Beijerinckia que nio se . manifestou no
case do Azotobacter, mas ainda pelas modificagdes
do pH. Como o afroz_ naquele trabalho, neste, o
sorgo tendeu a baixar o pH do sclo nos vasos sem
adubacfio nitrogenada nio tendo no entanto o efeito
da planta sido significative {Fig. 5). Nos vasos com
nitrogénio é&ste efeito diminuiu com o prosseguimen-

7,0 o —
SEM PLANTA -
COM PLANTA
6,0
. . SEM CALCAREQ
(-3 - i -
COM NITROGENID
‘.
50+ "
4,0 T T T T

13 2 34 33 as . 6"
TEMPO EM DIAS

FIG, 6, Infludncia da planta sébre o pH do solo sem
calagem mas com adubacdo nitrogenada.

70 =

SEM PLANTA

6,0

COM CALCARED

COM NITRGGENIO

-
5,0
a0 T T T T
<13 21 34 39 a3 &0
TEMPO EM DIAS
FIG, 7. Influéncia da planta sdbre o pH do solo com

calagem e adubagio nitrogenada.
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v

:

to do experimento tornando-se contrfrio apds 34
dias, quando a planta aumentou o pH (Fig. 6 e
) )

Com a progressio do experimento, o abaixamento
do pH nos vasos com adubagfio nitrogenada, foi ainda
mais prpnunciado na presenca do calcirio (intera-
¢io Ca X N) e provhvelmente se deve & nitrificacdo
da ambdnea adicionada com adubo, Bste efeito foi
independente da planta mas poderia explicar o efeito
especificamente prejudicial do N no desenvolvimento

de Azotobacter nos vasos com calagem (interagiio
Ca x N).
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SURVIVAL OF NON-SYMBIOTIC NITROGEN-FIXING BACTERIA IN TIiIE
RHIZOSPHERE OF SORGHUM (Sorghum vulgare Pers.) .

P

Abstract

A preenhouse experiment was conducted to study the influence of sorghum (Sorghum vulgare) plants,
liming and nitrogenous fertilization on Azotobacter and Beijerinckia population in an acid soi]. This expe-
riment included combinations of the basic treatments: pots with and without plants, with and without lime
and with and without nitrogenous fertilizer. All the pots received the same fertilization with phosphorus,
potassium and minor elements, as well as inoculations with several species of Azotobacter and Beijerinckia.

The study of the influence of these treatments was made by counting the mierocolonies of bacteria
growing on silical-gel plates in consecutive periods. : :

Liming stimulated Azotobacter growth which almost disappeared in the unlimed pots (pH 5.0). The
sorghum did not affect the development of Azotobacter, except in the pots with lime ang with N, Nitrogenous
fertilizing was harmful to Azofobacter and Beijerinckia alike. Liming stimulated Beijerinckia growth but less
than that of Azofobacter.” Sorghum strongly stimulated Beijerinckia growth, a confirmation of experiments

n‘n.'a.c}]lel with other grasses. Nitrogenous fertilization caused a fall in the pH of the soil in the pots treated
with lime. - : : R
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