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ESTUDOS COMPLEMENTARES SOBRE A FISIOLOGIA DE
Azotobacter paspali E SUA DEPENDENCIA DA PLANTA
(Paspalum notatum)*

WALTER COUTINHO MACHADO?® ¢ JOHANNA DOBEREINER®

Sinopse

Foram feitos virios experimentos para elucidar melhor a especificidade do efeito de Paspalum
notatum sbbre o desenvolvimento de Azotobacter paspali. o '

Em_condigBes de campo, estudou-se a ocorréncia“de A. paspali na rizosfera e no rizoplan de
Cynodon dactylon e Hyparrhenia rufa consorciadas do Paspalum notatum, observando-se diminui-
¢io destas bactérias no rizoplan daquelas gramineas, o que confirma o efeito especifico de P.
notatum, o o -

"Num experimento de vasos estudou-se o efeito do solo, de calcirio’ e da planta (P. notatum)
no desenvolvimento de A. paspali. O solo colhido sob vegetagio de Paspalum nofetum foi mais
favorivel ao desenvolvimento da bactéria que a areia, apesar de ter pH mais baivo. A calagem
déste solo favoreceu ainda mais o desenvolvimento da bactéria, embora o pH nfio tenha demons-
trado papel tdo importante como o encontrado nos ensaios em meio. de cultura. . Nos vasos com
planta a bactéria se desenvolveu melhor que nos sem planta, e, no-rizoplan, melhor que na rizos-
fera, tendo sido estas diferengas mais pronunciadas nos tratamentos com areia que nos com solo.

Ensaios de laboratério em meio de cultura liquido visaram estudar o efeito do pH e do exsu-
dato radicular de P. notatum no desenvolvimento de ‘A. paspeli. Observou-se bom desenvelvimento
apenas na faixa do pH 6,7 a 7,0, O efeito favordvel. do exsudato de raizes aumentou. com sua-
concentracido até 200% da solugio original, As substincias ativas do exsudato . foram . resistentes a
esterilizagio a 120°C por 80 minutos o que exclui a possibilidade de serem de natureza enzimética.

INTRODUGCAO

Diversos sio os fatdres que influem na possibili--

dade da ocorréncia de bactérias fixadoras de mitro-
. génio na rizosfera ¢ no rizoplan das plantas. Entre
éstes pode-se citar pH, tipo de “solo, aeracfo, pre-
senga ou auséncia de determinados minerais, ete. Se-

gundo Rovira (1962, 1965), a natureza das substé.n-'
cias secretadas pelas raizes & a responsével pela com-

posicio da microflora de sua rizosfera,

Vérios autores trabalhando com diversos vegetais
das regides de fclima temperado encontraram efeitos
ora favoriveis, ora desfavoriveis das secrecfes radi-
culares na ocorréncia das diversas espécies de Azoto-
bacter, e éstes efeitos variaram também em fungio
"da fase de crescimento do vegetal, devido, talvez, a
variages na natureza das substincias secretadas (Ma-
cura 1966, Pantos 1956).

1 Recebido em I4 de junho de 1968 e aceito para

publicagio em 14 de julhc de 1968,

Boletim Técnico n.® 75 do Instituto de Pesquisas e Expe-
rimentagfio Agropecuérias do Centre-Sul (IPEACS).
;'8 Aluno do 4.2 ano da Escola de Agronomia, da Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e bolsista - do
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_ Em regides de clima tropical, estudos sdbre a ocor-

réncia’ de bactérias fixadoras de N na rizosfera de
vérias plantas apresentaram aspectos ainda mais in-
teressantes. A cana-de-aglicar, o arroz e certas gra-
mineas forrageiras mostraram efeitos estimulantes no
desenvolvimento de Beijerinckia (Duobereiner - 1959,
Débereiner & Ruschel 1962, Ruschel & Brito 1966).
Em 1966 Dbobereiner descreveu uma nova espécie
fixadora de nitrogénio ocorrendo especificamente na
rizosfera e rizoplan de duas gramineas do género Pas-
palum - (P. notstum ‘e_P. plicatum) e denominou-a
Azotobacter paspali.

Com a finalidade de melhor compreendermos a es-
pecificidade da influéncia destas gr‘amineas no de-
senvolvimento de A. paspali, foram feitos os estudos
apresentados no presente trabalho. -

MATERIAL E METODOS.
O trabalho pode ser dividido em trés partes:

Estudo da ocorréncia

. Determinamos a - presenga de A. paspeli em 14
amostras de gramineas de géneros outros que nio o
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Paspalum e que ocorrem associadas com é&ste oS
solos da regifo.  As amostras foram colhidas com um
bloce de solo, o qual, apés desprendlmento por agi-
tagdo, constitufa a amostra da rizosfera. As amostras
de solo do rizoplan foram obtidas retirando-se com a
mio esterilizada em 4lcool e séca, a camada de solo
aderente s raizes apés rigorosa limpeza para elimi-
nar os agregados maiores.

O solo foi peneirado em peneira dé 1 mm’e 100
mg distribuidos em placas de silica-gel impregnadas
com solugio de Winogradsky (pH 6,5) com citrato

de calcio como fonte de carbono {Débereiner 1966).

Foram usadas 2 placas por amostra."

O pH foi’ determinado com potencmmetro Beck-
man na suspensio de solo/4gua 1:1.°

Experimentos de vasos

Montamos um experlmento em blocos a0 acaso com
4 repengoes e com os tratamentos de plantm de mu-
dus esterilizadas e sem esterilizar, moculadas e cem -

inoculagio, em tddas as combinacGes’ posswels e com

as respectivas testemunhas, feitos em solo, solo com

calcario e areia.

O solo usado foi o da série Ecologia, colhido nu--

ma érea cuja vegetaglo dommante é Paspalum nota-

tum, e a areia lavada foi’ pmvemente do Rio Cuan-:

du. A quantidade de solo ou de areia usada mos
diversos potes foi de 2,2 kg. Nos tratamentos com
calcdrio, adicionamos a quantidade de 0,836 g de
carbonato de célmo por pote, quant1dade esta que por
andlise anterior seria suficiente para se obter o pH
6,0

‘Usamos como adubaglo as seguintes dosagens por’

kg de solo ou areia: KH:.POs — 0,175 g; NHNO; —
0,010 g. Elementos menores ~1ml da seguinte so-
luggo:

MgSOLTHO  orvoreiiiinninnsns 37,500 g
CuSO4,5H:0 . ... e 3,950 g
ZnSO¢. THZO 2,227 g
HBO: . ...il.u. 0,250 g
NasMoO4, 2H20 0,125 g
FeSO«. TH:O ... 5,000 g
Acido citrico ... 5,000 g
1 %o T el ceeees 250,000 ml

As mudas de Paspalum notatum, apds conveniente-
mente limpas, sofreram, para esterilizagdo, os seguin-
tes tratamentos: imersdo em 4lcool etilico comermal
durante 3 minutos, imersio em subhmado corrosivo
(HgClL) a 1:500 durante’' 6 minutos - e, finalmente,
lavagem abundante em #4gua corrente. .

Para os tratamentos com - indculsigio usamos a

quantidade de 5 ml de cultura liquida por pote de

uma mistura de 4. estirpes de ‘A. paspali..

Pesq. agropec. bras. 4:53-58. 1969

Instalado o experimento, éste ficou cérea de 6 me-
ses em casa de vegetaqﬁo Durante éste periodo fize-
mos- 2 contagens do nimero de A. paspali no solo,
solo ‘da rizosfera e rizoplan como descrito no estudo
de ocorréncia.  Tiramos a seguir o - experimento da
casa de vegetagio e uma fltima contagem foi feita
15 dias apds estarem os vasos expostos a condigdes
naturais. . '

E_maiosv de laboratdrio

Foram feitos os seguintes ensaios de laboratério

"para estudar o efeito do pH e das excregdes radicu-
Jares de P. notatum no desenvolwmento de A. pas-
pahv.

_.a) estudo comparativo entre o meio de cultura fei-’
to com exsudato radicular de P. notaium e o feito
com 4gua em diversos mvem de pi;

b) estudo do efeito de ‘diversas concentragdes de
exsudato - radicular em d01s nivels de pH. -

O wsudalo radicular de P. notetum fol obtido do-
seguinte moda: colhidas ¢ lavadas as mudas, mergu-
Thamos a sua parte radicular em Agua destilada e as
deixamos expostas a condigles naturais por Vvirios
dias, filtramos, diluimos ou concentramos em, estufa

‘a 70°C, Fizemos o melo de cultura seguinte:

MgS0..7TH0  ....... e T 0,125¢
Fex(SOd)y . vevvvnss SN o 0,025 g
NaMOO&  .evueetiniarercisnnns 0,005 g
CaCls 0,200 g
MoSOLHEO  rveevnenernnurnen 0,025 ¢
SacaArose . Lelidiesscesaaiaiaves 5,000
Agua ou exsudatdo. .....oeiavs.a. . 1000,000ml

Os diferentes ‘tampdes para &ste meio foram obtidos
através de relaqées crescentes entre KH:PO./Na-HPO,
de modo a se obter a concentracdo final de 0,067
molar. Fizemos as seguintes concentragdes:

Meio de cultura ~ KH:PO« 0,87 M Na:HPO40,6TM : pH
90 ml 9,9 ml , 0,1 ml 4,7
" 9,8 ml 0,2 ml 52

" 9,5 ml 0,5 ml 5,5

B 9,0 ml 1,0 ml- 59

*” 8,0 ml 2,0 m} 8,1

el 7.5 ml 2,5 ml 6,3.

s 7.0 ml 3,0 ml 8,5

" 6,0 ml 4,0 ml 6,7

. 5,0 ml 5,0 ml 6,9

”» 4,0 ml 6,0 ml 7,0

" 3,0 ml. 7,0 ml 7.1

» 2.5 ml 7,5 ml 7.2
1,0 ml 9,0 ml 7.4

ot 0,5 m? 9,5 ml 7,6

O pH final variow, no maximo, 0,3 unidades do
inicial ‘mostrando eficiéncia satisfatéria dos tampdes.
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O desenvolvimento da bactéria foi avaliado pela
densidade ética medida num colorimetro Klett Sum-
merson com filtro n® 54 (520 —~ 560u), ajustando-se
o aparelho com o meio de cultura estéril de cada
tratamento. O pigmento fol avaliade pela diferenca
entre as medidas com filtro n.° 54 e as com filtro
n° 42 (400 — 450p).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalhos aﬁteriores, Dijbereinef (i966) veﬁfi-

cou que Azotobacter paspali s6 ocorre em solos sob -

vegetagio de Paspalum notatum e P. plicatum sendo
também esta ocorréncia mais abundante nos solos
do rizoplan que nos da rizosfera, Neste mesmo tra-
balho, Diobereiner assinala ainda que nfio se verifica
a ocorréncia de A, paspali nos solos da rizosfera de
Cynodon dactyloﬁ e Hyparrhenia rufa * (dados ndo
publicados) quando as amostras destas gramineas fo-
ram colhidas em locais onde nfo se achavam asso-
ciadas ao P. notatum. Os dados apresentados no Qua-
dro 1, relativos & ocoiréncia de A. paspeli na rizos-

fera e rizoplan de C. dactylon e H. rufa com’ amos-’

tras colhidas em locais em que se achavam associa-
das ao P. notatum, mostram mais uma vez a in-
fluéneia especifica do Paspalum no desenvolvimento

de A. paspali uma vez que nfimero maior de micro- .

colénias foi encontrado na rizosfera. Sabemos perfei-
tamente que na associagfio destas gramineas, no rizo-
plan do C. dactylon e H, rufa, foi menor o efeito do
Paspalum notatum que no solo da rizosfera, razio do
maior ntmero de microcolénias de A. paspali encon-
trado no dltimo. '

QUADRO 1. ' Efeiio " de gramineas outras que ndo
Paspalum » ng ocorréncia de Azotobacter paspali
e no pH {(médias de 14 amos!ras)

. N.¢ de microcoldnins/g de solo T opH
Rizorfers 2 980 5,36
Rizoplan 070 " 5,23
Yalores de P 19,17 8.

2 Cynodon dactylon e Hyparrhenio rufa, colhidos em campos hoa
quais & vegetacio dominante & Papalum nota.!um.

Em relagio ao pll, notamos que entre o medido
"na rizosfera e o medido no rizoplan do C. dactylon e
H, rufa nio h4 diferenca estatistica, embora o do
rizoplan seja um pouco mais baixo, Nos Quadro 2 e
5 podemos verificar justamente o Oposto . nos vasos
com P. notatum, isto é, wn aumento do. pH do solo
nos vasos plantados com esta graminea

No experlmento de vasos, tentou-se eIuc1dar difi-
culdades encontradas em experimentos anteriores no

sentido da sobrevivéncia de A. paspall em casa-de-ve-
getaglo, principalmente em areia {Peixoto & Débe-
reiner 1966).

- Nos Quadros 2, 3 e 4 notamos diferencas altamen-
te significativas entre solo e arela nas contagens de

‘microcoldnias da rizesfera, confirmando, pois, as difi-

culdades encontradas pelo A. paspali na sobrevivén-
cia em areia. E pouco provével que a causa seja uma
deficiéncia mineral, uma vez que usamos em todos
os tratamentos doses uniformes de P, X, elementos
menores ¢ uma dose reduzida de nitrogénio, Do mes-
mo modo, é pouco provével também que o pH seja
responsével, pois: éste, medido nos vasos com areia,
foi o mais apropriado para o desenvolvimento de A.
paspali, como serd visto adiante nos ensaios com meio
de cultura. '

Azotobacter paspali se desenvolveu melhor nos va-
sos com solo e caledrio, mesmo nos tratamentos sem
plantio, durante todo o experimento (8 meses). Possi-
velmente, éste melhor desenvolvimento se deu devido

a substincias existentes neste solo que foi colhido sob

vegetagio de P. notaturn e, também, a um pH apro-
priado. J& no solo sem calagem e sem planta, onde
o pH variou entre 5,1 e 54 o niimero de microcold-

‘nias de A. paspali foi diminuindo sensivelmente com

o tempo, como pode ser visto na Fig. 1,
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FIG, 1. Sobrevivéncia de Azotobacter paspali em vasos com
o8 diversos tratamentos. .

‘As diferengas no ntimero de microcolénias de A.
paspali entre a rizosfera dos tratamentos com solo e
a dos tratamentos com areia foram grandes como ji
assinalamos; ' entretanto estas diferencas foram me-
nores no rizoplan dos referidos tratamentos, demons-
trando que a planta pode compensar efeitos prejudi-

ciais da areia, Na Fig. 1 podemos observar efeitos
- mais pronunciados da planta no desenvolvimento de

A. paspali nos tratamentos feitos em areia, tendo sido
responsivel porAéstes efeitos, principalmente, os tra-
tamentos com inoculacio e os com -pIantio de mu-
das {Quadro 2). » :

O efeito da inoculagdo se notou principalmente na
segunda época, pois duas das. quatro repeti¢des na

Pesq. agropec. bras. 4:53~5_8. 1969
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QUADRO 2, Efeito dos iratamentos e do-pH do solo na sobrevivéncia de Azotobacter. paspalis

X 1.* contagem

2., contagem

3.» contagem

Tratsmento Mudaa de Inocu-
b P. notatum lagdo~ pH- Rizos- - Rizo- . pH Rizos- Rizo= pH Rizea- Rizo-
" final fern plan - final  fera plan final’  fera .plan
Solo Sem mudas + 51 152 — 50 85  — 83 30 —
' Esterilizados -+ 5,1 20,7 23,7 5,6 97 18,0 5,5 27,2 34,9
Sem esterilizacho + 5.4 23,5 18,4 5,3 18,8 15,4 5,6 48,3 46,3
Sem mudas — 51 20,3 — 5,0 8,2 —_ 5,4 41 —
Esterilizados — 5,0 19,8 26,3 52 7.6 12,3 5,5 39,2. 40,2
Bem ‘est.e‘rilizagﬂo . - 5,2 ?8,0 29,5 53 2.8 16,7 55 359 - 33,0
Solo com Ca CO3 Sem mudas -+ 5,5 24,4 _— 57 18,9 — 5.9 21,5 =
Esterilizados + 53 23,2 25,8 5,8 17,6 18,4 5,9 47,3 348
Sem esterilizacfo + 5,8 219 28,1 5.8 12,5 276 59 41,8 49,2
Sem mudas — 58 183  — 87 155 — 58 201 —
Esterilizados — 5,8 26,9 15,3 57 13,5 148 58 374 49,7
Sem esterilizagio — 58 24,4 29,1 58 15,9 14,9 5.9 258 37,2‘
Areia Sem mudas +. 6,2 12,2 —_ 6,3 10,5 - 8,7 5,4 —_
Esterilizados + 6,3 143 11,3 8,5 8,56 20,1 8,8 21,8 25,0
Sem ’ esterilizaglio + 8,3 7.3 20,8 6,4 11,1 24,2 8,7 18,7 25,7
Sem mudas — 6,1 2,7 —_ 6,5 - 1,0 -— 6,5 2,3 C
Esterilizados _ 6,3 ‘1,0 133 8,5 1,0 L5 6.6 7.2 9,4
Rem esterilizagio —_ 6,4 1,0 21,8 6,4 6,1 13,2 6,7 254. 274
* Resultados médios de 4 repetigies em microcolénias/g de solo transformados em v+ L
QUADRO 3. Andlise conjunta’ do o de microcolénias de A. paspali na vizosfera e no rizoplan
(totais dos tratamentos correspondentes)
. . . . . Bem Mudas . Mudas sem o
Tratamentos en.l Rizosfera Rizoplan Inoculada Tnocalacho . - Esterilizadss Esterilizacﬂq Total
Seolo - . 11.442° 12,596 12;125 11,913, 11,190 12.848 . 24.038
Bolo e Ca COy 12,165 13.839 13.805 12.199 12.875 13.129 ) 26.004
Arein 4,940 8.548 8,354 5.134 ‘ 5.384 8,104 13,488
Totais ‘28.547 34.983 34.284 20.246 20,449 34,081 63.530
QUADRO 4. - Andlise de veridncia dos dados trelativos &s contagens de Azotobacter paspall apresentados
o nos Quadros 2 ¢ 8 (valores de F) )
. 1.% contagem 2. dontagem . 3.2 contagem
Fonte de variaglo’ . — — — Conjuntas -
" Rizosfera .  TRizoplan Rizosfera Rizoplan Rizosfera TRizoplan
Bolos 22,70* 2,77 12,28** — 8,474 9,20%*. 31,85%
Plavtio ; —_ 2,80 ‘1,50 1,00 18,59** — 5,03
Inoculagio -— _ 8,15 7,504 1,44 - 5,05 .
Solo X plantio 2,00* - - —_ - - —
Epocas S —- - - — — - 83,22**
Rizosfera X Rizoplan — —_ — - C— - 9,71%*
Epnca X Solo —_ _— - —_— —_ —_ 4,19

A andlise -_ conjunts inclui as 3 &pocas dos dados de rizoplan e rizosfera, eliminando-se 08 tratamentos sem pla-ntio.

QUADRO 5. Andlise dé varidncia dos dados velati

ao pH ap tados no Quadro 2 {Valores de F) .

.-Fontes de variagho 1.* contagem *'  2.* contagem "85 contagem .
Bolos 281 53¢ 229,834+ 293,12%**.
Plantio 5,19+ 6,50** 3,35
"Tnoculacfo —_ — —_

Pesq. agropec. bras, 4:53-58. 1969
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primeira contagem foram feitas antes da inoculagdo.
JA na dGltima contagem, o efeito nfo foi notado.”

- Uma das explicagﬁes do efeito favoravel do Paspa-
lum' notatum sdbre o desenvolwmento de A. paspali
seria que ésse efeito poderla ser atribuldo 2 ‘uma
tamponizagio do pIl.- Emtrabalhos anteriores (Dé-

- bereiner 1966), foi assinalada a presenca de A. pas-
pali em solos com pH 4,9. No entanto, em meio de
cultura a bactéria 56 se _desenvolveu em pH superior
a 64 (Fig. 3). Os resultados apresentados nos Qua-

"~ dros 2eb mostram um aumento significative do pH

. oS vasos com planta, nas 3 épocas, Prmcxpa]mente
nos vasos de solo sem calcrio. Como os dados do
presente experimento nfo permitem que se faga uma
diferenciacio entre aumento de pH e fornecimento

do elemento chlcio, &ste ltimo poderia ser o respon-

sdvel pelo maijor desenvolvimento de A, paspali. Nes-
te' caso, as excrecBes das rafzes de P. notatum,-que
“influfram grandemente no crescimento de Azotobacter
paspali em meio de cultura, forneceriam célcio  (Fig.
2e3) '
Para estudar detalhadamente o efeito do pH e das

excreges radiculares de P. notatum fizemos inicial-
mente -um experimento em condigdes de laboratério

que abrangesse uma faixa malor de pI. Seu resul-.

tado pode ser visto na Fig. 2, onde se verifica desen-
volvimento de A. paspali apenas nos frascos com pII
6,8 e 6,9. Na repeticio do mesmo’ experimento numa
~menor faixa de pH se pode verificar (Fig. 8) bom
desenvolvimento de’ pH 6,7 a 7,0, Esta faixa extre-
mamente estreita de tolerdncia ao pH do meio est4
em desacﬁrdo com trabalhos anteriores onde se tinha
‘observado ‘uma certa tolerincia’ até o pH 5,8 e 84,
tendo-se, no entanto, tambem neste - trabalho 0 maior
- desenvolvimento em pH 66 a 6,8 (Dibereiner
1966). A tolerincia a uma maior faixa de pH na-

300 0e o cumws tein com dun A mpok e
Br— '
Meic e Cullua He tonk dsautklo A poscol K
. : e trr——
Malo da cutum faitg com dguo A poroes’ 12

S —) .
E Maic de cultura faita com s 4 perad &2,

N L3 r
pH finol do meio de cultura

FIG. 2. Efeito do pH e do exsudato radi~
cular de Paspalum notatum no desenvol~
vimento de Azotobacter paspali. Frascos
de Erlenmeyer de 125 ml com 30 ml da
melo, fnoculados com: alga de platina e
tncubados durante 5 dias em temperatura
ambiente no_agitador mecdnico (142 rpm).
Meio de. cultura tamponado com diferen-~
tes velapdes de KHoPOy/Na:HPO, 0,067 M.
Densidade dtica medida num coIorfmetfo
Klett-Summerson com filtro ' n.° - 54
(520-540)
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FIG. 3. Efeito do pH e do exsudato radicular de
P. notatum no desencolvimento . de A, paspali,
- Densidade - dtica medids - num  colorimetro  Klett-
Summerson com filtros n.® 54 (520-540) e 42
(400-450), A pigmentagdo foi obtida peln dife-
renga entre a8 leituras feitas com o8 dois filtros.
Frascos “de Erlenmeyer de 125 mil com 30 ml de
meio, tamponados com relacdes” crescentes  de
KH:PO;/Na:HPO; 0,067 M, inoculados com alga
de plating e incubados durante 7 dias em tempe-
raturg embiente no agitador wecdnico (142 rpm).
. Dados médios de 2 estirpes.

quele trabalho possivelmente se deve A maior quan-
tidade de indculo, pols I4-fol usado 1 ml de A. pas-
pali para inoculagiio, enquanto no presente trabalho
usamos’ 2penas uma alga de platina,

" ObservagGes interessantes resultaram da medida da
densidade dtica ‘com 2 filtros diferentes {colorfmetro
Klett-Summerson com filtros hﬁmero 54 (520-540)
e 42 (400- 450) Admitindo-se que o filtro verde ab-
sorve um minimo da- plgrnentac;ao amarela caracte-
ristica daquelas culturas e o roxo. o méiximo, podemos
concluir que a daferenga entre as medidas com os
dois ' filtros nos d4 uma avaliacio da intensidade da
formagﬁo do pigmento. Na Fig. 3, pode-se observar
que a formagfio do ‘pigmento amarelo acompanha o
desenvolvimento ‘de A. paspali; a adigio de exsuda-

g §

Densidode diico ¢ pigmente omarelo

.
S

\\

200 % de esudote 400

® 0y

FIG. 4. Efeitc de diversas concentragbes e exsu-
dato radicular de P, motatum no desenvolvimento
de A. paspali com pH 6,6. Frascos de Erlenmeyer
de 125 mi com 30 ml de meio, tamponados com
relagbes crescentes de KH:PO,/Na:HPO,; 0,087 M,
inoculados com algca de platina e incubados du-
rante 5 dias em temperatura ambiente no agitador
mecdnico (142 rpm). - Densidade . 6tica medida
num colorimetro Klett-Summerson com filtros n.®
54 (520-540) & 42 (400-450). A intensidade
d¢ pigmentagao foi- obtide pelas diferengas entre
as leituras feitas com os 2 filtros.
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FIG. 5. Efeito de diversas concentragies de exsudato radiculasr
de Paspalum notatum no desenvolvimento de A. paspali em

pH 6,8 (detalhes do método empregado na Fig. 4).
to, no entanto, apésar de aumentar o desenvolvimen-
to, reduziu a formagio do pigmento.

O efeito do exsudato das raizes foi estudado mais
detalhadamente nos ensaios apresentados pela’ Fig.
4 e 5. Tanto com pH 6,6 como com pH 6,8 melhor
desenvolvimento se observou quando o meio de cul-
tura foi prepurado cum exsudato concentrado duas
vézes. Com o pH mais elevado, até com uma. con-
centragio de quatro vézes, o exsudato permitiu_de-
senvolvimento razodvel, o mesmo nio acontecendo
com pH 6,6, quando nesta concentragio o desenvol-
vimento foi nulo. Com baixas concentragdes de exsu-
dato e principalmente’ nos frascos sem o mesmo,
observou-se_ o contrério: com pH 66 ht?lu>ve(desen-

- volvimento enquanto que com 6,8 nio houve. Como
ja foi observado anteriormente, o aumento da con-

centragio de exsudato diminuiu a formagfio de pig-

" mento.’

trado no experimento de vasos, isto &, os vasos sem
plantio de Paspalum notatum tiveram nos tratamen-
tos de solo, solo com cale4rio, e areia, menor niimero
de microcoldnias de A. paspali que os com plantio.
Provivelmente, a concentragio de 200% de exsudato
é préxima da encontrada em condigdes normais no
solo préximo s rafzes.

. Nada podemos concluir sébre a natureza da subs-
tAncia ativa no exsudato, uma vez que nenhuma ani-
lise foi feita; sabemos, no entanto, que ela resiste ao

“calor da esterilizagdo (30 minutos em 120°C), o que

exclui a possibilidade de serem enzimas ou vitaminas
sensiveis ao calor.
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FURTHER STUDIES ON THE PHYSIOLOGY OF Azotobacter paspalt AND ITS
DEPENDENCE ON THE PLANT (Paspalum notatum

Abstract

A number of experiments were carried out to explain the specific stimulating effect of Paspalum notatum
on Azotobacter paspali growth, . ' '

Natural oecurrence o?r A. paspali was studied in the rhizosphere of Cynodon dactylon and :Hyparrhenia
rufa growing in consorciation with Paspalum snotatum. A dectease of these - bacteria was observed in: the
rootsurface soil of those grasses when compared with rhizosphere soil, confirming the specific effect on these

" bacteria of P. notatum. ’ )

- In a greenhouse experiment, survival of A. paspali was studied in pots with soil collected under Paspalum
swards with and without liming and in pots with sand. Soil collected under Paspalum --was less - injurious
than sand although the pH of the soil was lower. Liming the soil still improved conditions for A. paspali
growth. When Paspalum notatum was planted in the pots, bacteria survival was satisfactory, sterilized plants
poorer than natural ones and inoculated seedlings better than uninoculated ones.' Rhizoplan samples: con-
.taineddhigher numbers of the organisms than rhizosphere soil. All these differences became more pronocunced
in sand..

In-laboratory experiments the effect of root exudate of P. nofatum and pH levels were studied in liquid
culture medium. Good growth of A. paspali was observed to be dependent on maintaining a quite narrow
pH range (8.7 to 7.0). Increasing amounts of root exudate stimulated growth of this organism up to 200%

- of the original solution. The active substances were resistant to autoclaving at 120°C for 30 minutes there-
by excluding the possibility that they are natural enzymes. Production of a yellow pigment was reduced
by the root exudate. - ) :
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