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FIXACAO ASSIMBIOTICA DE NITROGENIO ATMOSFERICO
EM ALGUMAS GRAMINEAS E NA TIRIRICA PELAS
BACTERIAS DO GENERO Beijerinckia Derx *.

ALAIDES PUPPIN RUSCHEL? ¢ DISCE PINTO PACCA DE SOUZA BRITTO3

Sumdrio

Realizou-se éste experimento com a finalidade de pesquisar a influénecia das bactérias assimbidticas
de nitregénio atmosférico, do género Beljerinckia Derx, na rizosfera dos capins Jaragui (Hiparrhenia rufa)
(Nees) (Stapf), Colonide (Panicum maximum Jacq.), grama Forquilha (Paspalum notatum Flugge) e tam-

bém da Tiririca (Cyperus rotundus L.),
O experimento lP

oi conduzido em casa de vegetagio, usando-se parcelas subdivididas. Com os resulta-

dos obtidos concluiu-se que a inoculagfio com bactérias assimbibticas fixadoras de nitrogénio 6 uma pra-
‘tica possivel em nossas condi¢des no solo e nas plantas em estudo. ) :
Maior quantidade dessas bactérias foi encontrada no “rizoplan” da grama Forquilha. Observou-se ain-
da, que o nitrogénio percentual da planta foi maior na grama Forquilha que nos capins Jaragui e Colonijo. -
Relativamente ao nitrogénio percentual do solo, notou-se que no “rizoplan™ dos capins Jaragud e Co-
lonido e da Tiririca foi maior que na grama Forquilha,

INTRODUGAO

A eficiéneia da fixaglo assimbiftica do nitrogé-
nio é assunto controvertido (Débereiner & Ruschel
1961}, havendo correntes que a julgam eficiente ¢
outras que a tém como ineficiente.

Em trabalho recente (Dobereiner & Ruschal
1961), conseguimos chegar a resultados positivos
em relagio a ingculagio de bactérias fixadoras de
nitrogénio do género Beijerinckiz em arroz; o mesmo
obteve Débereiner com ' cana-de-agicar {Dobereiner
1959, 1961, Dibereiner & Alvahydo 1959).

Parker (1057b} notou que um solo cultivado
com gramineas continha mais nitrogénio que o mesmo
sem vegetacdo, atribuindo é&ste aumento A fixagdo
assimbi6tica através dos microorganismos. Em nossos
trabalhos de laboratério, notamos que na rizosfera
de uma graminea do género Pespalum muito comum
nos gramados existentes na drea do Km 47 da Rodo-
via Rio-Sdo Paulo, e na Tiririca {Ciperus rotundus
L.), as bactérias do gén. Beijerinckiz apareciam em
grande abundfneia, principalmente no “rizoplan”
{solo aderido 3s raizes). Como observamos que estas
plantas, apesar de vegetarem na mesma 4rea hd mais
de 10 anos sem nenhuma adubagdo, apresentavam-se
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sempre com bom aspecto vegetativo, sem ter side
verificada deficiéncias de nitrogénio nas mesmas,
suspeitamos serem as bactérias fixadoras de nitrogé-
nio a principal fonte déste elemento que estas plantas
utilizavam.

Para efeito de comparagio, tomamos outras
plantas da mesma familia: Paspalum notatum Flugge
{grama Forquilha), Pandcum maximum Jacq. (capim
Colonidio) e Hiparrhenia rufa (Nees) Stapf. (capim
Jaragui), e também Cyperus rotundus L. (Tirirical.

Este trabalho traz apenas uma contribui¢fo ao
problema da fixacio assimbidtica do nitrogénio pelas
bactérias do gén. Beijerinckia, elucidando alguns
pontos controvertidos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho encerra resultados da an4-
lise microbiolégica e quimica de um experimento em
casa de vegetagio, -

O experimento foi realizado com solo da Série
Ecologia, série esta que possue dois tipos de solo:
arenoso e areno-limoso,

O trabalho foi realizado em potes, contendo
cada um 3,5kg de solo arenoso, de pH 4,5, sem ne-
nhuma adubagfo, isto é, em condigdes normais de
desenvolvimento das plantas que ocorrem na regido.

O delineamento experimental foi de parcelas
subdivididas, no qual as parcelas foram ocupadas
pelos tratamentos: inoculagio e sem inoculagho; e as
subparcelas representam os tratamentos: a) Solo
testemunha (sem vegetacio), b) Capim Jeragui. ¢)
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QUADRO 1, N (mero de mictocoldnias de Betjerinckio por grama de solo em quatre repetiges, em quatro épocas e média de
pH do zclo em todos oa tratamentos

Solo
Teatemunha ' Capim Capim : Qrama .
Fpoca afvegetachio Jaragué Coloniio Forquilha Tiririca
1 T 1 T 1 T I T I T
5100 170 8210 1020 7100 620 5760 * 5000 520H) 1140
7815 125 - 1650 645 6810 440 7885 5160 7150 3240
5020 110 4805 372 7350 410 78456 4460 5950 600
2400 140 G620 430 1355. 500 3660 4895 1540 : 170
Soma 20425 645 15285 2467 22615 1970 25169 19515 19840 5150
pH... 0 455 455 5,30 5,18 5,40 5,30 5,02 5,10 5,07 512

I Inoculacio: T Sem inoculagde,

QUADRO 2. A anilise de variincia relativa ao nimero de
microcoliniag de Beijerinckig, em quairo épocass

Capim Colonidio, d) grama Forquitha, e) Tiririca. O
plantio foi com pequenas mudas colhidas em campo

I d . N F. Variagho G, L. Q. M.
do mesmo solo usado no experimento, TBIOC. nveceane ettt amaneteeassbeeanteanrans 1 13.598,21 4
: i 3. i { Repeti,uuiciy i ciincainiinann, 3 91,25 o
Fizemos a inoculagio das ‘mudas nnergm(}o. 0 R e 3 o
sistema radicular em uma solugio contendo colémnias - %rat)“ i l--’;gg.gg:
.. i rat. BOC. . vy gnnssmsiasne |
dispersas de Befjerinckia recém-isoladas do “rizoplan” %esiduo ... 24 78,67
A poca TP 3 995,40 o
das plantas em aprégo; ao solo testemunho com Epoca % Inoce. ... 3 518'5;,;
. o . X B Trat.. 12 1402
inoculagfio, incorporamos o mesmo inoculante, mis- foocs § Trat % Thaanritmoes ST o726
ttirando bem Residuo (6. vavnrrirerrrrnivrninisrinnnins 90 64,26

Os dado# originais transformados em 4/ x + 0,5
Bignificagfio ao nivel de 5%

Signifieagio ao nivel de 1%

Bignificagio ao nivel de 0,1%

Foram feitas contagens de Beijerinckiz em quatro
diféreéntse épocas: oito dias, um més, dois meses e
quatro meses, apbs o plantio. As contagens de Betje-

e o®

Assim o total de microcoldnias em todos os tra-
tamentos inoculados foi de 103.315 para 28,647 nos
ndo inoculados, diferenca bastante aprecidvel. _

Com relaglio ao comportamento dos capins Ja-

rinckig foram realizadas 'em placas de silica-gel im-
pregnadas com 0,lg de solo do “rizoplan peneirado a
Imm. No sclo testemunha sem vegetagiio a contagem

foi feita colhendo uma amostra do préprio solo.

Foram realizadas andlises do teor de nitrogénio
pelo método de Kjeldahl, do teor de carbono pelo
método de Tiurin e do pH do solo pelo potencidmetro
EIL, medido em.suspensﬁohl:l em igua,

RESULTADOS

-Observa-se nos Quadros de 1 a 6 os resultados
obtidos. .

No Quadro 2 pode ser verificada a alta signifi-
" caglic estatistica para a inoculagdo, podendo ser
apreciado o comportamento do efeito da inoculagio
no Quadro 1.

ragud e Colonifo, grama Forquilha e Tiririca, quanto
ac numerc de microcoldnias encontradas no “rizo-
plan” dos mesmos, pode-se observar que o capim
Forquilha apresentou maior quantidade de Beijerin-
ckia, estatisticamente diferenciada dos demais.

Relativamente 4s épocas de contagens de micro-
colénias, sdmente a contagem realizada quatro meses
apés o plantio foi estatisticamente inferior is realiza-
das com ocito dias, um més e dois meses apés o
plantio, nfo tendo havido diferenga significativa en-
tro estas trés tltimas. ‘

Como vemos, o nitrogénio percentual do solo
foi maior nos tratamentos inoculados, excetuando-se
o caso do Forquilha e Colonido, acrescendo ainda,
que a Forquitha apresentou guantidade quase
igual 4 do tratamento testemunha.

QUADRO 3. Teor de nitrogénio percentual do sclo e médias ds relacio carbono/nitroginie, em todos oa tratamentos

Solo :
Testemunhs - Capim Capim Capim Tirizt
Epoca sjvegetagiio Jaragud Colenitie Forquilba iriries

I T ] T I T 1 T 1 T
0,035 0,035 0,223 0,188 0,129 0,129 0,035 0,117 0,129 0,141
0,035 - 0,058 0,200 0,188 0,176 1211 0,035 0,105 0,153 0,211
0,070 0,023 0,200 0,058 0,117 0,153 0,082 0,058 0,176 0,141
0.023 0,011 0,153 0,082 0,082 0,129 0,047 0,047 0,105 0,023
0,163 0,127 0,778 0,516 0,50 0,622 0,199 0,327 0,663 0,518
8,0 10,5 2,7 5,5 8,7 4,3 11,0 8,3 33 59

I Inceulado; T Sem inmcenlagdo,
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As maiores relagbes C/N foram as dos trata-
mentos com grama Forquilha e testemunha (sem
vegetagiio). :

QUADRQ 4, Anilise de varifinets de nitrogénio percentual do
solo noa varios tratamentoss

F, Variagiio G. L, Q. M,

1 3,2800
3 74,0848
3 33,8769
4 236,0341 »
4
4

Trat. . X Inoe

278043 =
Residuo (b)......

80011

a Dadog originais transformados ang = arc sen /Percentagem

Vése, no Quadro 4, que houve diferenca
significativa para tratamentos e para interagio
Trat, x Inoc.

O estudo feito relativamente 3 interagiio signi-
ficativa, mostrou que a inoculagic sdmente influiu
relativamente a nitrogénio percentual do solo, quando
éste fol cultivado com capim Jaragud.

Quanto A significagio estatistica para tratamen-
tos, pode-se concluir que o nitrogénio percentual do
solo do “rizoplan” dos capins Jaragui e Colonifo e
da Tiririca apresentou-se superior ao nitrogénio per-
centual do “rizoplan” da grama Forquilha,

QUADRO &. Nitrogénio peruentﬁnl da parte aéres dos caping
Jaragud ¢ Colonido, grama Forquilha e da Tiririca

Capim Capim Grama
Jaragud Celonido Forquilba Tiririca

I T I T 1 T I T

0,240 - 0,223 0,320 - 0,318 0,400 0,264 0,542 0,542
0,224 0,306 0,269 0,250 0,400 0,377 0,530 0,542
0,259 0,200 0,259 0,330 0,400 0,318 0,553 0,424
0,259 0,224 0,204 0,283 0,353 0,329 D 412 0,447

0,988 . 0,853 1,141 1,180 1,553 1,318 2,037 1,955

I Inogulagio; T Sem inoculagfo.

_ Observando o Quadro 5, nota-se que de um
modo geral, nio houve diferenca entre 0§ tratamentos
inoculados e sem inoculagdo, a nie SEr para a grama
Forquilha,

QUADRO 6. Anilise do varifncia do nitrogénio, percentual da
parte afrea dos tratamentos jﬂ mencionadost,

F. Variagio e G L Q. M.
1 oo 10,2008
8,7004
3‘ ALY 3782
3 3540708 a
3 68,5075
18 68,4117

» O dados originérios foram - transformados ang = are «en
+/Fercentagem
Verifica-se no Quadro 6 que sdmente houve
significagio estatistica para tratamentbs, -indicando a
Tiririca como possuidora de maigr ;percentagem de
nitrogénio na parte aérea da planta, vindo em segui-
da a grama Forquilha,

Nio houve diferenca significativa entre os tra-
tamentos inoculados e sem inoculagdio, assim como
para a interagfio Trat. x Inoc.

Com relagio ao ntimero de Beljerinckia encon-
trado no “rizoplan” dos tratamentos, observou-se que
a grama Forquilha apresentou maior quantidade des-
tas bactérias fixadoras de nitrogénio do solo.

Maior quantidade de. nitrogénio percentual,
encontrou-se mo solo do “rizoplan” dos - capins’
Jaragu4, Colonido e da Tiririca.

Quanto ac nitrogénio percentual da parte aérea
da planta, observa-se que a Tiririca * mostrou-se
mais rica, seguida da grama Forquilha. .

Também pode ser observado no Quadro 1 que
a populagio de Beijerinckia no “Tizoplan” da grama
Forquilha, mesmo no tratamento ndo inoculado,
ainda foi grande relativamente aos demais. -

DISCUSSAO

White et al. (1958) e Whitt (1941) demons-
traram; que os ganhos de nitrogénio no solo sdmente
sio aprecidveis nos solos de campinas ou de prados.
Alguns autores (Pochon & Barjac 19358) acham
possivel obter bons resultados na fixagio assimbié-
tica do nitrogénio, adicionando-se ao solo substin-
cias . orginicas, No entanto, - malgrado tbdas as
objegdes de ordem tedrica recentes, a fixagio do
nitrogénio atmosférico € uma realidade no solo e re-

‘veste-se de grande importincia (Pochon & Barjac

16858). Com efeito, as opinides contraditdrias se
conciliam quando admitem que esta fixagio do ni-
trogénio atmosférico pelas bactérias ndo simbibticas
pode ser razodvel mas zonas de culturas intensivas,
importante numa cultura’ extensiva e primordial nas
imensas superficies do globo nfo cultivadas peIo ho-
mem {Pochon & Barjac 1958). : -
Parker (1957b) e Whitt (1941) conforme ja
foi citado, demonsiram que provivelmente as gra-
mineas sfo uma das principais plantas que podem
favorecer a fixacio do nitrogénio pelas bactérias
assimbidticas. - .

De acdrdo com os resultados do presente tra-
balho, acredita-se que existem plantas que excretam
substdncias favoriveis ao desenvolvimento das bac-
térias do gén, Beijerinckia, provocando uma certa
afinidade, para ndo dizer simbicse, entre a bactéria
e a planta. Segundo Parker (1953), a evolucio da
simbiose entre algumas plantas e microorganismo,
foi se dando paulatinamente, havendo diferentes es-
tigios de aproximagiio entre ambos. Citando o caso
da simbiose ' Rhizobium-leguminosa, diz que ini-
cialmente bactéria e planta viviam independentemen-

- te, passando depois um a se aproveitar das excregoes

do outro e finalmente adquirindo condigies anatbmi-
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cas especiais para viverem em simbiose. No presen-
te trabalho, a afinidade Beijerinckiu-Graminea seria
um estigio intermedidrio, onde as trocas de substin-
cias excretadas por ambos podem.ser aproveitadas
por um & por outro, ndo sendo essas trocas, como
na simbiose, extremamente necessiria (caso do
Rhizobium), podendo mesmo serem independentes,
isto é, nenhum dos dois depende exclusivamente do
"outro para sua sobrevivéncia,

Apoiando esta hipdtese, pode-se ver pelo Qua-
dro {, que o solo do “rizoplan™ das plantas ndo ino-
culadas sempre apresentou maior ndmero de
Beijerinckia que o solo testemunha sem vegetagdo.
Tudo indica que a grama Forquilha foi a que mais
favoreceu o crescimento destas bactérias, pois em seu
“rizoplan”, a populagio de Beijerinckia superou sem-
pre a dos demais tratamentos, diferenciando-se esta-
tisticamente; segue-se a Tiririca que também esti-
mulou o crescimento dessas bactérias fixadoras de ni-
trogénio e, depois, os capins Jaragud e Colonido co-
mo se ‘verifica no Quadro 1, nos tratamentos sem
inoculagio. Também no primeiro quadro, observa-se
que a populagio de Beijerinckia no “rizoplan™ da

grama Forquilha, mesmo no tratamento nio inocula- .

do,” ainda foi grande relativamente aos demais;
além disto todas as gramineas aumentaram o niimero
de Beijerinckia, quando ndo inoculadas (Imoe. «x
Trat.). Este efeito favordvel de tbdas as gramineas
estudadas no desenvolvimento de Beijerinckisa em
sua rizosfera confirma resultados anteriores com
cana-de-agicar e arroz {Dibereiner & Alvaydo 1959,
Débereiner 1961, Dibereiner & Ruschel 1961), Sem
éste aumento seria em vio tentar-se qualguer pri-
tica agncola que possa vir a aproveitar a fixagfio
assimbiética.

A elevagio do pH no “rizoplan™ das diferentes
plantas pode ter contribuido para o aumento do ni-
mero de Beiferinckia, nos tratamentos sem inocula-
¢do, Conforme observamos ainda no Quadro 1, as
- épocas de contagem mostraram diferengas significa-
tivas, o que vem confirmar observagdes de Daste
(1958), que estudando as bactérias fixadoras na ri-
zosfera notou periodos de estimulo e-inibigio segun-
do o estigio de desenvolvimento das plantas.

Estudando estatisticamente os resultados encon-
trados para o nitrogénio percentual da parte aérea
“do tratamento com grama Forquilha, através do teste
“T", notamos diferenciagio para o tratamenta inocula-
do o que pode ser atribuido & fixagfo assunb16tlca
do nitrogénio.

0 mtrogemo retido no solo (Quadro 3) fol
proporcional & populacio de Befferinckiz no “rizo-
plan” das diferentes plantas, o que vem confirmar
a idéia da afinidade Beijerinckia-planta. Estes re-
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sultados nos levam 4 hipétese de que a maior fixa-
¢do no Paspalum, talvez se devesse a troca de subs-
tincias excretadas pelas rafzes desta planta com o
nitrogénio fornecido pela bactéria, sendo éste absor-
vido totalmente pela planta, o0 mesmo ndo aconte-
cendo, por exemplo, no “rizoplan” do Jaragud. Esta
planta parece nio absorver o nitrogénio fixado pe-
las bactérias assimbidticas, ficando no solo, onde
pode perder-se através da lixiviagio, ou mesmo ser
aproveitado por outros microorganismos, diminuindo
o disponivel para a planta. Por outro lado, sabe-se
que a relagio C/N elevada favorece a fixagfio de ni-
trogénio por via biolégica {Dahr 1958). Assim, no-
tamos que onde a relacio C/N do solo era maior
(Quadro 3), caso do tratamento com Paspalum,
houve maior nimero de Beiferinckiz, e maior fixa-
gdo de nitrogénio, o que vem confirmar os resulta-
dos de Parker (1933), que obteve maiores ganhos
de nitrogénio em solos cultivados com plantas nio
Leguminosas, em comparagio com o solo sem planta,
na razfo de 15 Kg/ha, correlacionando éstes ga-
nhos com a relagio C/N. No presente caso o Paspa-
lum absorveu diretamente o nitrogénio, ficando a
relagic C/N maior,

CONCLUSOES

O presente t'rabalho permite as seguintes con-
clusGes:

1. A inoculagio favoreceu o crescimento de
Beijerinckia no solo testemunha sem.vegetagdo co-
mo também, no “rizoplan’ das diferentes plantas
estudadas, o que foi comprovado estatisticamente e
nos leva a concluir ser a inoculagﬁp uma pratica
possivel em nossas condigbes, no solo e nas plantas
em estudo,

2. Tbédas as plantas estudadas aumentaram o
desenvolvimento de Beijerinckia em seu “rizoplam",
como se pode cbservar comparando-se a testemunha
sem planta e sem inoculacio com o mesmo trata-
mente nas culturas,

"3. Houve um efeito mais pronunciado ainda dos
tratamentos com grama Forquilha tanto no inoculado
como no sem inoculagio, o que evidencia o efeito
benéfico desta planta sébre o crescimento, em seu
“rizoplan”, da bactéria em estudo.

4. Comparando-se o5 tratamentos inoculados
nota-se menor influéneia no “rizoplan” do Jaragua e
Tiririca, no desenvolvimento de Befjerinckia. Interes-
sante notar que estas plantas apresentaram maior
teor de nitrogénio no solo do “rizoplan’.

5. J4 com o nitrogénio percentual da parte
aérea das plantas, a relacdo. do ftem 4 foi inversa,
isto é, maior quantidade de nitrogénio percentual na
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Forquilha e menor no Jaragui, também significante

estatisticamente, Nota-se ainda que na parte aérea
da grama Forquilha quando inoculada o teor de
nitrogénio era maior,

6. Nos tratamentos onde a relagioc C/N era
maior, encontrou-se maior nimero de Beijerinckia
e maior teor de nitrogénio na planta. (caso da For-
quilha}.
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ASSYMBIOTIC NITROGEN FIXATION IN SOME GRASSES AND IN Cyperus rotundus BY
BACTERIAE OF THE GENUS Beiferinckia Derx

Abstract

In 2 greenhouse experiment, the effect of nitrogen fixing bacteria of the genus Beijerinckia Derx
was studied in the rizosphere of the pasture grasses Hyparrhenis rufe (Nees) Stapf, Panicum maximum

Jacq., Paspalum notatum Flugge and of Cyperus rotu

us L. Numbers of microcolonies of Betjerinckia

were counted at four different stages of plants growth. The following conclusions were drawn:
1. Inoculation with Beiferinckia increased the number of these organisms in bare soil as well as on
the “rhizoplan™ of the grasses. This indicates that inoculation might be praticable under our conditions and

with the studied plants,

2. Without inoculation all plants in this experiments increased the number of Beijerinckia in- their
“rhizoplan”, when compared with the checks without plant growth.
3. This effect- was stll more pronounced in the case of Paspalum notatum, with and without

inoculation.

4. The lowest number of Beijerinckia were fouund in the “rhizoplan" on Hyparrhenia rufa e Cyperus
rotundus. These plants showed the highest N-content in the “rhizoplan™ soil.

5. Higher N-contents in the aereal parts of Paspalum, however, were found than in those of H. rufa.
Inoculated Paspalum plants contained more nitrogen than not inoculated ones,

6. Where the ratio C/N in the “thizoplan” soil was higher more Beijerinckia were found and N-content

of the plants was higher {Paspalum).
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