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Azotobacter paspali sp. n., UMA BACTÉRIA FIXADORA DE 
NITROGÊNIO NA RIZOSFERA DE Paspalum' 

JOIIANNA DÔBEREINER 2  

Sumário 

Encontrou-se um nôvo microorganismo fixador de nitrogênio atmosférico no rizoplan e na rizosfera de 
Paspalum plicatum e Pasp&um notatum, especialmente neste último vulgarmente conhecido como grama 
forquilha ou grama batatais. Entre 76 amostras de solo do rizoplan de P. notatum, apenas uma não con-
tinha a nova bactéria sendo seu solo o mais ácido dos pestuisados (pli 4.8). Oitenta e uma amostras do 
rizoplan de outras espécies de plantas incluindo cinco especies de Paspalesrn foram tôdas negativas. 

A bactéria em questão se enquadra ng gênero Azotobacter mostrando como características diferenciais cé-
lulas filamentosas em culturas novas, aspecto peculiar das colônias em placas de sílica gel com citrato de 
cálcio e ainda a inabilidade de usar certos açúcares e o tartarato. Foi proposto o nome Azotobaaer paspali 
sp. n. 

Discutiu-se a possibilidade do n8vo microorganismo ocupar posição intermediária na evolução colocando-
-se entre bactérias assimhíóticas fixadoras de N e bactérias que agçni na simbiose das leguminosas. 

INTRODUÇÃO 

A ocorrência de bactérias fixadoras de nitrogênio 
atmosférico na rizosfera de plantas tem sido objeto 
de inúmeros estudos (AlIlson 1947, Krasilnokov 1958, 
Rubenchilc 1963), pois na rizosfera há maior possi-
bilidade de fornecimento de material energético ne-
cessário para a fixação do nitrogênio molecular. 

Encontrou-se, em trabalhos anteriores uma popu-
lação abundante de Beiferinckia spp. na  rizosfera da 
cana de açúcar (Dbbereiner 1959, 1961), do arroz 
(Dtibereiner & Ruschel 1961) e de algumas gramí-
neas forrageiras (Ruschel & Dúbereiner 1965). En- 
tretanto espécies do gênero Azotobacter não têm 
sido encontradas em maior número na rizosfera de 
diversas plantas (Allison et ai. 1947, Rovira 1963). 
Aumentos ocasionais desta bactéria na rizosfera têm 
sido atribuídos a efeitos indiretos através de produtos 
de decomposição de raízes mortas (Rubcnchik 1963). 

Rusclael e Britto (1966) foram os primeiros a notar 
ocorrência abundante de bactérias fixadoras de N na 
rizosfera de Paspaiunt notatuns. e Ruschel e Dbbe- 
reiner (1965) notaram além de Bei/crirsckia, na ri- 
zosfera de P. notaturn e Cynodon piectostaclsyus 

1 Éste trabalho rui recebido para publicação em 21 de 
julho de 1966 e constitui o Boletim Técnico n.° 34 do 
instituto de Pesquisas e Experimentação Agropocuárias do 
Ceutro-Sul (IPEACS). trabalho subvencionado pelo Con-
selho Nacional de Pesquisas e pela Aliança para o Progresso 
- Projeto de Pesquisas Minietério da Agricultura (Departa-
'isento de Pesquisas e Experimentação Agropevuárias) e 
USAID - Brasil (Instituto de Pesquisas ilti) 

Eng.° Agrônnmo da Seçao de Solos do IPEACS, 
K. 47, Campo Grande, Rio de Janeiro ZC-26.  

números elevados de Azotobacter, mesmo em solos 
ácidos. A ocorrência de Azotobacter nestes casos foi 
atribuída a elevação do pli na rizusfera destas 
plantas. 

P. notatum é uma gramínea de ocorrência espon-
tânea em tôda região 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 Paspaium constituem um dos 
componentes principais dos pastos naturais do Rio 
Grande do Sul e do Uruguai sendo o Paspaiuin no-
tatum dominante nos solos arenosos e lavados (Cc-
trângulo 1966). 

No presente trabalho são apresentados estudos mais 
detalhados do Azotobacter que ocorre na rixosfera 
desta planta, chegando-se a conclusão que se trata 
de uma nova espécie que além de várias caracterís-
ticas diferenciais ainda parece específica para a ri-
zosfera daquele vegetal. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras de solo da rizosfera e do rizoplan das 
diversas plantas foram retiradas com enxada esterili-
zada com álcool e preparadas no mesmo dia da se-
guinte maneira: as plantas foram colhidas com um 
bloco de solo, o qual após desprendimento por agita-
ção, constituía a amostra da rízosfera. As amostras de 
solo do rizoplan (superfície da raiz) foram obtidas re-
tirando-se com a mão esterilizada com álcool e sêca 
a camada de solo aderente as raízes após rigorosa 
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limpeza para eliminar agregados maiores. Para estudos 
quantitativos êste solo foi peneirado por uma peneira 
de 1 mm, pesado em balança analítica e 100 mg es-
pallmdos sôbre cada placa de sílica gel. Nos estudos 
qualitativos, aproximadamcnte a mesma quantidade 
de solo foi distribuída diretamente das raízes sóbre 
as placas. Nestas determinações a ocorrência esporá-
dica de até três colônias por placa não foi considerada 
positiva. 

As placas de sílica gel foram preparadas pelo mé-
todo de Winogradsky usando-se a solução de sais 
com pl-I  6.5 e glucose ou citrato de cálcio como 
fonte de carbono. 

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

K2IIPO ...................O.2g 
MgSO4 .7H 00 ..............0.2 g 
CaCl ......................0.02g 
FeCl3  sol, à 10% ...........1 gôta 
sacarose 	...................10 bu 2 g 
agar-agar ..................15 ou 2 g 
1120 	...................... 1000  ml 

Quando indicado no texto foram adicionados, por 
litro, 5 ml de solução alcoólica de azul de bromoti-
moi à 0.5% ou 0.005 g de Na 0MoO4 . 

No ensaio sôbre o efeito do pil (Fig. 1) foi usado 
o seguinte meio: 

MgSO4 .71100 	............. 0.125g 
CaCl ..................... 0.200g 
Fe..(SO 4 ). 	................ 0.025g 
MnSO4 .11 00 	.............. 0.025 g 
Na41o04 	.... . .... . ...... 	0.00Sg 
sacarose 	.................. 5.0 g 
1110 	..................... 1000m1  

Os diferentes tampões para êste meio foram obti-
dos através de relações crescentes de KIJ 2PO4/ 
/Na 2IIPO4  na concentração de 0.047 M. Ëstes tam-
pões foram suficientes para estabilizar o pH das 
culturas durante 7 dias, pois medições no final do 
ensaio mostraram que o pil em nenhum dos frascos 
desviou-se mais que 0.2 unidades do inicial. 

o nitrogênio fizado 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. viuelandii, A. me 

crocysto genes e A. agilis provenientes do Instituto 
Nacional de Tcnologia Agropecnária, Argentina, e 
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FIG. 1. Efeito do v1' do meio de cultura no desenvolvi-
mento de três microorganisrnos. Frascos de Erlenmeyer de 
125 mi coss. 20 sai de meio incubado durante 7 dias em 
tempetatura ambiente no agitador ,neodnico (142 rpsn). 
Meio de cultura tamponado cota diferentes relações de 
EH P0 /Na tIPO 00671sf. 0 p11 final em nenhum deu 

frascos variou mais que 0.2 unidades do inicial 

enviadas por gentileza da Dr.° Nélida Ciambiagi. As 
culturas de Bei/es-inckia spp. e de Derxia sp. tinham 
sido isoladas em nosso laboratório. 

RESULTADOS 

Ocorrência 

Placas de sílica gel, impregnadas com solução de 
sais de Winagradsky e com citrato de cálcio como 
fonte de carbono, quando inoculadas com solo do 
rizoplan ou rizosfera de Paspalum notatum ou P. pli-

catuni, apresentaram após cinco dias de incubação à 
34°C colônias com características de um nôvo Azo-

tobacter. Placas com tratamento igual porém inocula- 
das com culturas puras de Azotobacter chroococcum, 

A. vinelandii, A. agili.t, A. macrocysto genes, Beije- 
rinckia indica, B. fluminensis ou Dei-xia sp. apresen- 
taram aspecto diferente, enquanto as inoculadas com 
culturas puras do nôvo microorganismo apresentaram 
aspecto idêntico, àquelas inoculadas com solo da ri. 
zosfera de P. notatum. Ficou assim possível identifi-
car a nova bactéria já nas placas de sílica gel. 

A freqüência de algumas espécies da família Azo-

tobacteriaceae em amostras de solo provenientes do 
rizoplan de várias  espécies forrageiras pode ser visto 
nu Quadro 1. Verifica-se que 75 das 76 amostras 
provenientes do rizoplaa de Paspalum nostatum e 
duas das três amostras de P. plicatun. continham 
Azotobacter sp. n. sendo que a única amostra do 
P. notatum negativa foi de um solo com pil  4.8. O 
rizoplan de qualquer das outras plantas estudadas, 
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QUADRO l. Ocorrência de bactérias /ixa&rs de nitrcg?nio no rizsrtn 
de Jenesstieac 	 - 

Amostras contendo 
N'de 

Planta 	amostras 4.chreececesm Azelslacler Derzia ap. 

	

analisadas A. einelsndii 	ep. a, 

N 	% N.a % N.' % 

Paspal sim notei um ..... 76 	13 	17 	75 	98 	02 	15 
Paspalum pticatum.. 	3 	1 	83 	2 	66 	O 	O 
Paspsüsm ro•' 	£7 	2 	7 	O 	0 	O 	O 
Outras grassíne a b 	63 	17 	26 	O 	O 	O 	O 
Lcgumioo, a O. .... .. 12 	2 	35 	O 	O 	1 	8 
Outras farriliar 	10 	4 	40 	O 	O 	2 	20 

sp, Csneeznem, P. eagisataem, E. fasci,cutatsm, E. ,nariti,r,um 
E. eriantlsum. 

bPanic,sm maximum, E. antidoJati, E. elandestinum, E. rdoratum, 
E. desstrssm, E. ressone, E. bulbosum, Cynodsn plectastachyae, Cyneden dactylan, 
Selaria sphacef ata, S. ts,sgiseta, Mctinis rssuutiJlsro, Chlerie distirhophyha, 
eh. gayana, Assdrspagsn interm edis,, Á. gaycanss, Acrescera moeriam. Ds5starsa 
pentrii, D. deewnfsens, Pe,snisetsm riliare, Rsttboeltia setlaana, Brachiara 
dirf5onnzra, Axonepiss alt ensaIas, A. csmpresassa, 

 
Ti,.. asatrate, Cybopsgsn 

eitratus, Cortaderia argentea, Tripscacsass dactIsidee, o outra, espécies sslo 
identificadas. 

ecalspogemiusn maesnoidos, Latos cornicslaties, Mediengo sotia,, Ceia-
trssema psabesrens, Pueraria javanica, Ehaseslus arthrspurpsereua, var. siratro, 
Arar/ais glabrata, ChaetocoUz Asberrarpa e outras espécses não sdentsfsca'.la,. 

mesmo o das outras espécies de Paspalum não apre-
sentou o nôvo microorganismo. 

Azatobacter chroococcum e A. vinelandii ocorreram 
com menor freqüência mas em várias plantas. Nota-
-se, ainda no Quadro 1, em 15 amostras de solo, a 
ocorrência de Derxia sp. bactéria esta descrita por 
J ensen et ai. (1960) mas ainda não confirmada na 
literatura. 

No Quadro 2 encontra-se a análise quantitativa de 
algumas das amostras incluídas no Quadro 1, apre-
sentando contagens de Azotobactcr sp. o. em solo 
do rizoplan e da rizosfera. Na maioria das amostras 
do rizoplan de Paspalusa notatnm o número de micro-
organismos em questão era tão elevado que não foi 

QUADRO 2. Ocorrência de Azetebarter, sp.ss. na  rins/era e rizsptan 
de W. gramlnecs /orrogeiras 

Planta 
pH do 

solo 
N.' de naicrocolonias/g do solo 

Jtiaoplan 	Rizosrera 

Pcsp,tuss 	nstatsm ........... 5.3 160 	. 
a 	a 6.2 >1000 400 
a 	a 7.6 600 O 

5.7 > 1000 180 
4.8 O O 
7,8 > 1000 30 

a 5.3 780 410 
5.0 >1000 300 
5.2 450 160 
5.4 > 1000 700 

» 	a 4.9 > 1000 >1000 
a 5.7 > 1000 260 
a 5.0 > 3000 410 

o 	5 5.4 > 1000 210 
a 5.2 > IODO 400 

Digitaria dersmbens 	........ 5. 1 O 0 
» 4.7 O O 
a 5.0 O O 

Penniselsm psrpsress 6.0 O O 
e 	5 5.5 O O 

a 5,2 O O 

possível sua contagem (mais que 109 colônias por 
placa). Tôdas as amostras da rizosfera continham 
menos Azotabacter sp. n. que as correspondentes do 
rizoplan. Enquanto tôdas as amostras do rizoplan de 
Paspaloim raotatum com pil acima de 4.8 continham 
Azatobacter sp. n., as amostras de outras gramíneas, 
mesmo quando em solo com pH 6,0 não o apre-
sentaram. 

Características culturais 

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

Colônias em placas de sílica gel com citrato de 
cálcio e incubadas, à 34°C, aparecem normalmente 
no quinto dia. Ocasionalmente surgem colônias no 
quarto ou sexto dia não havendo no entanto um 
prazo prolongado de aparecimento de colônias como 
no citso de fiei jerimckia. A parte inferior da camada 
de sílica gel começa amarelecer ficando o pigmento 
aparentc em contraste com o citrato de cálcio branco 
na superfície da sílica gel. Logo em seguida, com 
a solubilização do citrato pela formação de pequenas 
colônias, aparecem numerosas áreas circulares e trans-
parentes, que se alargam ràpidamente, até que no 
sétimo dia após a inoculação todo o citrato é solu-
bilizado desaparecendo também o pigmento amarelo. 

Colônias em meio de agar sem N são brancas, se-
mi-transparentes, redondas, úmidas e elevadas no 
princípio, mais tarde raxas, sêcas e leitosas, freqüen-
temente irregulares. Em agar com azul de bromoti-
moI o centro destas colônias toma coloração laranja 
dando às mesmas um aspecto muito característico. 

Em meio líquido com glicose incubado sem agi-
tação observa-se rápido desenvolvimento do organis-
mo, resultando em flocos e tiras brancas que caem 
depositando-se no fundo do frasco. Forma-se ainda 
maior ou menor e1uantidade de um pigmento amarelo 
solúvel. Êste pigmento não se observa quando os 
frascos são incubados no agitador. Tôdas as estirpes 
pesquisadas quando incubadas no agitador mecânico 
(142 rpm) produzem pigmento roxeado em meio li-
quido com citrato de cálcio. 

Características morfológicas 

Nos meios de cultura mais favoráveis, isto é, cosa 
glicose, sacarose, maltose e citrato de cálcio, em 
culturas de 24 hs de idade, as células se apresentam 
em forma de bastonetes de tamanho uniforme de 
1.2 x 4 - 10 tL, com citoplasma homogêneo e muito 
móveis (Fig. 2). As células crescem ràpidamente 
formando após 48 hs. filamentos de comprimento 
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variado que em certas estirpes podem atingir até 
(30l1 de comprimento (Figs. 3 e 4). Após três dias 
a cultura representa uma mistura de filamentos lon-
gos, bastonetes de todos os comprimentos e de cistos 

FIO. 2. Azotobacter sp.n. asa meio líquido com sacarose 
com 24 horas de idade. Violeta Genciana. Obi. 100 

redondos muito parecidos com os das espécies de 
Azotobacter conhecidas (Fig. 5 e 6). Tanto basto-
netes de todos os comprimentos como filamentos até 
40 lt de comprimento movem-se ativamente com mo-
vimentos comparáveis aos de uma cobra na água. 
Bastonetes e filamentos são envolvidos em uma cáp-
sula de muco. 

Células em culturas mais velhas ou em meio de 
cultura menos favorável (como etanol, manitol, galac-
tose) são parecidas com as das espécies de Azoto-
bacter conhecidas, 

O organismo é Gram negativo como tôdas as esp-
cies de Azotobacter. Colorações com Violeta Cenciana 
(sol. aq. à 0.05%) mostram células homogêneas 
quando novas e granuladas quando velhas. Nos fila. 
mentos aparecem cadeias de grânulos terminais que 
possivelmente dão origem aos cistos ou células curtas. 
Tentativas de coloração dos flagelõs não tiveram 
sucesso. 

FIO. 3. Azotobacter sp.n. em sswio líquido com sacarose 
cosa 48 horas da idade. Violeta Gcnciana. 061. 100 

FIO. 5. Azotobacter sp.n. em meio líquido com sacarose 
com 4 dias de idade, mostrando grdnsslos terminais. 

Violeta Genciana. 0W. 100 

FIO. 4. Azotobacter sp.n. em meio líquido com sacarose 
com 3 dias de idade. Violeta Cauciona. 0l,j. 100 

Pesq. agropec, lias, 1:357-865. 1966 

FIO. 6. Azotobacter sp.n. em meio líquido com sacarose 
com 8 dias de idade. Violeta Genciana. 0W. 100 
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Características fisiológicos 

O organismo não se desenvolve em calda nutritiva 
mesmo na presença de glicose. Leite de litmus não 
é modificado em 20 dias. Ótimo ou bom desenvol-
vimento é obtido em meio sem N (Lipman ueod.) 
com glicose, sacarose, galactose, maltose, metanol, 
butanol, etanol, manital, glicerol, lactato, acetato, c-
trato, amido e dextrina. Mal ou nenhum desenvolvi-
n,ento se obtém no mesmo meio com arabinose, 
lactose, manose, levulose, tartarato, benzoato, oxa-
lato e álcool amílico. Forte produção de ácido (ama-
relecimento do agar com azul de bromotimol) é 
observado com glicose, sacarose, galactose, maltose, 
metanol, etanol, manitol, amido e dextrina. Em gli-
cerol e butanol apesar de bom desenvolvimento a 
produção de ácido varia com as estirpes. Produção 
de ácido com os sais sódicos ou cálcicos dos ácidos 
orgânicos não ficou aparente pois se houve, foi neu-
tralizada pelo cation liberado à medida que o ácido 
foi sendo usado. 

Em relação ao oxigênio o organismo se comporta 
como as outras espécies de Azotobacter, necessitan-
do mais oxigênio que o gênero Bel jerinekia. O efeito 
da agitação no desenvolvimento de algumas espécies 
pode ser visto nos Quadros 3 e 4. Verifica-se que tan-
to desenvolvimento como fixação de N do nóvo orge-
nismo são acelerados pela aeração do meio, o mesmo 
não acontecendo com Bei/erinckia. 

QUADRO 3. Efeito da aeruçro na de,enwleimento de bact&iai 
fizadosrae de nitrogêoio. em meio de culturas 

Agitador nlseânirca 	Sen agitaç5o 
Espécie 

D.O.b 	pil final 	DO. 	pil  final 

A. 	,inel.andii................... 5I 6.3 500 6.0 
Azstsiarter ,p.n. (Ax-4) ........ 119 5.0 129 5.7 
Azoislsucter sp.n. (Ax-8) ........ 165 5.0 140 5.4 
Reijorinckia indica (B-7) ...... 110 4.6 144 5,2 
Boije,fnckia indica (0-8) ...... III 4.8 130 5.4 

de Erlenuever de 125.1 contendo SOmt de meio com 1% de 
sacarose; incubação de 10 dia, em temperatura do ambiente. 

IDanaidade ótica nedicta num colorisosetro Rlett Bummerson con filtro 
a.' 14 (520-540). 

0142 rpm. 

QUADRO 4. Efeito eta aeracEo na /izaç5o de nitroginio por 
A,otcbacter ep.n. em meio de cultura' 

mg N fixado/lg sacarose 
Azotohacto ap.n. 

Ax-3 	Ax-4 	Ax-5 

Agitador necãnieoh24h/dia ..... ... 	5.1 	6.0 	6.2 
m Agitador 	ecânico 	511/dia ..... ... 	4.3 	1.7 	4.0 

Agitador manual 	2x/dia. ....... 	3.4 	2.7 	3.3 
Sem agitado. .................... 	3.2 	2.9 	4.2 

'Francos de Erlennieyer de 125m1 contendo SemI de meio com 0.2% de 
sacarose. Incubado em temperatora do ambiente durante 7 dias. 

11142 rpm, 

Temperaturas bastante elevadas proporcionaram 
ótimo desenvolvimento do nôvo organismo. Os dados 
apresentados no Quadro 5 mostram que tanto as 
colônias de Azotobacter sp. n. como as de Derxia sp. 
apareceram mais ràpidamente e em maior número 
quando incubados em 37°C do que quando incubados 
em 34°C. 

QUADRO S. Efeito da temperatoau e do fonte de carbono no 
d.oeneoteimento de Azotobacter, opa. e de Dercie. op. 

	

Citrato de Ca 	Oloroso 
Temp. 	Espécie 	-- 

	

4 dias 	5 dia, 	4 dia, 	5 dias 

	

20.0 Ãzetobarter op,n ........ 	50 	140 	O 	O 

	

Derzio ap  ............. 	30 	30 	20 	20 

	

24°C Âzotcôacter op.n ........ 	250 	> 1000 	O 	10 

	

Derxia ep  ............. 	30 	30 	10 	lO 

	

37.'C Azotci,aeter ,p.n.,,.,, 	600 	> 1000 	O 

	

Deita op.,..,,,,.,,.. 	50 	60 	10 	10 

aplaca, de ,ilira ccl inoculada, com borne de colo do risoplan de 
Paepalum nototum; Os dado, representam número de microcolénias/lg e 
médias de 2 placas. 

O organismo mostrou uma faixa relativamente es-
treita de tolerância ao pil  do meio. Na Fig. 1 se pode 
comparar o efeito do pH do meio no desenvolvimen-
to de várias espécies. O nóvo organismo mostrou 
ótimo crescimento em pil  6.6 não tendo mostrado 
desenvolvimento abaixo do pli 5.5, enquanto o pH 
ótimo é mínimo para Azotobactcr vinclandii e Beije-
rinckia indica que foram 7. 1 e 5.2 para o primeiro 
e 5.9 e 4.8 para o segundo respectivamente. 

A paralização do crescimento de Azotobacter sp. 
n., quando pela própria produção de ácido o pli 
5.2 foi atingido, ainda ficou aparente nos dados 

QUADRO 6. Efeito da capacidade de neutra!izaçlo do meia de cultura 
na fixoç5o de 1V por Az tobucter ep.n. e lleijerinckia indica 

(médias de duo, repetiçéles)' 

Rolaeão 	 E. indica 	Ázotobacter op.n. 
K2HPO4IICH2004 	pH 

(0.02%) 	inicial 	mg 	mg 	DO. 	p11 final 
N/loOeoil N/lOOal 

4:0 	7.357.3 	1.8 	572 	5.2 
31 	7.10 	12,1 	3,1 	248 	5.2 
2:2 	7.20 	15.2 	0.5 	126 	5,1 
1:3 	7.00 	9.5 	0.0 	72 	5.2 

'Frascos de Erlanmeyer de 250n1 contendo 25m1 de meio com 1% de 
,aearo,e incubado, durante 15 dias com agita;10 manual uma vez por dia, 
em 30.'C. A sacarose nlo terminou em nenhum dos frascos. 

apresentados no Quadro 6. Neste ensaio não deve ter 
sido o pli  inicial mas sim a neutralização pelo meio, 
da acidez produzida, que foi responsável pela dife-
rença entre os tratamentos, pois o crescimento, em 
todos terminou quando o pil  5.2 foi atingido. Êste 
foi uniforme em todos os frascos, enquanto o desen-
volvimento e o nitrogônio fixado variou com os tra-
tamentos. A fixação de N por Beijeriackia foi mcnos 
afetada pelos tratamentos, provávelmente porque cl 
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pil baixo resultante de seus produtos metabólicos não 
afetou seu desenvolvimento. 

No Quadro 7 são apresentados os resultados de 
um ensaio de fixação de N comparando como subs-
tratos a sacarose com e sem neutralização e o citrato 
de cálcio o qual por si já neutraliza a produção de 
acidez do microorganismo. Pelo valor energético a 
fixação de 1 g de sacarose deveria ser aproximada- 

QUADRO 7. Efeito da fonte de carbono e da ncutrolizaØo do dcido 
produeido na fixaçõo de A de 3 erganismos 

(mg A fixadoolloOret de mcie)a 

Sacarose 	Citeato de tIa 
Espécie 

1% 	0.2% 	0.2% 	1% 	0.2% 
neutral's 

B. indica ...... 2.24 -- - 0.62 - 

A. rinelandii ... 	... 2.10 -. -. 2.11 - 

A. op.n. (Ax-3) 1.74 1.53 301 4.54 0.80 
A. opa. (Ax-4) 1.14 1 68 3.06 3.50 0.76 
A. op.n. (45-5) 1.24 1.28 3.52 5.16 0.83 
A. sp.n. (Ax-8) 1 	41 1 60 2.68 3.24 0.64 

eErleameyer de 125nl contendo 50 flui de n'aio com aru Ide bronsoti,nolc 
neuhaçso em temperatura arelsiente em agitador mecânico (142rpm),durante 
5 dias. 

bNeutraliz a do di?eriamente com NaOH O 1 N esterilizado para a râr 
original do neio (verde). 

mente três vázes superior àquela de 1 g  de citrato 
de cálcio. Isto realmente se verifica (Quadro 7) 
cooiparaodo-se os frascos com citrato à 0.2% com 
OS ele sacarose da mesma concentração e neutraliza-
das. Porém o mesmo não aconteceu nos frascos não 
neutralizados onde a sacarose rendeu menor fixação. 
Como dito anteriormente, isto indica que onde houve 
neutralização a acidez resultante do metabolismo 
limitou o desenvolvimeoto do organismo e conse-
quente fixação de N. O mesmo raciocínio explica o 
fato de haver maior fixação com citrato do que com 
sacarose nos frascos não neutralizados na concentração 
de 1%. Nos mesnios quadros ainda pode-se verificar 
que A. vieoelandii foi menos favorccido pela neutra-
lização porque sua produção de ácido é pequena e 
ainda que Bei/erinckia não se desenvolveu em meio 
com citrato. 

A capacidade de fixação de N do nôvo organismo 
foi comparável a das outras espécies de Azotobacter 

QUADRO S. FinçSo de nitreq0oie em meio de cultura com .~Ni, 
(mMias de duos rpctições)° 

Lapide 	 mg N iixado/Ig 	oacaroee 

Beijerinckia indica.. 	... ....... ........ ... . 9.2 
Antetactey einetondii ........... .............. 	30.6 
Acotebacter sp.a. (Ax-4) ......................8.3 
Azotebacter ep.n. (Ax-5) ........................20.6 
Azotobactcr op.n. (Ax-8) ...................... 30ç 4 

'Fraoeoo de Erlenn,eyer de 125m1 con 50.1 de meio com 0.2% de 
eaearoee incubado durante 8 dias em temperatura anbiente no agitador 
necânico (142 rpn). O meio coetinl,a 0.0005% de NaMo0 4 . 22h0. 

Pc'oq. eogrcepe!c. torne. 1:357-365. 1966 

(Quadros 4, 6, 7 e 8). Os valores obtidos no ensaio 
apresentado no Quadro 8, foram os maiores. A fixa-
ção relativamente baixa nos outros ensaios deve-se 
a falta de Mo no meio de cultura usado nos mesmos. 

DISCUSSÃO 

Nos dados apresentados nos Quadros 1 e 2 verifi-
ca-se que Azotobacter sp. n. foi encontrádo apenas 
no rízoplan de duas espécies do mesmo gênero, isto 
é, em Pos paloan notatuni e P. plicatum. 

O primeiro ocorre com muita freqüência na região 
Centro-Sul e Sul do Brasil e no Uruguai sendo co-
nhecida como planta invasora em solos pobres espe-
cialmente no cerrado. Devido as suas poucas exigên-
cias ela é usada como grama para gramados 
artificiais que são conhecidos por manterem aspecto 
verde e sadio, sem jamais ter recebido adubação. 

Nenhuma outra planta analisada apresentou esta 
bactéria em sua rizosfera (Quadro 2). Por outro lado, 
pràticamente tódas as amostras provenientes do rizo-
pIam de Paspalum notatum e duas das três amostras 
do rizoplan de Pos paluna plicatum continham a re-
ferida bactéria e quase sempre em grande abundân-
cia. 

A especificidade de un Azotobacter para a rizos-
fera de uma certa planta sugere relações mais íntimas 
entre planta e bactéria do que as conhecidas nas outras 
espécies fixadoras de N assimbióticas na riznsfera de 
plantas como por ex. a de Bei/erinckia na rizosfera 
da cana de açúcar (Dõbereiner 1959, 1961). Lembra 
aquela convivência da simbiose das leguminosas. 

Derx, já em 1953 sugeriu que a causa da limi-
tação da distribuição de Bei/eflnckia à solos tropicais 
seja ligada a distribuição de certas espécies de plan-
tas das quais a bactéria depende. Sugeriu êste autor 
ainda que neste caso, nos trópicos se acharia o bêrço 
da evolução da simbiose de bactéria com plantas supe-
riores, isto é, que as bactérias simbióticas do gênero 
Rhizobiurn constituiriam uma etapa mais avançada da 
evolução, a partir das assimbióticas tendo-se especi-
ficado cada vez mais para as condições de seu ma-
crosimbionte até não serem mais capazes de fixar N 
atmosférico sem ajuda da planta superior. Parker 
(1957) sugeriu um caminho de evolução parecido, 
e chegou a basear sua hipótese recente sôbre o "side" 
da fixação de N nos nódulos de leguminosas neste 
caminho de evolução (Parker et ai. 1965). Chamam 
êstes autores a fase listermediária imaginada entre 
fixação assimbiótica e a simbiose das leguminosas 
verbalmente "a loose association in the cortex". 
Apesar de não termos ainda observações concretas 
sAbre o mecanismo ela assnciaçáo entre Paspalum 
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notatem e Azotobacter sp. n., é grande a tentação 
de considerá-la àquela fase intermediária imaginada 
por Farker ei ai. (1965). 

Entretanto, se está scndo demonstrado no presente 
trabalho o efeito favorável de uma planta no desen-
volvimento da bactéria, provàvelmente por fornecer 
material energético para esta, sâmente se prova a 
contribuição de uni dos dois participantes de uma 
possível simbiose. Resta demonstrar a contribuição do 
outro, isto é, a fixação de nitrogênio em quantidades 
apreciáveis na rizosfera da planta e sua transformação 
em formas aproveitáveis pela mesma. Não temos 
ainda dados concretos neste sentido mas podemos 
supor que êste seja o caso, pois demonstramos que 
o desenvolvimento da bactéria em questão sempre 
foi acompanhado de fixação de N em meio de cultu-
ra sem nitrogênio (Quadros 4, 6, 7 e 8). O teor 
relativamente elevado de N de Paspairum notatum 
quando comparado com outras gramíneas (Ruschel 
e Brittô 1966) e o fato daquela gramínea ser consi-
derada planta invasora em solos de baixa fertilidade, 
como certas leguminosas, ainda falam em favor de 
uma fixaçáo de N na rizosfera de Paz poisnn e seu 
posterior aproveitamento pela planta. 

Não é fácil compreender a razão da dependência 
do desenvolvimento, no solo, de Azotobacter sp. n. 
de uma certa planta, poís a mesma bactéria pode 
ser cultivada com facilidade em meios de cultura 
sintéticos, não sendo seu desenvolvimento dependen-
te de substâncias complexas, de vitaminas ou amino 
ácidos. Segundo flovira (1962) excrcções de raízes 
de diversas plantas são mais abundantes em condi-
ções de temperaturas e intensidades de luz elevadas. 
Segundo o mesmo autor substâncias as mais diversas 
são excretadas, controlando a planta com elas a mi-
croflora de sua rizosfera. Neste caso o Paspoium ex-
cretaria substâncias que estimulam especificaniente o 
nôvo organismo, ou então são inibidoras a outros 
grupos normalmente abundantes na rizosfera de 
outras plantas. 

O nôvo microorganismo apesar de requerer uma 
faixa de pli bastante estreita, em meio de cultura, 
ocorreu em abundância no rizoplan de Paspalum no-

tatum até em solo com pil  4.9 (Quadro 2). En-
tretanto, medidas do pH do solo do rizoplan desta 
planta mostraram repetidamente, e principalmente em 
solos muitos ácidos, valôres mais altos que os do solo 
da rizosfera ou de amostras testemunhas. Até que 
ponto os números de Azotobacter sp. n. contadas na 
rizosfera correspondem a realidade é difícil dizer pois 
pelo método usado não se podia excluir a possibili-
dade de caírem partículas do solo do rizoplan na 
amostra da rizosfera. 

Posição do nóvo microorgani.srao na sistemática 

Pela caracterização da família Azotobacterioceoe 
apresentada em Bergey's Mãhual (1957), o nóvo orga-
nismo se enquadra nesta família. Náo sendo hoje 
em dia mais aceitável a existência de um só gênero 
com três espécies, propomos seja aceita a sugestão de 
Jensen (1960) pela qual a família contém os três 
gêneros Azotobacter, Bei/esinckia e Derxia. O nôvo 
organismo pode ser enquadrado no gênero Azoto-
bacter náo só pela forma das células, sua habilidade 
de formar cistos e sua sensibilidade à acidez, mas 
ainda pelas características fisio!ógicasapresentadas 
no Quadro 9. 

O nôvo microorganismo distingue-se de A. clrro-
ococcurn e A. rineiandii pela inabilidade de usar o 
benzoato de sódio, mcsmo na concentração de 0.2% 
(Quadro 9) e de A. agi/is pela formação de cistos. 
O organismo não pode ser idêntico à A. insigne des- 

QUADRO 0. Quadro comparativo da, caracferí,ticas fisiofóçico: 
de eapócieo da JamOia Ar .t b .eteriácea' 

Citrato Etanol Galacto,e Beovoato Tartarato 
Espécie 	Acetato Metanol Levulose 

Lactato Botarrol Mavonone 
t% 	1% 	1% 	0.2% 	1% 

Reijcrinckia indica 	O 	O 	+ 	O + 
E. /lsmenoia...... O 	O 	+ 	0 + 
Atol starter chroecoccuvr. . 	+ 	+ 	+ 	-1- + 
A. einelaadü ...........± 	+ 	+ 	+ + 
A. ogilia.. 	... 	.... 	... 	± 	+ 	+ 	o + 
A. macrccyotegeneo ..... + 	+ 	+ 	O + 
Azctebocfer ep.n........+ 	+ 	O 	O O 
Daria gmoreea.......o 	o' 	o 	O O 
Doeria arsd ............+ 	o 	o 	o + 

'Era meio Lipman modificado. 
hCuttora original enviada por geotiloza do Prof. ii. E. Jenserr. 
eÊatea resultados e.stto em deeaobrdo com a rleocriçâo do sotor. (bossa 

ei af. 1060) oode etaool deu hora deseovolvrmento. 
dSeis estirpes de Derxia ep. isolados de solos da regiflo. 

crito por Derx em 1931 pois não apresenta as duas 
características diferenciais citadas por êste autor, isto 
é, flagelos polares visíveis no campo escuro e a inca-
pacidade de usar glicose e manitol. Entre tódas as 
espécies de Azotobacter descritas o nôvo Azotobocter 
se assemelha mais à A. macrocystogenes (Jensen 
1955) o qual também não usa benzoato, foruia cistos, 
produz ácido e apresenta polimorfismo. As formas 
irregulares de A. mocrocqstogenes no entanto nem 
sempre se apresentam em filamentos e sàmcnte apa-
recean em culturas velhas e era certos meios de 
cultura desfavoráveis, representando por isto formas 
de involução. Em culturas novas, a forma típica 
dêste organismo se apresenta como coccus ou diplo-
coccus, formando tétrades, sendo imóveis e completa-
mente diferentes dos hastonetes e filamentos extre-
mamente móveis dc Azotobacter sp. n. Êste ainda 
não apresenta a tolerância à acidez dc A. ssracrocy.s- 
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togenes e forma pigmento amarelo com açúcares em 

contraste com o pigmento rosa daquele. 

Além das características citadas, o nôvo microorga-

nismo se distingue ainda de tôdas as espécies conhe- 

cidas de Azotobacter pelas seguintes características 

diferenciais: 

1. Crescimento caracterísico em placas de sílica 

gel com citrato de cálcio incubado à 34°C: após 4 
a 5 dias amarelecimento da sílica gel e aparecimento 

de colônias pequenas que soltsbilizam o citrato. 

2. Forma filamentosa da bactéria na fase de de-

senvolvimento logarítimo que não pode ser confun-

dida com formas de involução. 

3. Não usa arabinose, lactose, manose, levulo-

se e tartarato. 

Propõe-se para o nôvo microorganismo o nome 

Azotobacter paspali sp. n. pelo fato de ter sido en-

contrado exclusivamente no rizoplan e rizofera de 

duas espécies do gênero Paspalum. 
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Azotobacter paspali sp.n. A NITROGEN FIXING BACTERIA IN TIIE 
RIIIZOSI?JIERE OF Paspatum 

Abstraci 

A new nitrogen fixing bacteria was found to occur in large numbers on tlie root surface (rhizoplan) and 
less abundant in tlie rizosphere of Paspatum notatum and Paspalum plicatum. Seventy five out of 76 sou 
samples from the root surface of P. notaturn, and two out of three soil samples from P. plicatunã 
contained the new organism. Two root surface soil samples each from P. convexum, P. vagirwtum, P. 
fasciculotum, P. maritisnum, and P. erianthum did not contam 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 tIos family Leguminosae, and other plants not identified, were ali ncgative. 

Pesq. agropsrc. laos. 1:357-365. 1966 
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TIse new bacteria was found ia soils with a wide pli range (4.9 to 7.8) although ia culture medium 
good growth was obtained only above the pil 5.5 There is normally a higher pH on Use root surface of 
Paspalum notatum than in a surrouading acid soU. 

The new organism caa be easily identificd ou silica-gel plaLes with calcium citrate, inoculated with appro-
priated soil by a yellow soluble pigment and numerous small colooies wbich solubilize the calcium citrate. 
Ou N-free agar medium with brom-thynsol.blue, colonies are caracteristically flat with a deep orange center. 

In liquid N-free medium, rapid growth oecurs which precipitates in flockes and settles to the bottom. 
• yeilow soluble pigment is formed (not by ali strairts, however) whea incubate without shaking. 
• violet to brown pigment is formed in liquid melium with calcium citrate when incubated on a rotery 

shaker. 
Ia liquid medium with sucrose, growth stopped when ri'  5.2 was reached by the acid production of 

the proper organism. When the medium was neutralized or when calcium citrate was used as carbon 
source, growth continued until ali of the substrate was used. 

Ia suitable culture medium (N-free medium with glucose, sucrose, maltose or calcium citrate), after 24 
Isours the organisms appear as uniform, very motile rods of 1.2 x 4 - 10 m . The celis grow rapidly and 
after 48 hours filaments of varying sizes become visible which may reach a length of 00 p or more. After 
tlsree days the cuiture represents a mixture of roods and fulaments of ali sizes and of cysts which are mucli 
like those of the known Azotobacter species. 

The organism is Gram negative and stains with Gentian Violet (0.05%) show hornogeneous plasma in 
young cells and granulated plasma in older cultures. The fulaments often show chains of terminal 
granuies. 

There was no growth of the organism ia litmus milk or nutrient broth even ia tlse presence of glucose. 
Goodgrowth was observed in N-free medium with glucose, sucrose, gaiactose, 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, oxaiate and amylie alcohol. Acid production 
was observed with ali substances that gave good growth except the salts ol tlse acids. 

The organism showed best growth at quite high tempehtures, 37°C being better for the development 
ou silica gei plates than 34°C. 

The nitrogen fixing capacity ia culture medium was comparable with that of other Azotobacter spp., 
30.4mg Nu g sucrose being the highest value observed. 

Foliowing Use given characteristics the bacteria was placed ia the genus Azotobacter. It differed from alI 
known specied of this genus by the foliowing features: 

1 - Characteristic growth ou silica gel plates 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 nunserous small 
colonies which solubilize the citrate and give the impressiou of many little holes. 

2 - Filamentous form of young celis during the logaritmic growth phase which can not be confouoded 
with involution forms. 

3 - inability to use arabinose, lactose, manaose, laevulose and tartarate. 
Due to the fact that the new organism was found exclusively ou the roots of two species of Paspalum 

the name Azotobacter paspali sp . n. is proposed. 
The possibulity of this Azotobacter representing the intermediate step in the evolution of Use legume 

symbiosis from nonsymbiotic nitrogea fixers, is discussed. 
During the studies for tlsis paper, in 15 soU samples, another organism was observed to occur ou the root 

surface of several plants. Its was identified as Dcrxia sp. probably Use species recently descrihed by Jensen, 
as occuring in Indian soils. 
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