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RESUMO - Foi feito um experimento de campo com a finalidade de estudar a variação estacional da 
fixação de N 2 , assimilação do nitrato, nómero de bactérias fixadoras de N 2  e produtividade de cinco 
cultivares de gramíneas forrageiras tropicais. As gramíneas foram:Hyparrhenia rufa (jaraguá), Digitaria 
decurnbens cultivares A-21 e Transvala) e Pennisetum purpureum (cultivares Napier e Cameron). 
Observou-se uma correlação altamente significativa (r 0,76**)  entre precipitação e atividade da ni-
trogenase, sendo mais evidente essa influência na cv. Cameron. No houve diferençana atividade da 
nitrogenase entre genótipos no período seco. Os efeitos do N na redutase de nitrato foram observados, 
no míximo, até quatro semanas após cada aplicação da alubaç5o. Em todos os genótipos, menos de 
10% das bactérias estavam localizadas na parte interna da raiz. Contudo, houve correlação, nas-três 
cultivares, Cameron (r 0,66**),  Pangola (r = 0,45*) e Transvala (r 0,41*),  das bactérias no in-
terior das raízes com a atividade da nitrogenase. A população maior de bactérias no exterior das raízes 
não mostrou correlação nenhuma com a atividade da nitrogenase. 

Termos para indexação; atividade da nitrogenase, assimilação de nitrato, atividade daredutase de ni-
txato,bactéria fixadora de N2  atmosférico. 

SEASONAL VARIATION OF DINITR0GEN FIXATION AND ASSIMILATION 
OF NITRATE IN TROPICAL FORAGE GRASSES 

ABSTRACT A field experinient was carried out to study the seasonal patterns of N2-fixation, 
assimilation of nitrate and population of N2-fixing bacteria on roots of tropical forage grasses under 
frequent nitrate applications. The grasses used were: Hyparrhenia rufa (Jaraguá), O/ghana decumberrs 
(cvs. Pangola A-21 and Transvala) and Penniseturn purpureum (cvs. Napier and Cameron). Rainfail and 
nitrogenase activity were positively correlated (r = 0,76*1, especially with the cultivar Cameron, 
the genotype which showed in general highest nitrogerlase activities. There was no difference in. 
nitrogenase activity among cultivares during the dry season, The effects of fertilizatiori with nitrogen 
on nitrate reductase activities Iasted up to tour weeks after each fertilizer application. Ali genotypes 
contained Iess thars 10% of the bacteria inside the root, which however in three cultivars, Cameron 
Ir - 0,66"1, Pangola {r = 0,45) and Transvala Ir 0,411, were significantly correlated wlth 
nitrogenase activity of she roots. The larger external population showed no correlation with the 
nitrogenase activity. 

Index terrns: biological nitrogen fixation, nitrogenase activity, assimilation of nitrate, nitrate reductase 
activity, N 2 -fixing bacteria. 

INTRODUÇÃO 

Um dos grandes problemas de produção de leite 

das principais bacias leiteiras brasileiras é a oscila-
ção estacional com uma queda na produção mui-

to acentuada no período seco. Por outro lado, o 
nitrogênio foi indicado como uma das soluções pa-
ra o aumento de produção animal neste período 
(Quinn et ai. 1961, Henzeil 1962). Entretanto, co-
mo os fertilizantes nitrogenados oneram os custos 
da produção, e a demanda de alimentos cresce ano 

1 Aceito para publicação em 16 de janeiro de 1985. 
Parte da tese apresentada pelo primeiro autor à Univer-
sidade Federal Rural do Rio de Janeiro FUL&obtençjo 
do grau de Doutorado em Agronomia. 

2 Eng. - Agi., Dr., Programa Nacional-de Pesquisa em 
Biologia do Solo-EMBRAPA, km 47, CEP 23460 Se-
ropédica, Rio de Janeiro, RJ. 

a ano, tem-se er.fatizado a necessidade de maior 
exploração do potencial da fixação biológica de 
N2  atmosférico em gramíneas tropicais. Dados 
promissores tm sido obtidos com cereais, (Dbbe-
reiner & Day 1976,' Neyra & Dobereiner 1977, 
Berkum & Bohiool 1980, Baldani & fldbereiner 
1980, Rennie 1980, Nur et aI. 1980, Cohen et ai. 
1980, Kapulnik et ai. 198la, b, Rao 1981, Balda-
ni et ai. 1983) e forrageiras (Neves et aI. 1976, 
De-PoIli et ai. 1977, Smith et ai. 1978, Baitensper-
ger et aI. 1978, Bouton et aL 1979, Bouton & Zu-
berer 1979, Taylor 1979, Dibereiner 1980. 
Boddey et ai. 1982, em várias partes do mundo. 

O ganho de N através da fixação biológica de 
N2 , alidada à aplicação ou não de baixos níveis de 
adubação nitrogenada, deved ser a saída racional 

para obter altos rendimentos com custos relativa- 
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mente baixos. Entretanto, a avaliação daquele po-
tencial biolcgico, no campo, implicarâ estudos das 

interações entre a assimilação do nitrato e a fixa-

ção biolgica de N 2  pelas forrageiras, durante os 

períodos do ano. 
Devido à importância dos fatos citados no ba- 

lanço de N para gramíneas forrageiras tropicais, 
objetivou-se, com o presente trabalho, estudar a 

variação estacional das atividades da redutase de 
nitrato e nitrogenase, bem como o número de 

bactérias fixadoras de N 2  localizadas no solo, 

no interior e exterior das raízes, além de N acu-
mulado na parte aérea das plantas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi realizado em campo, em solo Pod-
zólico Vermelho-Amarelo série ltaguaí, localizado próxi-
mo ao Setor de Solos da EMBRAPA, RI. A análise quí-
mica revelou a seguinte composição (camada superficial 
de 20 cm): N, 009%; P, 2 ppm; K, 72 ppm; Ca + Mg, 
2,7 meq1100 cm 3 ; Al 4' 1", 0,1 meq11.00 cm 3 ; p11 5,7. 
Determinou-se a curva de neutralização do solo e fez-se 
calagem com 2 t/ha de calcário dolomítico (CaO 29,22%; 
MgO 1637%),para elevar o p11 de 5,7 para 6,7. 

Fez-se uma adubação básica em toda a área experi-
mental, compreendendo: 100 kg/ha de P 2 05  (metade 
na forma solúvel e metade na forma de fosfato te rocha); 
50 kg/ha de K 2 0 e 40 kg dc F.T.E. Br-12. O calcário e a 
adubação básica foram misturados unil'ormemente com o 
solo, com grade de discos, em agosto e setembro de 
1979, respectivamente. Foram usadas as seguintes gra-
míneas: jaraguá (If,yparrhenia rufe  cv. Deodoro), pangola 
(Digitarja decutnbens cv. Taiwan A-21), transvala (Digi-
taria decwn bens cv. Transvala UF 547), napier (Fennise-
tum purpureum cv. Napier) e cameron (Penniserum 
purpureum cv. Napier). 

As cultivares introduzidas, 'Transvata' e tameron', 
tëm demonstrado, em experimentos -de campo, aumentos 
marcantes de proteína/ha, durante o per'íodo seco, 
quando comparadas com suas respectivas festemunhas 
(pangola e napier), normalmente exploradas em pasta-
gerss brasileiras (Souto 1978). O jaraguá entrou como 
controle, pois domina toda a área onde foi realizado o 
experimento. 

O esquema experimental foi de blocos ao acaso, com 
quatro repetições, cinco cultivares e três níveis de N, 
obtendo.se,. assim, quinze tratamentos. A área bruta de 
cada parcela mediu 20 m 2  (4 m x 5 m). 

As mudas com raízes, no caso do jaraguá, pangola e 
transvala, e as estacas com três gemas, no caso do napier 
e cameron, foram plantadas em outubro de 1979, de 
maneira que o estande por parcela contivesse o mesmo 
número de plantas. 

Pesq. agropec. bras., Brasília, 20(3): 319-334, mar. 1985. 

A adubação com N foi feita em cobertura com 
Ca (NO3 ) 2  (27% N). Os três níveis de N foram:0,25 kg/ha 
e 50 kg/ha. A aplicação foi efetuada imediatamente ap6s 
os cortes de avaliação da produtividade das forrageiras 
nos dias 15.10.80, 15,01.81, 15.04.81 e 15.07.81. 

Apesar da decividade mínima da área experimental, 
tomou-se todo cuidado para evitar que houvesse a lixivia-
ção do nitrato para as parcelas dos blocos situados na 
parte mais baixa do terreno. Para isso, foram feitos sulcos 
(50 cm largura x 30 cm de profundidade) entre os blocos 
subseqüentes. 

As avaliações das atividades da redutase de nitrato e 
nitrogenae foram feitas com intervalos de quinze dias, a 
partir de 30.10.80 até 15.10.81. Neste mesmo período, 
porém com intervalos de 30 dias, foi avaliado o número 
de bactérias fixadoras de N2. 

Em cada coleta, todos os parâmetros medidos, exceto 
a produtividade das forrageiras, foram feitos na mesma 
amostra. As colheitas foram feitas em dois blocos de cada 
vez, alternando sistematicamente com os outros dois, 
nas coletas subseqüentes. 

Atividade da redutase de nitrato 

No preparo das amostras para a avaliação da atividade 
da redutase de nitrato, todas as folhas foram destacadas 
da planta no campo e colocadas em gelo até a determina-
ção no laboratório. As amostras foram tomadas no cam-
po, duas repetições para cada tratamento, sempre as 
9 horas e com intervalos de quinze dias, a partir de 
30.10.80 até 15.10.81. As condições climáticas nos dias 
das coletas são mostradas na Fig. IA. 

A atividade da redutase de nitrato foi determinada 
pelo método usado por Klepper et al. (1971) e Neyra & 
Ilageman (1978). Folhas foram cortadas tipo couve, em 
pedaços pequenos, e estes foram pesados (200 mg) e 
colocados em 5 ml do meio de incubação contendo: 
K 2 11PO4  0,1 M (pH 75); NO30,IM;0,05% neutronix, 
1% propanol. O meio com as folhas foi incubado a 3 0 °C, 
durante uma hora, em câmara escura. Foram feitas deter-
minações da redutase de nitrato na presença (potencial) e 
ausência (real) de NO no meio de incubação. 

Determinaram-se as atividades da redutase de nitrato, 
-NO3  e + NO3 , pela quantidade de NOi presente em ali-
quotas de 0,2 ml, tomadas no tempo zero e no final de 
incubação, quando colocadas em 2 ml da solução de 
1:1 (v/v) de 0,02% n-1 naftil-etilenodiamina e 1% de sul-
fanilamida em 1,5 M HC1. Completou-se o volume para 
4 ml com água destilada e, após 15 minutos, determinou-
-se a absorbância a 540 nm. 

Atividade da nitrogenase 

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo mé-
todo proposto por Souto (1982). Plantas inteiras foram 
retiradas do campo e imediatamente tiveram seu sistema 
radicular mergulhado em um balde com água deionizada. 
Logaós, retirou-se uma amostra do sistema radicular 
com 10 cm da parte aérea. As amostras foram colocadas 



o 

4 

1 

o 
co 
lu 
—J 
o 
5 
z 

O 
o 
4 

O 

'o 
w 
—J 
o 
2 
a 

VARIAÇÃO ESTACIONAL DA FIXAÇÃO DE N 2 	 321 

E 
E 
o 
4 
4 
1- 
o- 
o 
Isi 

a- 

o o 
4 
D 
4 
w a- 
5 w 

CORTE E ADUBAÇÃO 
!COMN 

\ /\  

COnTE E ADUBAÇÃO 
COM N 

CORTE E ADUBAÇÃO 
COM N 

110 
6 

ATIV. N, -ASE 

?  

CORTE E ADUDAÇÃO 
COM N 

•1 
L ó 

RN (NO 3  

-- ,s 	• 	
/ 

	

\ ;l1 	
___I• 

OUT 	NOV 	CEZ 	JAN 	FEV 	MAR 	A5R 	MAl 	JIJ'1 	JUL 	AGO 	SET OUT 

1960 	 1981  
1MESES 

FIG. 1. A Efeito da época de coleta das forrageiras na atividade da nitrogenase (O-O) em ra(zes extraídas nas ativi-
dades da RN (-NO;) (0----) e AN (+ NO3) (S-----S). Cada ponto é média de 30 parcelas (cinco espécies 
de planta x 3N1 x duas repetições) transformado em sjn + 1. As barras vertidas no intervalo entre cortes, 
representamos valores do teste Tukey no n(vel p <0,05, para as coletas naquele intervalo. 

B Variaç3o da precipitação (X-X), nos intervalos das coletas, e temperatura média (X---X), no dia da 
coleta, medidas durante o período experimental (15.10.80 a 15.10.81). 

em frascos de 3 1 também com água deionizada. Em se-
guida, no laboratório, a água do frasco foi trocada por 
N2 contendo 0,25% de 02,  e os frascos fechados herme-
ticamente com 'suba-seals'. Injetaram-se 12% (v/v) de ace-
tileno e 3% (v/v) de 02,  e fez-se a incubaçáo numa sala 
com temperatura controlada em 32 °C. Com  6 e 8 horas, 
a partir do tempo de injeço do acetileno, determinou-se 
a quantidade de etileno produzida. 

O etileno produzido foi avaliado injetando-se 0,5 ml 
da mistura de gases num cromatógrafo de gás Peckin-
-Elmer (P-11) com detetor de ionização de chama 
de hidrogênio, equipado com coluna Poropak N 
(100-120 mesh), de 50 cm de comprimento por 0,32 cm 
de digmetro. A coluna foi operada isotermicamente a  

40°C, tendo o nitrogênio como gás de arraste, ao fluxo 
de 30 mI/min. Os tempos de retenção foram, aproxima-
damente, de 24 e 32 segundos para o etileno e acetileno, 
respectivamente. O padro de etileno a 110 vpm balan-
ceado com N 2  (mistura especial de White Martins) foi 
usado para calibrar os instrumentos, durante todo o 
período experimental. Com  cada série de amostras foram 
analisadas testemunhas contendo 12% de acetileno em 
ar num vidro vazio, para avaliar a impureza do etileno 
presente no acetileno usado. 

Número da bactérias fixadoras'de N 2  

Este parâmetro foi obtido mensalmente a partir de 
15.11.80 até 15.10.81, em três tipos de amostras diferen- 
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tes: a do solo entre as plantas, a da raiz no esterilizada e a 
da raiz esterilizada com cloramina T 1% durante 15 minu-
tos. O tempo de esterilização foi predeterminado em en-
saio preliminar como o tempo máximo, após o qual ainda 
se observou crescimento de bactérias fixadoras de N2, 
quando as raízes foram colocadas em meio de cultura. 

Por ocasigo da coleta de amostras de plantas no campo 
para as medições das atividades de redutase de nitrato e 
nitrogenase, desta mesma amostra, separavam-se duas 
subamostras com raízes e uma amostra de solo que era 
retirada entre as plantas, para que fosse determinado o 
número de bactérias fixadoras de 14 2 . 

No laboratório, a amostra de raízes esterilizadas seguiu 
o seguinte esquema: raízes provenientes do campo foram 
lavadas com água esterilizada, em seguida mergulhadas 
num frasco contendo soIuço tampão fosfato (pH - 7,5) 
durante 5 minutos, depois lavadas com água esterilizada 
durante 5 minutos, para serem mergulhadas numa solu-
çfo de 1% de cloramina T durante 15 minutos. Neste 
caso, houve a preocupação de que a parte cortada das 
raízes nfo ficasse em contato com a soluçAo de clorarn.ina. 
Para isto, mantiveram-se as extremidades cortadas da raiz 
para cima, só mergulhando o restante da raiz. Finalmente, 
houve duas lavagens consecutivas das raízes em frascos 
com água esterilizada, durante 5 minutos cada lavagem. 

As amostras de raízes ngo esterilizadas foram lavadas 
com água. Porções de raízes (10 g) foram cortadas em 
pedaços pequenos e macerados em sol. 4% de sacarose 
previamente esterilizada, completando-se o volume para 
100 ml com a mesma solução de sacarose. Amostras 
(10 g) do solo foram homogenizados em solução de saca-
rose (4%) e completado também o mesmo volume final. 
Alíquotas de 1 ml dessa solução foram diluídas consecuti-
vamente em tubos contendo 9 ml de sol. 4% de sacarose, 
até a concentraçfo de 10-8 célulaslg solo ou raiz fresca. 
De cada tubo de diluiço, alíquotas de 0,1 ml foram trans-
feridas para três frascos de 10 ml cada contendo 5 ml 
de meio NFb semi-sólido modificado (Baldani & Dà-
bereiner 1981). 

Este meio teve a seguinte composiço para 1.000 ml: 
5 g de ac. málico; 0,5 g K 2 1-1PO4; 0,2 g M9SO4 . 711 2 0; 
0,1 g NaCl; 0,2 g CaCl 2  . 2H20; 2 ml sol. de micronutrien-
tes; 2 ml sol. 0,5% de azul de bromotimol em sol. 0,2 N 
de 1(01-1; 4 ml Fe EDTA (1,64%); 1 ml sol. de vitaminas; 
4 g 1(014; 1,75 g ágar. A soluçAo de micronutrientes con-
tinha em 200 ml: 0,2 g Na 2 M00 4 . 2H0; 0,235 g 
Mn504 . H0; 0,28 g H 3 B03 ; 0,008 g CuSO4  . 51120; 
0,024 g ZnSO4. A soluço de vitaminas continha em 
100 ml: 10 mg biotina; 20 mg piridoxina. No final, cada 
frasco (10, ml - com meio NFb continha duas fontes de 
C, ou seja, 5 g/l de malato e 0,8 g/lde sacarose, esta últi-
ma oriunda da solução de sacarose usada nas dituições. 

Os frascos foram colocados para incubar durante oito 
dias em uma sala com temperatura controlada a 3 2 °C. 
Durante este período, os frascos onde havia crescimento 
de bactérias fixadoras de N2, foram fechados com 'suba-
-seals' e foram injetados 12% de acetileno. Após incuba- 
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ço por uma hora a 3 2°C, o etileno produzido foi me-
dido, como descrito anteriormente. 

Uma película esbranquiçada e densa na superfície do 
frasco foi considerada indicação da presença dominante 
de Azospirilium brasiliense e (ou) A. lipoferum. Entre-
tanto, apareceram também outras bactérias que forma-
ram uma película menos densa e localizada no meio do 
frasco, que também produziu etileno. Esta bactéria foi, 
recentemente, identificada como Azospirillum amazonen 
se sp. nov. (Magalhes et ai. 1983). Contudo, em ambos 
os casos, as diluições só foram consideradas positivas 
quando os valores de etileno produzidos foram cinco 
vezes maiores do que os encontrados no controle (frasco 
só com 12% de acetileno). As contagens do número de 
bactérias foram feitas pelo método do número mais 
provável (N.M.P.) e para isso usou-se a tabela de 
MacCrady. - 

Produtividade de gramíneas forrageiras 

Este parámetro foi avaliado durante um ano, com in-
tervalos de três meses, a partir de 15.10.80 (corte de 
uniformização). 

As plantas da área útil (6 m 2 ) de cada parcela foram 
cortadas, aproximadamente, a 5 cm do solo, e pesadas, 
retirando uma amostra para determinaço de matéria seca 
e da percentagem de nitrogênio. O material foi secado em 
estufa a 65°C e, posteriormente, pesado, determinando-se 
o nitrogênio pelo método semimicro de Kjeldahl. - 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O efeito da época de coleta das forrageira nas 

atividades de nitrogenase e da redutase de nitrato, 

é mostrado na Pig. 1, 
No período de abril a setembro, época de pouca 

incidência de chuva e de temperaturas mais baixas 

(Fig. lA), observa-se que as atividades da nitroge-
nase foram menores (Fig. IB). Estas condições cli-
máticas também foram desfavoráveis para o cresci-

mento das plantas. Resultados similares foram en-

contrados com Pennisetum purpureum (Neves et 

ai. 1976) e Brachiaria spp. (Pereira et ai. 1981b). 

As temperatuas do solo abaixo 25 ° C foram con-

sideradas o fator limitante mais importante para a 

expressão da atividade da nitrogenase, em raízes 

extraidas de Digitaria decumbens cv. Transvala 

(Abrantes et ai. 1976). 
No presente experimento, as temperaturas mé-

dias do ar, nos dias das coletas (Fig. IA), após o 

més de abril, no excederam 25°C, De maneira 

geral, as atividades da nitrogenase as acompanharam 

durante o ano. Isto parece contrariar os re- 
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sultados àncontrados por Weier et ai. (1981), que 
mostraram que a atividade da nitrogenase foi nega-
tivamente correlacionada (r. 0,78*) com a tempe-
ratura do solo na faixa de 14..30°C. Vlassak et ai. 
(1973), que mediram periodicamente a fixação, 
de N2  no campo, durante a estação de crescimen-
to, também não acharam relação entre atividade da 
nitrogenase e temperatura. Como estas observa-
çes não coincidem com a resposta de microorga-
nismos conhecidos a temperaturas, provavelmente, 
a correlação deve-se a efeitos indiretos através de 
umidade do solo. Confirmação disto, é o atual ex-
perimento no qual encotrou-se uma Correlação 
altamente significativa (r 0,76**)  entre a precipi-
tação ç a atividade da nitrogenase, independente-
mente da época de coleta, do genótipo da planta e 
dos níveis de nitrogênio aplicados. 

Correlação semelhante foi obtida com a umi-
dade do solo (Vlassak et al. 1973, Day et al. 
1975a, Weier et ai. 1981). Estes autores ex-
plicaram a dependência da atividade da nitroge-
nase da umidade, pela sensibilidade ao excesso de 
02  (Schollhorn & Burris 1967), já que a difusão 
de 02 na água é 80 vezes menor do que no meio 
gasoso (Greeriwood 1968). Os resultados dos efei-
tos da precipitação na atividade da nitrogenase p0-

dem ser aproveitados no manejo da irrigação; tani-
bém deveriam ser observados na escolha da época 
adequada para a amostragem, em Outros experi-
mentos que visem estudar a fixação de N 2  de 
gramíneas forrageiras. 

Os resultados mostrados na Fig. 1 A e B suge-
rem, ainda, que, em experimentos de campo, os 
efeitos da aplicação do nitrato nas atividades da 
nitrogenase e da redutase de nitrato (Fig. 1B) têm 
de ser discutidos à luz daprecipitação (Fig. lA) 
que ocorre após aplicação da adubação nitroge-
nada. Assim, na primeira coleta após aplicação do 
nitrato, a atividade da nitrogenase sempre foi alta e 
a 

1
da redutase de nitrato baixa, quando choveu no 

intervalo, e vice-versa, independentemente dos ní-
veis de N aplicados e dos genótipos das plantas 
estudadas. Berkum (1978) estudou os efeitos da 
aplicação, no campo, de 40 kg/ha de NNO 3  em 
Paspalum nota tum, sobre as atividades da nitroge-
nase e redutase de nitrato. Concluiu que a ativi-
dade da nitrogenase é imediatamente reduzida pela 
aplicação de N, enquanto que foram observadas as  

mais altas taxas na atividade da redutase de nitra-
to, indicando que aumentou o N0no pool meta-
bólico. A recuperação da atividade da nitrogenase, 
provavelmente, foi devida à lixiviação do nitrato 
pela chuva (Eira et ai. 1968) ou denitrificação, já 
que algumas estirpes de Azospirilium denitrificam 
além de fixarem N2  em meio de cultura. 

O efeito do genótipo da planta na variação esta-
cional das atividades da nitrogenase e da redutase 
de nitrato é apresentado nas Tabelas 1 e 2. 

De modo geral, as taxas de atividade da nitro-
genase foram maiores nos períodos de mai6r cres-
cimento da planta do que nos períodos de inverno 
(Tabela 1). 

A metodologia usada para avaliar a atividade de 
nitrogenase, através de raízes extraídas, é sujeita a 
críticas (Barber et aI. 1978, Okon et ai. 1977, 
Berkum 1977). Entretanto, em ensaios paralelos 
(Souto 1982), foram observadas correiaçÕes alta-
mente significativas entre os valores obtidos por 
este método e os medidos com sistema intacto 
solo-planta, indicando um valor pelo menos rela-
tivo daquele método. Este valor relativo, entretan-
to, não se aplica na comparação de Cultivares, já 
que os coeficientes de correlação se diferenciaram, 
sendo perto de uni no jaraguá, mas muito mais 
baixo nas demais gramíneas (pangola, transvala, 
napier e camerori) (Souto 1982). Isto indica, de 
uni lado, que, nestas gramíneas, as medidas com 
raízes extraídas subestimam os valores reais, e de 
outro, que nojaraguá deve estar operando um tipo 
de associação distinta das demais gramíneas. A 
possibilidade de diferentes gramíneas terem sido 
colhidas com diferentes pesas radiculares por 
frasco foi excluída, já que pesagens de várias 
amostras mostraram que não diferiam significa-
tivamente entre si. Assim, os valores na Tabela 1 
precisam ser vistos com restrição. Mesmo assim 
foram apresentados, visto que o problema acima 
ainda aumenta a diferença entre o Jaraguá e as 
demais graiiíneas. 

A cultivar Cameron mostrou maior atividade 
da nitrogenase nos dois primeiros períodos de 
crescimento (out/80 - abr/81). Nenhuma dife-
rença entre gen6tipos foi observada no terceiro 
período (abr/81 - jul/81). A cultivar Transvala 
foi a que apresentou maior atividade de nitroge-
nase no último período (jul/81 - out/81). Estas 
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TABELA 1. Efeito do gendtipo da planta na atividade da nitrogenase em raízes extraídas, durante quatro períodos do 
ano. 

nmoles C2 H 4  , frasco 1  .h' 

Gramíneas 
1. o período o 2. período o 3. periodo o 4. período 

(15.10.80 - 15.01.81) (15.01.81 - 15.04.81) (15.04.81 - 15.07.81) (15.07.81 	- 15.10.81) 

Jaragué 5,50 b 4,30 b 2,80 a 3,20 ab 
Pangota 690 ab 5,60 b 3,00 a 2,70 b 
Transvala 7,80 ab 7,20 ab 3,30 a 4,20 a 
Napier 6,70a 8,00 ab 3,40a 2,10b 
Carneron 8,90 a 8,50 a 2,90 a 2,20 b 

• Atividade da nitrogenase em raízes extraídas. 

Os dados são médias de 36 parcelas (seis colheitas x 3N x duas repetições) e transformados em 
As médias nas colunas verticais com mesma letra não diferenciaram estatisticarnente, segundo o teste Tukey ao nível 
p <0.05. 

TABELA 2. Efeito do genótipo da planta na atividade da RN (+ NO 3) em folhas de gramíneas forrageiras, durante 
quatro períodos do ano. 

pmoles NO2  . frasco 1  

Gramíneas 
1. o período o 2. período o 3, período o 4. período 

(15.10.80-15.01.81) (15.01.81 -15.04.811l (15.04.81 .15,07.81) 05.07.81 	•15.10.81) 

JaraguJ 5,70 b 5,80 ab 3,70 b 6,60 a 
Pangola 7,30 a 6,00 ab 6,00 a 6,70 a 
Transvala 6,20 b 5.00 b 4,90 ab 5,70 b 
Napier 6.70 ab 6.10 a 5,80 a 5,50 b 
Cameron 5,30 c 5,10 ab 3,90 b 3,20 c 

* Atividade da RN (+ NO3) nas folhas. 

Os dados são médias de 36 parcelas (seis colheitas x 3N x duas repetições) e transformados em 
As médias nas colunas verticais com mesma letra não diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey ao nível 
p <0,05. 

diferenças entre as atividades da nitrogenase das 
forrageiras, durante os períodos mais críticos do 
ano, já tinham sido encontradas entre genótipos 
de Brachiaria spp. (Pereira et aI. 1981b). O efeito 
do genótipo da planta na atividade da redutase de 
nitrato, que mede o potencial da enzima, também 
dependeu do período do ano (Tabela 2). As cuI 
tivares Pangola, Napier e Jaraguá, dependendo 
do período do ano,apresentaram as maiores taxas 
de atividade da redutaie de nitrato. A cv. Carne-
ron, independentemente do período do ano, 
apresentou a menor taxa de atividade da redutase 
de nitrato. Estas diferenças entre genótipos nas 
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atividades da redutase de nitrato foram observadas 
também em .Brachiaria spp. (Pereira et ai. 1981b). 

As variações encontradas nas taxas de atividade 
da redutase de nitrato dos genótipos de plantas 
sugerem que principalmente as cultivares Pangola 
e Napier têm maior potencial de respostas ao nitra-
to aplicado durante o período mais crítico de cres-
cimento das forrageiras. 

O efeito da adubação nitrogenada nas atividades 
da nitrogenase e da redutase de nitrato, em quatro 
períodos do ano, é mostrado na Fig. 2. 

A adubação nitrogenada aplicada no início de 
cada um dos quatro períodos mostrou efeito nega- 
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F 1 G. 2. Efeito, da adubaço nitrogersada fl8 atividade da n itrogenase (O- O) em ra (es extra (das e nas atividades da 

RN (-NO3) (O----O) e IRN (+ NO3) (I---I) nas folhas, em quatro períodos experimentais. As plantas foram 

cortadas e adubadas com N no início de cada período. Cada dado é média de 60 parcelas (cinco espécies plan-

ta x seis colheitas x duas repetições) transformado em .,/n + 1. Não foram observadas diferenças significativas 

entre os coeficientes de regressão pelo teste t ao nível p <005, quando se compararam os valores 'b" entre 

os quatro períodos experimentais para cada parâmetro (atividade da nitrogenase e AN (+ NO3) estudado. As 

barras verticais representam os valores do teste Tukey ao nível p <0,05. 

tivo na atividade da nitroge11ase, e positivo na re-
dutase de nitrato, e que não houve diferença signi-
ficativa entre os valores 'b' das regressões obtidas 
nos diferentes períodos (Fig. 2). Efeitos negativos 
da adubàço nitrogenada sobre a atividade da ni-
trogenase já foram demonstrados em cereais (Pe-
reira et ai. 1978, Baldani et ai. 1979), mas baixos 
níveis de N tiveram pouco efeito ou até aumenta-
ram a atividade da nitrogenase (Kapulnik et ai. 
1981a,•b). A eliminação quase completa da ativi-
dade da nitrogenase, na época crítica, terceiro 
(abrI81 -jui/81) e quarto (jul/81 - oütI81) perío-
do, pela dose mais alta de N, agrava ainda mais o 
problema. O efeito do nitrato na atividade da ni- 

trogenase foi atribuído à acumulação transitória 
de nitrato no sítio onde se encontra a bactéria 
responsável pela fixação de N2  (Dôbereiner & 
Boddey 1980, Pereira et ai. 198 la). 

Os efeitos d.as épocas de coletas e da adubação 
nitrogenada na atividade da redutase de nitrato, no 
primeiro (out/80 - jan/81( e no segundo (jan/81 - 
abr/81) período, são apresentados na Fig. 3. As di-
ferenças significativas entre os coeficientes de re-
gresso lineares pelo teste 't' mostraram que, no 
primeiro período, as coletas de duas e• quatro 
semanas apresentaram aumentos de atividade da 
redutase de nitrato com a adubação, maiores que 
as demais. No segundo período, estes efeitos so- 
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FIG. 3. Efeito das épocas de coleta e adubação nitrogenade nas atividades da RN (+ NO 3 ) e RN (+ NO3). no primeiro e 
segundo período, respectivamente. As plantas foram cortadas e adubadas com N no início de cada período. 
Atividades da redutase de nitrato (+ NO 3 ) de cada coleta: duas semanas (O_o), quatro semanas (0-0), 
seis semanas (• - U) oito semanas (e—SI, dez semanas (A A) doze semanas (X—X). Carta dado 
é m4dia de dez parcelas (cinco espécies planta x duas repetições) transformado em /n + 1. As barras verticais 

representam os valores do teste Tukay ao nível p < 0.05. As diferenças entre os coeficientes de regressão "b" 

pelo teste 't', ao nível p < 0,05, mostraram que, no primeiro período., as coletas de duas e quatro semanas f o-
ram maiores que as demais, e no segundo período, a de duas semanas maior que as demais coletes. 

mente se revelaram com duas semanas. Estes re-
sultados indicam que o efeito da adubação nitro. 
genada, durante os períodos de maior crescimento, 
só se observa, no máximo, até quatro semanas após 
a aplicação de nitrato. As precipitações que caíram 
no primeiro e segundo período (Fig. 1) foram as 
maiores durante todo, o ano experimental. Com  
isto, a lixiviação rápida do nitrato pela chuva 
(Eira et ai. 1968), a remoção do nitrato reduzido 
e incorporado à planta e, possivelmente, a denitri-
ficaço com aumento da umidade do solo expli-
cam o efeito transitório do nitrato na atividade da 
redutase de nitrato, como também foi constatado 
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em condições de campo com Paspaluns notatuns 
(Berkum 1978). 

O efeito do genótipo da planta e das épocas de 
coleta, no número de bactérias fixadoras de N 2  
nas raízes, é mostrado na Tabela 3 e Fig. 4. 

Ojarâguá foi d genótipo que mostrou maior 
número total de bactérias fixadoras de N 2  emto-
dos os períodos do ano, sendo que, no último pe-
ríodo (jul/81 -out/81), os números nas demais cul-
tivares tenderam a se igualar aos da cv. Jaragu 
(Tabela 3). Isto no colabora com explicação pela 
menor atividade da nitrogenase encontrada nesta 
cultivar. O comportamento diferente do jaragu 
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TABELA 3. Efeito do genótipo da planta no M. de bactérias fixadoras de N2 ,no interior e exterior das raízes de Eram (- 
neas forrageiras. 

Log n. bactérias. g raiz fresca' 1  

Gramíneas o 
1. período 

o 
2. período 

o 3. período 
o 

4. período. 

(15.10.80.15.01.81) (15.01.81 .15.04.81) (15,04.81 -15.07.81) (15.07.81 	- 15.10.81) 

Jaragué 6,40 a 5,40 a 4,80 a 4,00 a 

Pangola 4,30 b 3,80 b 3,70 b 4,10 a 

Transvala 4,30 b 4,20 b 3.80 b 4,00 a 

Napier 4,80 b 3,60 b .4,10 b 3,90 a 

Camerori 4,90 b 4,00 b 3,80 b 4,30 a 

Os dados so médias de 36 parcelas (três colheitas x 3N x dois tratamentos na raiz x dois repetições) e transformados 

em log n. As médias nas colunas verticais com mesma letra nio diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey 

ao nível p <0,05, 

1 	 r 	F 	 1 	 1 

OUT NC'N DEZ JAN FEV MAR ABR MAl JW JJL P30 SET OtJT 
1980 	 1981 

MESES 

FIG. 4. Efeito da época de coleta no n. de bactérias fixadoras de N2 e na atividade de nitrogenase em raízes. Antes da 

cada corta e adubaço com N (vide setas) foram coletadas raízes das plantas, para contagem das bactérias e 

atividade da nitrogenase. Bactérias do interior (0-0) das raízes foram obtidas tratando as raízes com clora-
mina 1' (1%) durante 15'. O n. de bactérias localizadas no exterior 1-1) das raízes foi obtido por subtraçio 

do n. de bactérias de raízes nio esterilizadas das esterilizadas. As barras verticais nos intervalos entre cortes 

representam os valores do teste Tukey, ao nível p < 0,05. Cada dado é média de 30 amostras (cinco espécies 

planta x 31N1 x duas repetições). (' --- '). Atividade da nitrogenase. Cada valor também é média de 30 repe-

tições e transformado em ",/n + 1. 
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nos ensaios sobre a metodologia (Souto 1982), 
indica-o como um sistema diferente, talvez com 
localização das bactérias ou mesmo espécies de 
bactérias diferentes. 

O efeito das épocas de coleta no número de 
bactérias fixadoras de N 2  é mostrado na Fig. 4, 
O número de bactérias no exterior (raiz lavada) 
das raízes foi muito maior do que o encontrado 
no interior (raiz lavada e esterilizada superficial-
mente). A correlação significativa obtida durante 
a estação de crescimento das plantas, prime.iro 
(out/80 - jan/81) e segundo (janI81 - abrI81) 
período, entre o número de bactérias localizadas 
internamente nas raízes e a atividade da nitroge-
nase de algumas plantas (cameron r - 0 ,66** ;  
pangola r - 0,45** e transvaIa r - 0 ,41*), sugere 
que estas bactérias são as principais responsáveis 
pela fixação de N2  nas raízes dessas gramíneas. 
Nenhuma correlação foi achada no jaraguá e 
nap'ier. O número de bactérias do interior e ex-
terior, bem como durante o período de menor 
crescimento das forrageiras, também não mostrou 
correlação com a atividade da nitrogenase. 

A infecção do cilindro central do milho, mos-
trado através da redução de tetrazolium por 
bactérias diazotróficas, é máxima durante o es-
tádio reprodutivo da planta (Magalhães et ai. 
1979), quando a atividade da nitrogenase é tam-
bém mais alta (Pereira et aI. 1978, Báldani & 
Dibereiner 1981). Mais recentemente, Baldani 
et ai. (1983) mostraram, em trigo, correlação 
(r - 0,92) entre o número de Azospiriflum 
localizado internamente nas raízes e N total das 
plantas, aos 65 dias de idade, época em que se 
tem observado maior expressão da atividade da 
nitrogenase nesta cultura. 

A maior eficiência das bactérias localizadas no 
interior das raízes, principalmente no xilema e 
protoxilema, pode ligar-se à disponibilidade di-
reta de fontes de carbono, pelo qual não compe-
tem tantos outros microrganismos como no solo 
(Ddbereiner & De-Polli 1981), e talvez ao forne-
cimento de N 2  fixado diretamepte à planta, como 
na simbiose das leguminosas. Nas forrageiras cuja 
época de reprodução acontece no período seco do 
ano, isto não parece ocorrer, já que tanto o núme-
ro de bactérias diazotróficas como a atividade da 
Nitrogenase decresceram (Fig. 4), como já havia 
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sido observado por Day et ai, (1975b), em Pennise-
tum e Digitaria. 

A interação genótipo da planta e épocas de 
coleta na população diazotró fica nas raízes foi 
observada no primeiro (outIBO - janI81) da esta-
ção de crescimento (Fig. 5). As diferenças entre os 
coeficientes de regressão lineares pelo teste 't', 

ao nível p - 0,05, mostraram que em pangola 
e cameron houve redução da população de diazo-
tróficos, enquanto que, nas demais gramíneas, os 
números não foram alterados. Note-se que o ja-
raguá, neste período (primeiro), além de não 
apresentar decréscimo do número de bactérias 
com a idade da planta, exibiu o maior número de 
bactérias fixadoras de N 2 , em todas as Cole tas, 
como já foi mostrado. 

Os resultados conjuntos de todas as gramíneas, 
relativos ao número de bactérias diazotróficas no 
solo, em raízes lavadas e em raízes esterilizadas, 
são vistas na Tabela 4. Não houve interação culti-
vares x localização das bactérias; portanto, o efei-
to da esterilização das raízes foi resumido no 
conjunto das cultivares. O núinero de bactérias 
no solo foi baixo (10 - 10 4 ), mas aumentou mui-
to nas raízes (10 - 10 6 ). O número de bactérias 
internas, entretanto, não ultrapassou 10% do nú-
mero total nas raízes, independentemente das co-
letas feitas durante o período experimental, como 
já discutido (Fig. 4). 

A relação RIS (n. total de bactérias diazotrófi-
cas na raiz/n. total de bactérias diazotróficas no 
solo), que dá uma indicação da multiplicação das 
bactérias nas raízes (Tabela 4), foi muito alta, com 
valores até 80 vezes mais altos nas raízes do que 
no solo, como média das cinco cultivares. Se se 
calcular o efei'to RiS, separado para cada cultivar, 
o valor R/S máximo obtido foi de 5.000 no jara-
guá e 50 no transvala, sendo intermediário nos 
demais (Souto 1982). 

Nci período de menor crescimento das forragei-
ras, terceiro período (abr/81 .jul/81), esta relação 
foi menor do que nos demais períodos, mostrando 
que o crescimento ativo da planta é necessário para 
a multiplicação das bactérias fiadoras de N 2  nas 
raízes. 

O efeito do genótipo da planta e sua interação 
com adubação nitrogenada, no N total de cinco 
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FIG. S. Efeito do gentipo planta e da época de coleta do primeiro período 115.10.80 . 15.01.81), no n. de bacté-

rias fixadoras de N2 do interior mais exterior nas raízes de cinco gramíneas forrageiras tropicais, jaragué 

(X— X), pangola (0-0) transvala ($—S), napier (Q O) e cameron (E— •). Cada dado é 

média de doze parcelas (3N x dois tratamentos nas ra(zes x duas repetiç6es) transformado em log n. A barra 

vertical representa o valor do teste Tukey, ao nível p <0.05. As diferenças entre coeficientes de regresso 'b" 

pelo teste 't', ao nível p <0,05, mostraram que o pangolo (-0,1427) n5o diferenciou do cameron (-0,2302), 

porém ambos foram maiores que as demais gramíneas, que no foram significativas. 

gramíneas forrageiras, so apresentados na Tabe-
Ia5eFig.6. 

O efeito do genótipo dependeu do período do 
ano (Tabela 5 e Fig. 5). Assim, no primeiro perío-
do (out/80 a janI81) da estação de crescimento, 
nâo se observaram diferenças entre os gen6tipos, 
porém, no segundo período (jan/81 - abrI81), o 
cameron superou as demais cultivares em relação 
produtividade medida como N total. No período 
de menor crescimento, terceiro período (abr/81 -  

jul/81), as digitrias pangola e transvala produzi-
ram mais N do que as demais gramíneas, ao passo 
que, no último período, todas tiveram produções 
similares, exceto jaraguá, que também, nos ou-
tros períodos, produziu menos N. 

O efeito da interação genótipo e adubação 
nitroge nada sobre o N total é mostrado na Fig. 6. 
As diferenças entre os coeficientes de regressão 
lineares das gramíneas dentro de cada período, 
pelo teste 't', ao nível p - 0,05, mostraram que 
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no primeiro e quarto perfodo no houve diferen- 	no perfodo de menor crescimento das forrageiras 
ças entre os genótipos em reIaço ao acréscimo 	(terceiro), o pangola e o transvala foram as cuiti- 
devido à adubação nitrogenada. Por outro lado, no 	vares que deram maiores respostas à aduba- 
segundo período o cameron e o transvala respon- ção nitrogenada, confirmando outro estudo (Sou- 
deram mais ao N do que as demais gramíneas, e to 1977) em que a adubação nitrogenada 

TABELA 4. Número de bactérias fixadoras de N2  no solo e raiz (interior e exterior). 

Período' 	Mês 
N? bactériasl 

g 	fresco 
Raiz (total)

•  
RIS 

bactérias . g raiz fresca 

x 
Raiz (interior) Raiz (exterior) 

xx 

nov 2.08 x 10 
4 

1,06x 106 51,0 2,51 x io 2.4 1,04x 106 97,6 

dez 1,32 x io 0,83x 10 62,8 1,99 x iO 2,4 0,81 x 106 976 

jan 0,79x 104  0.29x 106 37,0 0.35x io 1,2 0,28x 106 98,8 

fev 2,63x 10 0,97x 10 37,0 2,18x 10 2,2 0,95x 10 97,8 

mar 5.01 x 10 1,48x lO 30,0 052x 102 0,1 1,47x 10 999 
abr 3,31 x 10 2,75 x 10 83,0 263 x 10 0,9 2,72 x 99,1 

mai 2,69 x iO 1,67 x 10 6,2 3,63 x 10 2,2 1,63 x 10 97 18 
III 	 jun 2,08 x iO 1,77 x 10 8,7 0,87 x 10 0,5 1,76x 10 99,5 

jul 0,30x IO 0,19x 10 6,3 0,72x 10 3.9 0,18x 10 96,1 

ago 3,02x io 0,85x t0 28,0 0,74x IO 8,7 0,77x 10 91,3 
IV 	 Set 2,18 x iø 0,67 x 10 31,0 1,58 x 10 2,3 0.66 x lO 977 

Out 0,85 x 10 0,39 x 10 46,0 0.83 x io 2,1 0,38 x 10 979 

• Corte e adubação nitrogeriada foram feitos no início de cada período. 

' Cada valor para o tratamento solo (S) e raiz é média de 10 (Cinco espécies planta x duas repetições) e 30 (Cinco espé-

cies planta x 3N x duas repetições) parcelas, respectivamente. 

+ Raiz lavada e não esterilizada (- R) 	 -• 
X 

Raiz lavada e esterilizada com cloramina T (1%) por 15' 
XX 

Raiz (total) - Raiz (interior). 

TABELA S. Efeito do genótipo da planta em N total da rebrota de cinco gramíneas forrageiras. 

N total (kg. ha')' 

Gramíneas 
período" o 2. período" o 3. período" o 4, períOdo" 

(15.10.80.15.01.81) (15.01.81 - 15.04.81) (15.04.81 -15.07.81) (15.07.81 	- 15.10.81) 

Jaraguê 47,5 a 31.3 b 19.2 b 11.7 b 
Pangoa 52.9 a 32,8 b 29,5 a 21.4 ab 
Transva!a 61.7 a 41,3 b 25.4 ab 26,1 a 
Napier 48,7 a 39,7 b 15.1 b 28,30 
Cameron 53,58 52,3 a 16,7 b 29,3 a 

• Determinação de N total ria parte aérea da planta foi feita em amostras secas em estufa a 65°C. pesadas, determ i nan-
do-se N pelo método semimicro Kjeldahl. 

Valores representam médias de doze parcelas (3N x quatro repetçes). As médias nas colunas verticais com mesma 
retra não diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey, ao nível p <0,05. 

" Corte e adubação rnitrogenada foram feitos no início cia cada período. 
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•_. TRNSWL A 
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(15.01.81 - 15.04.811 

6 	 2 	 50 

TERCEIRO PERÍODO 	
QUARTO PER(ODO 

(15.04.81 .15.07.81) 	 . 	 (15.07.81  

n. 
a 

a, 
-x 

eo4 

z 

0 	 2 	 sb 	 2'5 	 50 

NÍVEIS DE N (kg / ha) 

FI G. 6. Efeito do genãtipo da planta e da adubação nitrogenada no N total (vide Tabela 5) da cinco gramirieas forragei-
ras, jaraguá (X-X). pangola (0-0), tranvaIa (S-Shnapier (O_ D)e cameron • - ). Adu-
bação nitrogenada e corte da avaliação foram feitos no início de cada período. As diferenças entre os coefi. 
cientes de regressão pelo teste 't', ao nível p < 0.05, das gram(neas dentto de cada peTíodo foram as seguintes: 
segundo período, cameron - transvala > demais; terceiro período, pangola - transvala > demais; perimeiro e 
quatro período, não foram observadas diferenças significativas entre "b". As barras vertidas representam os 
valores do teste Tukey aà nível p < 005. Cada ponto é média da quatro repetiç6es. 

(100kg N.ha'), durante'o período seco do ano, mais N total, quando comparado com as demais 

proporcionou maior acréscimo da produtividade forrageiras, nas parcelas semj adubação nitroge-

de . proteína do pangola (sete vezes) e trartsvala nada, dando margem a trabalhos de melhoramento 

(sete vezes) quando comparado aos de Cynodon e, talvez, inoculação para obter uma forrageira 

nlemfuensis (quatro vezes) e Brach.iaría brizantha menos dependente de fertilizantes e com perspecti-

(0,4 vez). Isto sugere que estas digitárias, com vas de suprir parte de suas exigências com nitro-

altas respostas i adubação nitrogenada, podem, gênio do ar. . 

em alguns casos em que não haja limitação pelo 

custo do adubo, ser aproveitadas com sUcesso nas 	 CONCLUSÕES 

pastagens, durante o período seco, para produção 	, 

intensiva de leite e carne. 	' 	 1. A precipitação aumenta a atividade da nitro- 

Houve uma tendência do cameron de produzir genase associada às raízes de gramíneas forrageiras, 
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principalmente no período de crescimento (chuvo-
so). 

2. Os efeitos da adubação nitrogenada nas ativi-
dades da redutase de nitrato e nitrogenase perdura-
ram, no máximO, por quatro semanas após a apli-
caço da adubação e se manifestaram opostas nas 
duas atividades. 

3. Nos períodos de menor crescimento das plan-
tas, a dose mais elevada de N inibiu a atividade da 
nitrogenase mais severamente do que durante a 
estação de crescimento. 

4. Em todas as gramíneas se observa um pro-
nunciado efeito da rizosfera que apresenta núme-
ros muito maiores de bactkias fixado ras de N 2  
que o solo. 

S. Em todos os genótipos menos de 10% das 
bactérias fixadoras de N 2  se localizavam na parte 
interna da raiz e mesmo assim foram só elas que 
apresentaram correlação significativa com a ativi-
dade da nitrogenase no cameron, pangola e trans-
vala. 

6. A cv. Jaragua foi a que apresentou o maior 
número total de bactérias fixadoras de N 2 , o que 
não foi acompanhado de alta atividade da nitro-
genase e N total da planta, indicando uma associa-
ção diferente das demais. 

7. O cameron e transvala, de maneira geral, 
mostram maior atividade da nitrogenase e a maior 
produção de proteína, durante o período experi-
mental. 
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