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RESUMO - Foram desenvolvidos, em laboratório, sete experimentos com o fim de desenvolver nova 
técnica de estudar a atividade nitrogenase (redução de C 2 l1 2 ) de raízes destacadas de várias gramíneas 
tropicais. Foram comparados o efeito da duração da incubação, P02' multiplicação de bactérias fixa-
doras de N 2 , períodos de amostragem e tipos de amostras. O novo método consiste em medir a redu-
ção C 2 H2  em raízes destacadas, com 10 cm de parte aérea e incubadas em frascos de três litros cheios 
de água, substituindo-se, depois, a água por N a , 3% de 02  e 12% de C 2 11 2 . Nesses fracos,podem ser 
medidas taxas de redução de acetileno com 6 a 8horas de incubação. Esta nova técnica, desenvolvida 
para estudar a atividade nitrogenase, subestimou, em 4 das 5 gramíneas, aquela encontrada para o sis-
tema solo-plantaintactos; contudo, as duas técnicas se correlacionaram significativamente (r- 0,91- 

Termos para indexação: nitrogenase, duração de incubação, bactérias fixadoras de N 2 . 

METHODOLOGY FOR MEASURING N2 FIXATION 
IN DETACHEO ROOTS OF TROPICAL FORAGE ORASSES 

ABSTRACT - Seven laboratory experiments were carried out to develop a new technique for the study 
of the nitroganase activity (C 2 H 2  reduction) of detached roots of several tropical grasses. The effect 
of duration of incubation, P02. multiplication of N 2 -fixing bacteria, type and periods of sampling 
were compared. The new method consists of harvesting pieces of roots attached to 10cm shoots loto 
3 litres flask fuIl of water, than replacing the water with N2, 02 and 12% C 2 H 2 , incubating at 
room temperature and determining C 2 H 2  reduction rates between 6 and 8 Ii. The new methodology 
developed to study nitrogenase activity in 4 of the 5 grasses understimated that obtained in intact 
soil-plant systems, but the techniques were significantly correlated with each other (r- 0,91 O)  

Index terms: nitrogenase,duration of incubation, N 2  fixing bacteria 

INTRODUÇÃO 

O sistema intacto solo-planta parece ser o mais 
seguro quando se deseja estimar a fixação de N 2  

em gramíneas através do método de redução do 
C2 1-1 21  apesar de existirem algumas restrições em 
relação a este tipo de metodologia (Souto 1982). 

Por outro lado, o sistema de raízes extraídas de 
gramíneas apresenta duas limitações básicas quando 
usado para medir a redução de acetileno: a presen-
a do "lag", no início da fase de pré-incubação, e 
a multiplicação de bactérias fixadoras de N 2  
atmosférico nos tempos de incubação mais prolon-

gados. 
Segundo lDeibereiner (1977b), entre as várias 

hipóteses para explicar o "lag" estão: 1) a inativa-
ção da nitrogenase pelo oxigénio; 2) o distúrbio 
do metabolismo de N na raiz com possível acumu- 
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versidade Federal Rural do Rio de Janeiro, obtenção 
do grau de Doutorado em Agronomia. 

2 Eng? - Agr9, Dr., EMBRAPA, Programa Nacional de 
Pesquisa em Biologia do Solo, kzn 47, CEP 23460 
Seropédica, RI. 

lação de NO 2  ou NH4 ; 3) a perda de CO 2  do sis-
tema- 

Argumentos em favor de influência da multi-
plicação de bactérias, em um período prolongado 
de pré-incubação, já foram discutidos por muitos 
autores (Day etal. 1977, Okon etal. 1977b, Berkum 
1977, Barber et ai- 1978). Entretanto, há outros 
contra esta hipótese, pois nem a liberação de áci-
dos orgânicos (Duthion 1976, Baldani et ai. 1978), 
nem condições para tal (Abrantes et aI. 1975a, 
Dõbereiner 1977a) acontecem durante a pré-in-
cubação prolongada, portanto, a multiplicação de 
Azospiriflum, como observado por Okon et ai. 
(1977b), não devia ser uma conseqüência da libera-
ção do substrato. 

Geralmente, a taxa de redução de acetileno no 
sistema tradicional de raízes extraídas (Abrantes 
et ai. 1975b) tem subestimado aquela encontrada 
para o sistema intacto solo e gramínea (Dõbereiner 
et aI. 1972, Dtibereiner & Day 1975, Abrantes et 
ai. 1975a). Apesar disso, em gramíneas forrageiras 
e cereais de grãos pequenos, foram encontradas 
correlações estatisticamente significativas entre 
estes dois métodos (Dóbereiner 1977a, Nery et ai. 
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1977, Witty 1977, Boddey et al. 1978, Patriquin 
& Denilce 1978). 

Devido S importância dos fatos citados na 
metodologia de determinação de redução de aceti- 
leno com raiz extraída de gramíneas forrageiras, 
objetivou-se com a presente pesquisa estudar os 
efeitos dos tempos de incubação, concentrações de 

021 multiplicação de bactérias diazotróficas, perío- 
dos de amostragens e tipos de amostras, na avalia- 
ção da atividade da nitrogenase pelo método de 
redução de C 2 H 2 , através de um novo sistema de 
raízes extraídas de gramíneas forrageiras tropicais. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foi desenvolvida uma série de sete experimentos com 
a finalidade de ajustar, a um novo sistema de raízes ex-
traídas, a metodologia de determinação da redução de 
acetileno. Este novo sistema consiste de raízes com 10cm 
da parte aérea da planta. Nestes experimentos usaram-se 
plantas colhidas no campo, no estádio vegetativo (verão 
de 1979), com bom desenvolvimento, provenientes de 
um solo Podzólico Vermelho-Amarelo em condições 
naturais. 

Experimento 1 - Efeito de tempo de incubação, com ace-
tileno e oxigênio 

A finalidade deste experimento foi confirmar o com-
primento da fase latente ("iag") e determinar o início de 
uma taxa linear usando-se sistema radicular inteiro em vez 
de raízes cortadas, usadas em estudos anteriores (Dibe-
reiner et ai. 1972, Abrantes et aI. 1975a). 

Foram usadas as seguintes gramíneas (tratamentos): 
jaraguá (Hyparrhenia rifa cv. Deodoro), pangola (Diitaria 
decumbens cv. Taiwan A-21), transvaia (Digitaria decum-
bens cv- Tranvala UF-547), napier (Pennisetum purpu-
reum cv. Napier) e cameron (Pennisetum purpureum cv. 
Cameron) com quatro repetições. 

Neste novo sistema de raízes extraídas, plantas inteiras 
foram retiradas do campo e imediatamente tiveram seu 
sistema radicular mergulhado em um balde com água 
deionizada. Logo após, retirou-se uma amostra do sistema 
radicular com 10 cm de parte aérea- As amostras foram 
colocadas em frascos de 3 litros com água deionizada. Em 
seguida, no laboratório, a água mais o ar do frasco foram 
trocados por N 2  contendo 0,25% de 02,  e os frascos 
fechados hermeticamente com "suba-seals". Injetaram-se 
12% (v/v) de C 211 2  e 3% (v/v) de 021  e fez-se a incubação 
numa sala com temperatura controlada em 32 0C. De 
duas em duas horas, a partir do tempo de injeção do 
C2 11 2 , até completar 24 horas de incubação, determinou-
-se a quantidade de C 2H4  produzida. O etileno produzido 
foi avaliado injetando-se 0,5 ml da mistura de gases num 
cromatógrafo de gás Perkin Elmer (P1 1) com detetor 
de ionização de chama de hidrogênio, equipado com co- 
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luna Poropak N (100 -120 mesh), de 50 cm de compri-
mento por 0,32 cm de diâmetro. A coluna foi operada iso-
termicamente a 40°C, tendo nitrogênio como gás de arras-
te, com fluxo de 30 mi/mia. Os tempos de retenção foram, 
aproximadamente, de 24 e 32 segundos para o C 2 114  e 
C2 H 2 , respectivamente. O padrão de etileno a 110 vpm, 
balanceado com N 2  (mistura especial de White Martins), 
foi usado-para calibrar os instrumentos durante todo o 
periodo experimental. Com  cada série de amostras foram 
analisadas testemunhas contendo 12% de C 2 H 2  em ar 
num vidro vazio, para avaliar a imptareza de C 2 114  presen-
te no acetileno usado. 

Experimento 2 - Efeito de concentrações de oxigênio 

A finalidade deste experimento foi determinar as con-
centrações ótimas de 02  na expressão da atividade da ni-
trogenase no novo sistema de raízes extraídas. Os trata-
mentos foram cinco níveis de 02 (1,2,3,4 e 5%) e foram 
usadas três repetições. 

Usaram-se as mesmas espécies do experimento anterior 
e outras representativas das pastagens brasileiras, como: 
gordura (Melinis rninutifiora). colonião (Pan lcuna maxi-. 
mum) e Brachiaria ruziziensis. cv. C.P.I. 30.623. 

A coleta, o preparo das amostras e as determinações da 
atividade da nitrogenase foram feitos como no experiinen-
to anterior. Mudaram apenas as concentrações de 02, 
conforme os tratamentos acima. O etileno produzido foi 
determinado com seis e oito horas de incubação, pois fo-
ram os tempos que deram taxas lineares no primeiro 
experimento. - 

Experimento 3 - Efeitos dos tempos de incubação diferen-
tes com oxigênio e/ou acetileno 

O objetivo deste experimento foi o de verificar se a 
fase latente pode ser reduzida pela pré-incubação sem 
ou C2 H 2  nos frascos. Os tratamentos com três repeti-
ções fora os seguintes: 

A) 02 no início de incubação + C2H2 cinco horas após; 
II) 02 + C2H 2  no início; 
C) 02 + C2 11 2  cinco horas após; 
D) C 2 H2  no início + 02 cinco horas após. 
Neste experimento usou-se a cultivar Napier (Pennise-

tu,n purpureum). A coleta, o preparo da amostra e a de-
terminação da atividade da nitrogenase foram feitos como 
no primeiro experimento, mudando apenas a hora de in-
jetar o 02 (3%, v/v) e C 2 H2  (12%, v/v), conforme os tra-
tamentos. O etileno foi determinado com seis e oito horas 
de incubação. 

Experimento 4-Multiplicação de bactérias fixadoras de N 2  

- 

A finalidade deste experimento foi estudar o possível 
efeito da multiplicação de bactérias na atividade da nitro-
genase • com quinze horas (sistema tradicional) e oito 
horas (novo sistema) de incubação. Para isso, fez-se simul-
taneamente, a determinação da atividade da nitrogenase 
e do número de bactérias fixadoras de N 2 , na mesma 
amostra de raiz extraída, nos tempos de quatro, oito e 
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quinte horas, em cinco gramíneas forrageiras, as mesmas 
usadas no primeiro experimento, e três repetições. 

A coleta, o preparo da amostra e a determinação da 
atividade da nitrogenase foram feitos como no primeiro 
experimento; o etileno produzido foi determinado nos 
tempos de incubação de quatro, oito e quinze horas, 
calculando-se a taxa por hora nos intervalos 0-4,4-8 e 
8-15 horas. 

Imediatamente após completar cada tempo de incuba-
ção, foi medido o etileno produzido e os frascos foram 
abertos, sendo as raízes separadas da parte aérea. As raí-
zes foram lavadas com água esterilizada, delas se tomando 
10 g. Estas foram cortadas em pedaços pequenos e mace-
radas em solução de sacarose previamente esterilizada, 
completando-se o volume para 100 ml com a mesma solu-
ção de sacarose. Alíquotas de 1 ml dessa solução foram di-
luídas consecutivamente em tubos contendo 9 ml da solu-
ção 4% de sacarose, até a concentração de lO. De cada 
tubo de diluição, alíquotas de 0,1 ml foram transferidas 
paras três frascos (10 ml) contendo 5 ml de meio NFb 
semi-sólido modificado (Baldani & Ddberciner 1981). 
Este meio teve a seguinte composição para 1.000 ml: 
5 g de ac. málico; 0,5 g K 2 11PO4 ; 0,2 g M9SO4 .71120; 
0,1 g NaCI; 0,02 g CaC1 2 .2H2 0; 2 ml sol, de micronutrien-
tes; 2 ml soL 0,5% de azul de bromotimol em sol. 0,2 N 
de K011; 4 ml FeEDTA (1,64%); 1 ml sol, de vitaminas; 
4 g KOH; 1,75 g ágar. A solução de micronutrientes 
continha em 200 ml: 0,2g Na2M004.21120;  0,235 g 
MnSO4 .H 2 0; 0,28 g H 3 B03 ; 0,008 g CuSO4 .5112 0; 
0,024 g ZnSO4 .7H 2 0. A solução de vitaminas continha 
em 100 ml: 10 mg biotina; 20 mg piridoxina. No rmal, 
cada frasco (10 ml) com meio NFb continha duas fontes 
de C, ou seja, 5 g/1 de malato e 0,8 gil de sacarose, esta 
última oriunda da solução de sacarose usada nas diluições. 

Os frascos foram colocados para incubar, durante oito 
dias, em uma sala com temperatura controlada a 32 0 C. 
Durante este período, os frascos em que havia crescimen-
to de bactérias fixadoras de N 2 , foram fechados com 
"suba-seals", e foram injetados 12% de C 2 11 2 . Após 
incubação durante uma hora em ambiente com tempe-
ratura controlada a 32 0C, o etileno produzido foi avalia-
do como no primeiro experimento. 

Uma película esbranquiçada e densa na superfície do 
frasco dava indicação da presença dominante de Azospi-
rillu,n brariiense e A. lipoferum. 

Entretanto, apareceram também outras bactérias que 
formaram uma película menos densa, localizada no meio 
do frasco, que também produziu C 2 11 4 . Esta bactéria foi 
recentemente identificada como nova espécie de Azospi-
rillum (Magalhães et ai. Prelo). Contudo, em ambos os 
casos, as diluições só foram consideradas positivas quando 
os valores de C 2 11 4  produzidos foram cinco vezes maiores 
do que os encontrados para o controle (frasco só com 
12% de C 2 11 2 ). As contagens do número de batérias 

• foram feitas pelo método N.M.P. e para isso usou-se a 
tabela de MacCrady. 

Experimento 5 - Períodos de amostragem 

Desenvolveu-se este experimento com a finalidade de 
determinar o período adequado do dia para amostragem, 
durante duas épocas do ano. Para isso, verificaram-se as 
taxas de atividade da nitrogenase em coletas durante dois 
períodos do dia, manhã (7:00 h) e tarde (13:00 h), em 
duas épocas do ano, verão e inverno, com cinco gramíneas 
forrageixas. Neste experimento usaram-se as mesmas espé-
cies do primeiro experimento. Foram usadas três repeti-
ções. 

A coleta, o preparo da aznostrae a medição da atividade 
da nitrogenase processaram-se como no primeiro experi-
mento, exceto no tocante à determinação da produção 
de etileno que foi feita com seis e oito horas de incuba-
çao. 

Experimento 6 - Tipos de amostras 

Este experimento teve como objetivo estudar a contri-
buição de diferentes partes da planta na atividade da ni-
trogenase do novo sistema com raízes extraídas. 

Foram colhidas as amostras dos seguintes tratamentos 
em duas fases: primeira fase (feita com todas as gramí-
neas) 

Gramíneas Raiz Raiz + rizoma Colmo Colmo + folha 
Jaraguá 	+ 	- 	- 	+ 
Pangola 	+ 	- 	- 	+ 
Transvala  
Napier 	- 	t 	+ 	- 
Cameron 	- 	+ 	+ 	- 

Segunda fase (feita só com 'Napier') 

Raiz 	Raiz + rizoma Colmo + rizoma Colzno + folha 

A segunda fase foi necessária devido ao confundimen-
to nos resultados obtidos na primeira fase, com o trata-
mento raiz + rizoma, no caso do napier que apresenta rizo-
mas mais proeminentes. 

Os sinais ( -) e ( + ) significaram a ausência e presença 
dos tratamentos, respectivamente. Foram usadas três e 
cinco repetições na primeira e segunda fase, respectiva-
mente. 

A coleta e a determinação de atividade da nitrogenase 
foram feitas como no primeiro experimento; o preparo da 
amostra foi efetuado de acordo com o esquema acima es-
pecificado. A produção de etileno foi determinada nos 
tempos de incubação, seis e oito horas. 

Experimento 7 - Sistema intacto x novo sistema de raízes 
extraídas 

A finalidade deste experimento foi comparar a ativida-
de da nitrogenase através do sistema intacto com aquela 
determinada com o uso do novo sistema de raízes extraí-
das. Para isso mediu-se inicialmente, pelo sistema intacto, 
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o C2 114  produzido e, imediatamente após, fez-se a medi. 
ção da produção de C 2 114  pelo novo sistema com raízes 
extraídas. Foram usadas sete repetições e as espécies des-
critas no primeiro experimento. 
Sistema intacto 

As cinco gramíneas usadas neste experimento estavam 
com um más de rebrota. Foram retiradas intactas do 
campo, por meio de cilindros de aço (diâmetro e altura, 
17 cm), e imediatamente colocadas em sacos de plástico 
(15 litros) fechados hermeticamente. Em seguida, através 
de "sub-senis" localizado na superfície, foi injetado 
C 2 11 2  (12%, v/v) mais C 3 H5  (5 mi/saco). A incubação 
foi feita em sala com temperatura controlada a 32 0C. 
Apts seis e oito horas de incubação, foram retiradas amos-
tras (0,5 ml) da mistura de gases do interior do saco, as 
quais foram injetadas num cromatógrafo de gás com dete-
tor de ionização de chama, como no primeiro experimento. 
A produção de C 2 114  foi corrigida para o volume certo, as-
sim como suas perdas, através do pico de C 3 118 , um gás de 
baixa solubilidade na água e de fácil detecção por ao-
matografia de gás. 

O etileno produzido foi calculado pela equação pre-
conizada por Boddey et ai. (1978). 

Novo sistema de raízes extraídas 
imediatamente após a determinação da atividade da 

nitrogenase no sistema intacto, o saco de plástico foi aber-
to e a planta retirada, mergulhando-se o sistema radicular 
em um balde com água deionizada, sendo o restante do 
procedimento como no primeiro experimento, exceto 
quanto aos tempos de incubação para determinação de 
C2 114 , que foram de seis e oito horas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Experimento 1 - Influência do tempo de incubaçâo na 
atividade da nitrogenase 

Os resultados deste experimento são apresenta-
dos na Fig. 1. O "lag" antes do início da atividade 
de nitrogenase situou-se entre quatro e seis horas, 
seguido por taxas aproximadamente lineares até 
10 horas de incubação. Portanto, os valores obti-
dos com os tempos maiores não devem ter sido 
reais. 

As causas do "lag" tém sido muito discutidas 
(Eskew & Ting 1971, Patriquin 1978, Berkum 
1980, Berkum & Bohlool 1980), Ddbereiner 
(1977b) propôs a inativação da nitrogenase pelo 
021 o distúrbio do metabolismo de N na raiz com 
possível acumulação de NO 2  ou NH4  e a perda 
de CO 2  como possíveis explicações. Neste experi-
mento, em que o "lag" foi reduzido quando com- 
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parado com o de 8 - 18 horas, que era o normal-
mente obtido (Rinaudo et ai. 1971, Dabereiner 
et ai. 1972, Abrantes et ai. 1975b, Baldani et ai. 
1978, Pereira et aL 1981), é possível que a presen-
ça da parte aérea no novo sistema de raízes 
extraídas esteja envolvida, na remoção de N da raiz 
ou como fonte de C para a raiz, apesar de as amos-
tras para este experimento terem sido coletadas 
num solo com baixo nível de N. 

Mais recentemente, Berkum & Sloger (1979) 
e De-Poili et aL (1982) encontraram taxas lineares 
de atividade da nitrogenase em raízes extraídas e 
não lavadas, após incubação por duas horas sob ar, 
sugerindo que o "lag" não foi devido & inativação 
da nitrogenase pelo 02  Isto, no entanto, parece 
estar em completo desacordo com os conheci-
mento básicos adquiridos em relação à sensibili-
dade do sistema enzimático da nitrogenase ao 0 
(Postgate 1974) e do já conhecido efeito do 02 

em culturas de bactérias fixadoras de N 2  (Dbberei-
ner 1977, 1977b, 1980, Olcon et ai. 1977a) e na 
fixação de N 2  em sistemas com raízes (Dóbereiner 
et ai. 1972, Abrantes etai. 1975b, Day & Dõberei-
ner E possível que o C 2 1-14  produzido no 
trabalho de Berkum & Sloger (1979) fosse de 
origem endógena, visto que estes autores trabalha-
ram com raízes extraídas não lavadas. A produção 
endógena de C 2  H4  por microrganismos do solo já 
foi demonstrada por Smith (1976). Porém os con-
troles usados por Berkum & Sioger (1979) 
foram contra esta hipótese já que a produção 'de 
novo' de etileno, bem como sua oxidação, foi 
negligenciável. 

Os trabalhos iniciais (Abrantes et ai. 1975b) 
que serviram para definir a metodologia para medir 
a atividade da nitrogenase de raízes extraídas pro-
puseram uma pré-incubação em P02  0,02 atm 
durante uma noite, por razões de conveniência. 
Esta pré-incubação muito longa em P°i  baixo 
foi criticada (Barber et ai. 1978, Okon et ai. 
1977b), sendo sugerido que, nestas situações, 
os valores altos encontrados de atividade da nitro-
genase podiam ter sido oriundos da multiplicação 
de bactérias. Por outro lado, Dabereiner (1977b) 
mostrou que a multiplicação de bactérias fixado-
ras de N 2 , que se faria às custas de ácidos orgâni-
cos produzidos sob anaerobiose, não aconteceu 
com o uso da metodologia estabelecido por 
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FIG. 1. Efeito do tempo de incubação na atividade da nitrogenase avaliada pelo novo sistema com raízes extraídas de 
gramíneas forrageiras tropicais jaraguá (X - X); pangola (0 - O); transvala • - •); napier (o - o); 
e cameron (• - •), As barras verticais colocadas no último tempo de incubação representam os desvios padrões 
das médias. Cada ponto representa média de quatro repetições. 

Abrantes et aL (1975b), pois a relação volume de 
raízes extraídas para volume total do recipiente 
não deu margens para criar ambiente anaeróbio. 
Além disso, o que tem sido observado em P02 
baixo foi um decréscimo de concentrações de áci-
dos orgkicos, durante períodos mais longos de 
incubação (Duthion 1976). 

Pelas dúvidas geradas em torno do maior tempo 
de incubação em P02  baixo, alguns autores 
(David & Fay 1977, Berkum & Sloger .1979, 
Berkum 1980) sugeriram que as atividades da 
nitrogenase, medidas no início da incubação, de-
viam representar mais a realidade. Assim, no 
presente experimento, foi estabelecida a incubação 
durante um mesmo tempo (seis e oito horas), 
necessário para obter taxas lineares de atividade 
da nitrogenase, a qual foi então adotada no novo 
sistema, de raízes extraídas. Do ponto de vista  

prático, este método tem ainda a vantagem de 
permitir fazer as determinações no mesmo dia da 
coleta. 
Experimento 2 Efeito da concentração de 02 na ativi- 
dade da nitrogenase 

Os resultados deste experimento são apresenta-
dos na Tabela 1. De maneira geral, a concentração 
a 3% (vlv) de 02  na fase gasosa proporcionou as 
maiores taxas de atividade da nitrogenase, em cin-
co dos oito genótipos de plantas estudadas. Os ca-
pins pangola, transvala e cameron mostraram que 
suas taxas máximas de atividade da nitrogenase 
foram menos dependentes das concentrações bai-
xas de 02, pois, nestas gramíneas, poucas diferen-
ças foram notadas entre 1 e 3% de 02  na fase ga-
sosa. Por outro lado, o napier, a outra cultivar de 
J?ennisetum purpureum, mostrou taxas máximas 
de atividade da nitrogenase só com 3% de 02. 
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TABELA 1. Efeito da concentração de 02 na atividade da nitrogenase associada a oito gramíneas forrageiras tropicais. 

Concentrações de 
02 (e') 

Gramíneas 
1 2 

n moles C2 1-1 4 .frasco 1 .h" 

3 4 

- 

5 

Jaraguá 4,3± 2,0 44,3±10,0 61,5±30.3 45,6±26,0 58,1 ±31,6 
Pangola 80,8 ± 56,2 70,9 ± 19,3 75,3 ± 38,2 40,9 ± 28,5 30,9 ± 9,6 
Transvala 74,8±15,8 87,7±44,5 88,6± 8,2 63,6±31,6 38,3±28,2 
Napier 116,5 ± 25,9 113,5 ± 	7,9 191,8 ± 18,1 56,3 ± 28,8 68,4 ±26,6 
Cameron 113,5 ± 10,9 170,7 ± 39,5 153,1 ± 14,0 86,9 ± 14,2 94,6 ± 35,1 
Gordura 12,0 ± 14,5 18,9 ± 3,9 58.5 ±30,1 44,3 ± 8,9 7,7 ± 5,8 
Braquiiria 8,2 ± 0,8 15,1 ± 	2,2 51,2 ±24,4 47,7 ± 21,9 29,2 ± 16,3 
Colonião 19,8 ± 3,9 56,3 ±36,7 89,9 ±57,9 61,9 ± 31,9 50,3 ± 16,9 

* Na fase gasosa 

"Taxas de produção de C2 Il4  calculadas entre seis e oito horas de incubação. Cada valor é média de três repetiç8es. O 
valor colocado à direita de cada média representa- o desvio-padrão 

Concentrações acima de 3% de 02  inibiram a 
atividade da nitrogenase de todas as cultivares. 	- 

- Em outros experimentos, as avaliações da ati-
vidade da nitrogenase em raízes extraídas têm sido 
feitas com 1 ou 2% de 02,  seguindo o esquema es-
tabelecido por Abrantes et ai. (1975b) para os 
capins pangola e transvala, ambos Dígitaria decum-
bens e Paspalum notatum cv. Batatais. O presente 
experimento confirmou os resultados de Abrantes 
et ai. (1975a) relativos à concentração ótima de 
02 para o pangola e transvala, pois foram também 
as duas das três gramíneas no atual experimento 
cuja atividade da nitrogenase mostrou tolerância 
às concentrações de 02  baixas (1 a 3%). No en-
tanto, muitos dos resultados de atividade da nitro-
genase com outros sistemas radiculares, nos quais 
foi usado 1% de 02,  podem ter subestimado as 
atividades reais. Assim, algumas gramíneas impor-
tantes para as pastagens tropicais, como o jaraguá 
e o gordura, têm apresentado taxas de atividade da 
nitrogenase muito baixas (Neves et al. 1976), 
com o uso de 1% de 02 No presente experimento, 
estas gramíneas mostraram que as taxas máximas 
de atividade da nitrogenase só foram obtidas com 
3% de 02• 

Os resultados deste experimento indicam que, 
para a rotina de avaliação da atividade da nitroge-
nase as gramíneas estudadas, deve-se usar 
oxigênio na concentração de 3% (v/v). 
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Experimento 3 - Influência do tempo de incubação do 
oxigênio e acetileno na atividade da nitrogenase 

• Os resultados deste experimento são apresenta-
dos na Fig. 2. 

A injeção de ambos, 3% de 02 (v/v) e 12% 
de C2 H 2  (v/v), no início da incubação, propor-
cionou uma atividade na primeira determinação, 
cinco horas após, e uma taxa maior de atividade da 
nitrogenase. Estes resultados confirmam o "lag" 
de 4 - 6 horas e reforçaram os resultados do expe-
rimento anterior. - 

A comparação dos tratamentos com 02 injeta-
do no início da incubação com aqueles em que o 

02 foi injetado cinco horas após, juntamente com 
o C2 H 2 , evidenciou a vantagem do primeiro trata-
mento, pois o segundo prolongou o "lag" de qua-
tro horas que coincidiu com o tempo necessário 
para a síntese da nitrogenase (Okon et ai. 1977b). 
o tratamento com acetileno injetado ho início da 
incubação e com o 02, cinco horas após, propor-
cionou a menor taxa de atividade da nitrogenase. 
Os resultados deste experimento demonstram, mais 
uma vez, os efeitos do 02  na amplitude do "lag", 
já discutidos no primeiro experimento. 

As taxas praticamente idênticas de atividade da 
nitrogenase obtidas com o tratamento de 02 
no início, mas com C2 H 2  variável, mostraram 
que, do ponto de vista prático, o uso de C 2 H2  e 

02 no início da incubação é satisfatório e pode ser 
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FIO. 2. Efeito do tempo de incubação com 02 e 
na atividade de nitrogenase no novo sistema com 
raízes extraídas de napier (Peanisetum purpu-
reum). Os tempos de incubação variavam de 
acordo com os seguintes tratamentos: 02  (no 
início) + C2  H 2  (cinco horas após) . (X - 
02 + C2 1-1 2  (no inicio) . ( 0 - 0); 02 + C 2 H 2  
(cinco horas após) . ( 0— 0); e C2 H 2  (no iní-
cio) + 02 (cinco horas após) (à - M. Cada 
ponto representa a média de três repetições. As 
barras verticais no Ôltimo tempo de incubação 
representam os desvios padrões das médias. 

tomado como rotina no novo sistema com raízes 
extraídas, pois constitui uma só operação. 

Experimento 4 Efeito de multiplicação de bactérias na 
atividade da nitrogenasa 

Os resultados deste experimento são vistos na 
Tabela 2, que mostra a variação do número de bac-
térias fixadoras de N 2 , dentro e fora de raiz, e das 
taxas de atividade da nitrogenase, com os tempos 
de pré-incubação de oito e quinze horas, compara- 
dos com o de quato horas, que não diferenciou d0 
número encontrado para O (zero) hora, que foi 
tomado como valor igual a 1. 

Os resultados mostraram que a variação do nú-
mero de bactérias fixadoras de N 2  na raiz não cor-
respondeu àquela observada para a atividade da 
nitrogenase, independentemente dos tempos de 
incubação e das gramíneas estudadas. Assim, os 
aumentos obtidos nas taxas de atividade da nitro- 
genase para o napier, cameron e transvala, com a 
dilatação do tempo de incubação, estiveram aquém 
dos obtidos no número de bactérias fiadoras de 
N 2 , contados a partir de raízes maceradas. O con- 

trino foi observado em relação ao jaragui e ao 
pangola. 

São muitos os argumentos convincentes deque 
a multiplicação de bactérias fixadoras de N 2  nas 
raízes não é responsável pela expressão de maior 
taxa de atividade da nitrogenase em raízes extraí-
das com o tempo de incubação longo em P02 
baixo (Ddbereiner 1977b). As taxas lineares da 
atividade de nitrogenase obtidas durante a incu-
bação não se assemelham às curvas de crescimento 
de bactérias (Ddbereiner et al. 1972, Abrantes 
et ai. 1975b, Berkum 1980). Observou-se que raí-
zes extraídas de plantas de milho durante o cres-
cimento vegetativo não mostraram atividade de 
nitrogenase, mesmo após dois dias de pré-incuba-
ção sob P°a  baixo, porém o número de Azospi-
rillurn em raízes não esterilizadas foi tão alto 
quanto o verificado durante o estadio reprodutivo, 
época em que as atividades da nitrogenase foram 
as mais altas, no decurso de todo o ciclo da planta 
(Baldani et ai. 1978, Scott et aI. 1978). Talvez 
esteja envolvida na expressão da atividade da ni-
trogenase, entre outros fatores, a localização das 
bactérias na raiz, pois Baldani et ai. (1982) en-
contraram que o número de Azospirillum dentro 
da raiz de trigo correlacionou com o N total, en-
quanto o mesmo fato não foi encontrado para o 
número de Azospiriflum total na raiz. Com  base 
nestes resultados e em outros (Ddbereiner 1977b), 
pode-se concluir qüe os mais altos números de 
bactérias fixadoras de N 2 , externas e internas nas 
raízes, não refletem necessariamente as mais altas 
taxas de fixação de N 2 . 

Experimento 5 - Influência do período de amostragem 
na atividade da nitrogenaso 

Os resultados da Tabela 3 mostram que o jara-
gui, pangola e transvala apresentaram maior ativi-
dade da nitrogenase no verão que no inverno, e 
que, independentemente da época d0 ano (inverno 
ou verão), as taxas de atividade da nitrogenase 
pouco diferiram entre as amostragens feitas duran-
te o dia (manhã e tarde), exceto no caso do trans-
vala e do cameron no verão, e do cameron no in-
verno, que apresentaram atividade da nitrogenase 
maiores nas amostragens feitas na parte da manhã. 

Os dois capins napier e cameron (Pennisetuin 
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TABELA 2. Efeito do tempo de incubação na variação do número de bactérias fixadoras de N 2  e na atividade da N 2-ase 
em raízes extraídas de gramíneas forrageiras tropicais. 

Gramíneas 
Tempo de 

N9 bactérias.g raiz n moles 	
o. 

 
incubaçao 	(h) 

Jaraguaá 4 6,25 x io 	( l,OX) 5,1 ( 	 1,OX) 
8 2,80 x io 	( 0,5x) 39,5( 7,7X) 

15 2,80 x 1 	
5 
 ( 0,5X) 39,5 ( 7,7X) 

Pangola 4 0,35 x 104  ( 1,ox) 1,4 ( 	 1,0X) 
8 0,58 x 1 a4  ( Lix) 3,4( 2,4X) 

15 0,88 x io 	( 2,5X) 36,7 (26,2X) 

Transvala 4 2,50 x 104
( l,OX) 3,0( 	1,0X) 

8 2,25 x lO 	( 9,0X) 12,4( 4,1X) 
15 3,50x io 	(14,0X) 60,7 (20,2X) 

Napier 4 2,40x io 	( 1,OX) 7,1 ( 	 1,OX) 
8 4,75 x 110 5  (19,8x) 14,01 	1,9)0 

15 1,01 x 106  (42,1)0 46,2( 6,5X) 

Cameron 4 1,95 x io 	( l,OX) 6.21 1,0)0 
8 5,50 x io 	(28,2X) 7,6( 	1,2)0 

15 1,45 x 106  (74,4X) 12,4 ( 2,0)0 

* 	As raízes das plantas para cada tempo de incubação foram as mesmas usadas na determinação da produção da 
C2 1-1 4  e, posteriormente, na contagem do número de bactérias. 

Contagens das bactérias foram feitas pelo método MPN, em vidros contendo meio NFb semi-sólido com malato 

(5 gil) mais sacarose (0,8 g/l) e sem N. As diluições só foram consideradas positivas quando os valores de C 2 H4  
produzido foram mais que cinco vezes aqueles encontrados para o controle. Cada valor apresentado é média de 

três repetições. O número colocado entre parênteses à direita de cada média representa o aumento em relação ao 
tempo quatro horas. - 

Atividade da nitrogenase no novo sistema com raízes extra(das como Fig. 1. As taxas de produção de C 2 H4  nos 
tempos de incubação quatro, oito e quinze horas correspondem às calculadas para os intervalos de O . 4, 4 . 8 e 
8 . 15 horas, respectivamente. Valores apresentados são médias de três repetições. O número entre parênteses à 
direita de cada média representa o aumento da taxa de produção de C 2 H4  em relação ao tempo de incubação 
quatro horas, tomado como 1. 

TABELA 3. Efeito do período do dia, em duas épocas do ano, na atividade da N 2 'ase no novo sistema com raízes 
extraídas. 

n moles C 2 H4 .frasco t , h"  

Gram(neas Verão (10jan/81) Inverno (15ago/80) 

Manhã(7:OOh) Tarde(13;OOh) Manhã(7:OOh) Tarde(13O0h) 

Jaraguá 157,9± 6,2 160,1 ±8,3 31,0 ± 10,6 22,4 ± 3,5 
Pangola 77,2 ± 5,4 60,7 ±7,1 13,3 ± 	2,6 18,1 ± 	3,8 
Transvala 95,7 ± 9,7 47,3 ± 6,3 12,9 ± 	1,8 18,9 ± 7,4 
Napier 58.6 ± 8,2 35,7 ± 5,6 62,8 ± 39,7 58,1 ± 22,7 
Cameron 107,2 ± 10,3 48,8 ±5,1 108,0 ±36,2 43,0 ± 6,9 

• Taxas de produção de C 2 H4  entre seis e oito horas de incubação. Os dados apresentados são médias de três repetições 
O valor colocado * direita de cada média representa o seu desvio-padrão. 

Pesq.agropec. bras., Brasília, 19(5):553-565,inaio 1984. 



METODOLOGIA PARA MEDIÇÃO 	 Wil 

purpureutn) apresentaram a mesma atividade no 
verão ou inverno. 

Apesar de não ter sido o objetivo deste experi-
mento comparar o comportamento d05 genótipos 
das plantas nas diferentes épocas do ano, pois 
constituiu uma das finalidades de outro experi-
mento (Souto & Dbbereiner Prelo), os resultados 
com cameron, capim selecionado como uma das 
melhores forrageiras para nossa região (Souto 
1978), foram de real importância prática, pois 
mostraram uma fixação de N a , no período crítico 
de produtividade da pastagem, similar à obtida no 
período das águas, período em que, normalmente, 
as raízes de outras cultivares de Pennisetum pur-
pureum têm mostrado maior fixação de N 2  
(Ddbereiner & Day 1975, Neves etal. 1976). 

Os resultados comparativos das taxas de ativida-
de da nitrogenase entre as amostragens feitas pela 
manhã e à tarde, no caso de cameron e transvala 
no verão, e cameron no inverno, sugerem a possibi-
lidade de subestimar os resultados da atividade da 
nitrogenase com raízes extraídas, se cuidados não 
forem tomados antes para determinar o melhor 
período de amostragem durante o dia. Contudo, 
a consistência e as maiores taxas de atividade da 
nitrogenase obtidas nas amostragens feitas, na par' 
te da manhã, em raízes extraídas das cinco gramí-
neas forrageiras, sugeriram também que as amos-
tragens fossem feitas durante a parte da manhã. 

Experimento 6 Efeito do tipo de amostras na atividade 
de nitrogenase 

Os resultados deste experimento são mostrados 
nas Tabelas 4 e S. Os da Tabela 4 evidenciam a im-
portáncia das raízes como sítios de fixação de  

fixação de N 2  quando comparados com outras par-
tes de planta, como já foi demonstrado com 
com pangola, tranvala e Paspalum cv. Batatais 
(De-Polli et ai. 1977). Além disso, Boyle & Patri-
quin (s.n.t.) verificaram que, nas raízes de Sparti-
na alterniflora, existe um grande pool de C, o qual 
tampona flutuações no suprimento de fotossinta-
tos, similar ao observado em algumas leguminosas 
(Eckart & Raguse 1980). 

Foi necessário separar os resultados d0 cam-
pim-napier, que apresenta sistema radicular com 
rizomas mais proeminentes (Tabela 5). Foi mar-
cante, novamente, a contribuição da raiz na taxa 
de atividade da nitrogenase em napier, e se poderia 
esperar que o papel do colmo neste novo sistema 
de raízes extraídas, seja de remoção de N ou fonte 
de C, como foi discutido no experimento inicial, 
pois a contribuição do colmo como sítio de fixa-
ção de N 2  foi nulo. Por outro lado, Nascimento 
et ai, (1980) mostraram valores mais altos de 
carboidratos solúveis em etanol na base do colmo 
do que nas raízes. 

Experimento 7 . Correlação entre atividade da nitro9enase 
determinada no sistema intacto e no novo sistema de raí-
zes extraidas 

Os resultados deste experimento são apresenta-
dos na Tabela 6 e Fig. 3. 

As correlações altamente significativas (Fig. 3) 
entre os dois sistemas de avaliação confirmam a 
validez de metodologia. 

A interação significativa gramínea x sistema 
(Tabela 6) mostra que as taxas de atividade da ni-
trogenase no novo sistema de raízes extraídas sub-
estimaram em torno de 80% aquelas encontradas 
com o sistema intacto, para todas as gramíneas, 

TABELA 4. Efeito de diferentes partes da planta na atividade da N 2 -ase. 

Gramíneas 	Raízes 	 n moles C 2 H4 .frasc&'. h' * 	 Colmo +folhas - Raízes + rizomas 	Colmo 

Jaraguá 	 36.1 ± 13,9 	 . 	 - 	 6,5 ±2,2 
Pangola 	 18,1 ± 11,6 	 O 
Transvala 	 21,9 ± 2,8 	 - 	 . 	 O 
Napier 	 - 	 81,7 ±13,8 	 O 
Cameron 	 111,8±29,2 	 O 	 - 

* Taxas de produção de C2 H 4  calculados entre seis e oito horas de incubação. Os dados apresentados são média de três 
repetições. O valor colocado â direita de cada média representa o seu desvio-padrão. 
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exceto para o jaraguá no qual foram praticamente 

as mesmas. Com  o sistema Paspalum-Azotobacter 

encontrou-se uma subestimativa de 40% (Ddberei- 

ner et ai. 1972, Ddbereiner & Day 1975). Abrante 

et ai. (1975b) acharam em raízes pré-incubadas de 

Digitaria uma subestimativa média de 80% com 

TABELAS. Efeito das diferentes partes da planta do 
napier na atividade da N2 -ase. 

Partes da planta 	 n moles C 2 H4 .frasco t . h' 

Raiz + rizoma 	 39,6 ± 14,4 
Como + rizoma 	 9,6 ± 1,6 
Rizoma 	 3,9 ± 0,4 
Raiz 	 42,1 ± 16,0 

* Taxas de produção de C 2 1-1 4  calculadas entre seis e Oito 
horas de incubação. Os dados apresentados são médias 
de cinco repetições. O valor colocado à direita de cada 
média representa o seu desvio-padrão. 

valores de atividade da nitrogenase de, no máximo, 

50% do sistema intacto. Assim, a baixa atividade 

de nitrogenase encontrada com raízes extraídas 

parece representar apenas a atividade residual, 

mas que pode dar uma razoável indicação do nú-

mero e tamanho dos sítios ativos bem como de 

quantidade de C disponível como substrato, já 

que os dados foram correlacionados com as ativi-

dades de sistemas intactos. 

Resultados em que houve uma superestirnativa 

da taxa de atividade da nitrogenase do sistema in-

tacto através de raízes extraídas só foram encon-

trados para o sorgo e milho (Tjepkema & Berkum 

1977), o que fica sem explicação convincente até 

o momento (Ddbereiner 1977b). No caso d0 jara-

guá, no presente experimento, em que não se 

observaram diferenças entre as atividades da nitro-

genase feitas pelos dois sistemas, raízes extraídas 

e sistema intacto, é possível que as bactérias fixa-

doras de N2  estejam localizadas mais internamen- 

TABELA 6. Atividade da nitrogenase de gramíneas forrageiras em sistema intacto e novo sistema de raízes extraídas 

Gramíneas n moles C2 1-1 4 .cilindro 1 , h 
a. Sistema intacto 

n moles C2 1-1 4 .frasco 1 . h1 
b. Raízes extraídas a/b 

Jaraguá 176 168 1.06 
Pangola 291 59 4.93 
Transvala 421 113 3.73 
Napier 307 38 8.08 
Cameron 249 64 3.89 

Fontes de variação E" 
Gramíneas (G) 055ns 

Sistema (S) 15,64" 
GxS 2,93* 

cv 1%) 32,8 

* Atividade de N2 -ase no sistema intacto: As cinco gramíneas forrageiras na rebrota com um mês de idade foram 
retiradas intactas com solo, em cilindros de aço (Øc 17cm, h- 17cm), e imediatamente colocadas em sacos de 
plástico tipo saran, fechados hermeticamente; através de "sub-seals" localizados na superfície, foi injetado C21-12 

(12% v/v) mais C 3 1-1 3  (5 mi/saco); em seguida, colocadas para incubar em sala com temperatura controlada de 
320C. Após seis e oito horas de incubação, foram retiradas amostras (0,5 cc) de mistura de gases no interior e inje-
tadas em cromatógrafo de gás com detetor de ionização de chama donde se obteve a produção de C21 -14 produzido 
e corrigido para perdas, através do pico de C 3 1-1 8 . 

Atividade do novo sistema com raízes extraidas: A planta com solo no cilindro foi retirado do saco de plástico, 
separado do solo e colocado num recipiente com água deionizada. O restante do procedimento foi como no exp. 1. 
Taxas de produção de C 2 1-1 4  calcuiadas entre seis e oito horas de Incubação. Os valores apresentados são médias de 
sete repetições. 

" O desdobramento da interação tS x 8 mostrou pelo teste F, ao nível p < 0,05,que somente o jaraguá teve a ativida-
de de N 2-ase igual nos dois sistemas testados. 
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FIG. 3. Regressão e correlação da atividade da nitrogena-

se medida pelo novo sistema de raízes extraídas 

sobre aquela obtida com o sistema intacto, em 
cinco gramíneas forrageiras: jaraguá CX - Xl; 
pangola (O - 0); transvala (• - 0); napier 
(o - O); e cameron (• - •). As equações de 
regressão dos sistemas, raízes extra (das e intacto, 

e os coeficientes de correlações foram os seguin-
tes: jaraguá (y - 37,01 + 0.75 x; r - 0,93 ); 
pangola (y- -49,91 + 0,38 x; r- 0,85); trans-
vala (y - -25,14 + 0,30 x; r 0,87); napier 
(y - 10,37 + 0,090 x; r • 0,96 fl; e cameron 
(y -0,97 + 0,26 x; r-0,97 ). Pontos represen-
tam média de quatro repetições. As diferenças 

entre coeficientes de regressão "li" pelo teste t, 

ao nível de p < 0,05, mostraram que o jaraguá 

foi maior que as demais gramíneas, que não se 

diferenciaram entre si, mas tiveram seus b ~ 0, 

te nas raízes deste capim que nas demais gramí-
neas. Assim, por ocasião do preparo das amostras 
das raízes, a inativação de nitrogenase em bacté-

rias localizadas em sítios melhor protegidos pode 
ter sofrido menor efeito do 02  que em outras 

gramíneas com as bactérias localizadas mais perto 
da superfície. - 

A Fig 3 mostra correlaçôes altamente signifi- 
cativas entre os dois sistemas de avaliação, inde- 
pendentemente das cinco gramíneas estudadas, e 
com valores "b" diferentes para o jaraguá. Os va- 
lores "b" de todas as gramíneas foram diferentes 
de zero. Estes resultados são importantes apesar 
de atividade da nitrogenase avaliada pelo sistema 
de raízes extraídas subestimar, na maior parte 

das vezes, aquela encontrada para o sistema in-
tacto. Correlações estatisticamente significativas 
foram encontradas entre estes dois métodos tam-
bém em outras espécies (Dóbereiner 1977b, Nery 
et aI. 1977, Witty 1977, Boddey et aI. 1978, 
Patriquin & Denike 1978) 

Conclui-se, com os resultados da Tabela 6 e 
Fig. 3, que no caso das cultivares estudadas de Digi-
tarja e Pennisetum, a vantagem do novo sistema 
de raízes extraídas só se fez sentir através de redu-
ção do "lag", como demonstrado no experimento 
inicial, ao passo que, no caso dojaraguá, acrescen-
ta-se a vantagem de estimar melhor os valores ava-
liados pelo sistema intacto. Baseado na série de 
experimentos preliminares, o novo método de raí-
zes extraídas, que consiste de incubação de siste-
mas radiculares com 10 cm de parte aérea, em fras-
cos de 3 litros, nos quais 3% 02  e 12% C 2 H2  são 
injetados no início da incubação e taxas de redu-
ção de C 2 H2  são medidas com seis e oito horas de 
incubação, pode ser recomendado para uso de roti-
na. 

CONCLUSÕES 

1. Correlações positivas altamente significativas 
entre o sistema proposto, com raízes extraídas, 
e o tradicional sistema intacto solo-planta, de ava-
liação da fixação de N 2  em gramíneas pela redução 
do acetileno, confirmam a validez da metodologia 
proposta. 

2. O sistema proposto subestima em cerca de 

80% os valores da atividade da nitrogenase nas 
gramíneas estudadas, em relação aos valores deter-
minados pelo sistema tradicional, exceto quanto 
ao capim-jaraguá, no qual esssa atividade apresenta 
valores equivalentes nos dois sistemas, 

3. Pelo sistema proposto, de raízes extraidas, as 

amostras das raízes, incluindo ± 10 cm da parte 
aérea da planta, deverão ser incubadas com 
(v/v) mais 12% de C2 H4 , utilizando-se as taxas de 

redução de C 2 H 2  entre seis e oito horas de incu-

bação. 
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