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Siwopse.- Fizacio de nitrogénio na rizosfera de Paspalum notatum, cultivar Batatais, e de
cana-de-acticar, colhidos no campo, foi estudada pelo método de reducfio de acetilens que
avalia a atividade da nitrogenase, enzima responsivel pela fixacio biolégica de Na.. Na asso-
clagio P. notatum-Azotobacter paspali, valores equivalentes a uma fixagio de 15 a 93 kg
de N/ha/ano foram obtidos e quase toda a atividade se concentrou na superficie das
rafzes, nio sendo fixadas quantidades de N consideriveis no solo. Na cana-de-agicar asso-
ciada com Beijerinckia houve, além de fixacio na superficie das raizes, ainda fixagio de N.
no solo, somande a atividade do conjunto planta — solo até 50 kg de N/ha/ano.

A atividade da nitrogenase de ambos os sistemas foi muito sensivel 3 pressio parcial
de oxigénio, sendo 0,04 atm de O; o valor Otimo para raizes retiradas do sclo, No sistema
intato planta — solo, & pO: da atmosfera acima da solo ndo teve interferéncia, parecendo esta-
helecer a planta, em torno das rafzes, uma pressio parcial de oxigénio adequada & atividade
da mnitrogenase. : : g

No P. notatum a fixa¢do de nitrogénio foi estreitamente ligada a fotossintese da planta.
Num ciclo diurno de 18 horas a atividade da nitrogenase continuou linearmente também
durante a noite, mas quando o periodo escuro foi prolongado, a atividade diminuiu grada-
tivamente, Ao retornar as plantas & luz, dentro de horas houve um aumento da atividade,
sendo as taxas iniclais atingidas apés 15 horas de luz,

notatum E DA

INTRODUCAG

O efeito da cana-de-agiicar e de algumas outras gra-
mineas tropicais no desenvolvimento de Beijerinckia spp
tem sido relatado hd4 muitos anocs (Daibereiner 1959,
1961, Ruschel & DBritto 1966, Ruschel & Dobereiner
1965). Foi ainda encontrada uma associagio especifica
entre Paspalum notatum, cultivar Batatais, e Azotobacter
paspali (Déobereiner 1966, 1970) e recentemente foram
focalizadas diferengas entre as condigles tropicais e as
de clima temperado no que se refere & ocorréncia de
bactérias fixadoras de nitrogénio na rizosfera (Dibe-
reiner 1968, Dibereiner & Campélo 1971). O mecanismo
fotossintético diferente (Hatch & Slack 1970) das gra-
mineas tropicais. que permite uso mais eficiente das in-
tensidades maiores de luz com temperaturas elevadas,
foi sugerido como uma das causas destas diferengas {Do-
bereiner et al. 1971).

O método da redugio de acetileno, baseado na obser-
vacio de que a nitrogenase, além de catalisar a redugio
de N: em NIL, ainda catalisa uma série de outras reagoes
entre elas a redugio de CaHa em Cufl. (Dilworth 1966),
abrin caminho para avaliar a fixacdo de nitrogénio em
sistemas naturais in situ com precisio 1.000 vezes maior
que a dos métodos até entio conhecidos. Este método,
relativamente simples e muito rdpido, mede, através de
cromatografia de gas, a quantidade de etileno produzido,
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que corresponde & atividade da nitrogenase no momento

a tomada da amostra,

Os primeiros resultados relatando fixagdo de nitro-
génio na rizosfera do arroz com o métodoe de redugio
de acetileno foram apresentados por Rinaudo (1970),
Rinaudo et al. (1971) e Yoshida e Ancajas (1971). O
presente trabalho visou obter dados sobre fixacfio de
nitrogénio na rizosfera de Paspalum notatum e cana-
-de-agiicar, com o mesmo métode.

MATERIAL E METCDOS

Paspalum notatatum, cultivar Batatais, foi obtido dos
gramados da 4rea do Instituto de Pesquisa Agropecud-
ria do Centro-Sul {IPEACS), no Km 47, e transportado
de avido para Rothamsted Experimental Station na In-
glaterra. Foram retirados com latas de 1 litro, blocos
intatos do sistema planta — solo; essas latas foram colo-
cadas durante uma a trés semanas em casa de vegetagéo,
apébs o transporte. Estes blocos foram usados ora inteiros,
colocados em dessecadores nos quais a atmosfera foi
substituida trés vezes pela mistura de gis desejada, ora
desintegrados debaixo de atmosfera de nitrogéuio, e
solo ou pedagos de rizemas com raizes foram colocados
em frascos de McCarty de 30 ml. O nitrogénio nos fras-
cos foi substituido por misturas de argbnio oxigénio mna
pO: desefada. Tanto nos frascos como nos dessecadores,
foram acrescentados 6 ou 10% de acetileno apés reti-
rada de qualidades correspondentes da mistura de gases,
incubando-se a 20°C.

O etileno produzido pela atividade da mitrogenase foi
avaliado em ameostras consecutivas de I ml num Perkin
Elmer (F11), cromatégrafo de gis com uma coluna
Poropak N de 2 m X 5 mm, numa temperatura de 90°C,
nitrogénio como gas carregador (25 ml/min.) e ioni-
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iacéo de chama de hidrogénio, Misturas conhecidas de .

etileno em argénio foram wusadas para calibrar, sendo
que todos os valores foram corrigidos subtraindo-se a
contaminagio de etileno no acetileno usado. Acetileno
também foi determinado em todas as amostras para
servir de testemunha para erros de amostragem ou
injegéo.

Raizes e solo de cana-de-aglicar foram retirados do
campo também da érea do IPEACS e enviados de avido,
em sacos de polietileno, para Rothamsted, onde foram
analisados dentro de 24 a 48 horas apds a colheita, da
mesma maneira como as amostras de P. notgtum.

ResuvLrapos E Discussio

Paspalum notatum

O Quadro 1 d4 um exemplo da distribuicio da atividade
da nitrogenase nas diversas partes do sistema solo —
planta de P. notatum. Verifica-se que rizomas com rafzes
apresentaram a maior atividade, enquanto raizes cor-
tadas ou rizomas foram menos atives, os primeiros devido
provavelmente ao esgotamento ripido de reservas e os
ultimos, devido 4 menor superficie/peso. Sole do rizo-
plan apresentou uma atividade 100 vezes menor e solo
da_rizosfera menor ainda, E interessante observar que
a lavagem das raizes em Agua nio removeu os orga-
nismos fixadores de N, indicando isto que estes micror-
ganismos se encontram diretamente concentrados na su-
perficie das raizes e rizomas.

Quapro 1, ' Atividede da nitrogenase nos componentes
de rizosfera de P. notatum sob pQ: de 0,04 atm
(médias de & repetigdes)

Materiais examinados n-Moles Collyjhjg

Raizes com solo de rizoplan 6,44
Rizomas eom solo de rizoplan 2,44
Rizomas com rajzes eom solo de rizoplan 8,63
Rizomas com rajzes lavadas 7,60
Solp de rizoplan 0,18
Solo de rizosfera 0,072

Resultados preliminares indicaram que a pressio par-
cial de oxigénio interfere severamente na atividade da
nitrogenase na rizosfera. Na Fig. 1 sfo apresentados os
resultados ‘de um experimento visando estabelecer os
valores ideais de pQ.. Verifica-se uma atividade méxima
com pQOs = 0,04 atm, o que vem de encontro aocs achados
recentes de Drozd e Postgate (1970a) que obtiveram
taxas mdximas de redugiio de acetileno com pO. = 0,08
atm com culturas continuas sob pOs = 0,09 atm de
Azotobacter chroococcum. As curvas obtidas por estes
autores foram, semelhantes ds apresentadas na Fig. 1, o
que leva a crer que a pressio parcial de 0. na rizosfera
seja muito mais baixa que a do ar. A sensibilidade de
Azotobacter contra pressdes de 0. do ar explica-se pela
inibigio . da nitrogenase, enzima extremamente sen-
sivel ao oxigénio € que em meio de cultura onde as
células sio supridas com abundante aglicar é prote-
gida pela respiragio mais intensa destes microrganis-
mos {Drozd & Postgate 1970a,b). Os resultados da
Fig. 1, entretanto, mostram que na rizosfera onde as fon-
tes de carbono sio limitadas o oxigénio do ar inibe a
atividade da nitrogenase, :
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n moles CH,/g /h rizomas com ralzes

1 )
.08 o2 0.16 0.20

Nao fose gasosa

Fic. 1. Efeito da pressio parcial de oxigénio na atividade da
nitrogenase na tizosfere de raizes retirades do solo._Blocoq de
sole com P. notatom desmanchaedos debaixo de nitrogénio e
rizomas com raizes distribuidos em frascos de McCarty contendo
30 ml de uma mistura argdnio/oxigénio (pOs» = 0,0, 0,01, 0,02,
0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 6,08 ou 0,20) comn 6% de_acetileno.
Valores representam médins de 4 a 7 repeticdes.

No experimento apresentado na Fig. 2 vé-se confir-
mado o efeito pronunciado do oxigénio sobre raizes
extraidas do solo. Quando foi substituida a atmosfera
de pO: = 0,04 por uma de 0,20 atm, a ,fixagao de
nitrogénio parou imediatamente e quando apds 24 horas
a atmosfera foi novamente substituida por uma com
pO: = 0,04, apds uma fase latente, houve rejnicio da
fixacio mas que nio atingiu as taxas iniciais.
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Fre. 2, Efeito da troca da pressio parcial de oxigénio na

atividade da nitrogenase na rizosfera de rafzes retiradas do solo.
Raizes obtidas como na Fig, 1 mas incubagdo com acetileno (6%)
primeiro 24 h sob pressio pO: = 0,04, depois de 24 h sob
p0, = 0,20 e depois, novamente 24 h sob pO: = 0,04
6 horas de pré-incubagdo sem acelileno sob pOr = . 0,04
(A———A) sob pO: = 0,20 (0——0} ou asem oxigénio
{[J———[)+ Valeres represeniam médias de 4 repetigies.

Comprovada a importincia da pressio parcial de oxi-
génio na fixacdo de nitrogénic na rizesfera, impds-se a
questdo de como se aplicariam estes resultados no sis-
tema planta — solo intato, no campo, onde a atmosfera
contém 21% de oxigénio. Na Fig. 3 pode-se observar o
efeito da troca da pressio parcial de oxigénio na ati-
vidade da nitrogenase em 5 blocos de solo com Paspalum
notatum retirados do campo sem perturbar o sistema.
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Os diversos blocos, como eram retirados de 4reas dife-
rentes, apresentavam atividades diferentes, mas quando
ap6s 24 horas a atmosfera foi trocada de pOs = 0,20
para 0,04 atm ou vice-versa, praticamente nio se nota
efeito, continuando todos os blocos na atividade anterior.
Isto indica que na rizosfera a pressio parcial de oxigé-
nio estd sen(éo mantida perto cﬁ’)s valores 6timos para a
atividade da nitrogenase independentemente da atmos-
fera acima do solo, Estudos recentes {Greenwood 1970)
com aparelhagem desenvolvida especificamente para
medir a pressdo parcial do oxigénio na rizosfera, reve-
laram que a pOs; em volta de raizes de mostarda com
as folhas no ar, decrescen gradativamente com o tempo
até que atingiu 0,06 atm onde nivelou. Estes autores
atribuiram este nivelamento ao fato de que a difusdo
de oxignio através do tecido dependia tanto do oxi-
génio em volta das raizes como do em volta das folhas;
que quanto maior a diferenga entre a pressio parcial
em volta das folhas e a em volta das raizes, mais rapi-
damente o oxigénio é transportado das folhas s rafzes,
¢ menos as Taizes o obtém do solo.

Troca da fase gasosa

p0,0.04,

p moles CHe / bloco
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Fic. 3. Efeito da troca da pressdo parcial de oxigénio na
atividade da nitrogenase do sistema planta — solo intate, Cada
linke represente um bloce de solo com Paspalum
colhido no campo.

Estas observagfes - modificam consideravelmente os
conceitos cldssicos sobre a fixagio de nitrogénio mna
rizosfera, uma vez que a eficiéncia no uso de fontes de
carbono para a fixagio de N: aumenta consideravelmente
com pO: de 0,04 atm (Parker & Scutt 1960) devido a
ser desnecessiria a respiragio intensa para a protecgio
da nitrogenase {Drozd & Postgate 1970E). Explicam-se,
portanto, os valores bastante altos de atividade de ni-
trogenase obtidos.

Se se tentar extrapolar dos blocos de solo com P. no-
tetum para nitrogénio fixado por ha, valores entre 15 e
93 kg N/ha/ano sio. obtidos baseando-se na relagio
molar Colla ~ GoH, : Na: — 2NIH; = 3:1.

Ainda com P. notatum estudou-se a dependéncia da
atividade da nitrogenase de material energético prove-
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niente da fotossintese da planta, A Fig. 4 mosira que
num ciclo diurno de 168 horas de luz e 8 horas de noite
houve atividade constante em taxa linear. Se o periodo
escuro, entretanto, foi prolongado, a atividade baixou
gradativamente chegando & paralizacio completa num
dos blocos. Ao retornarem as plantas 4 luz inicicu-se
rapidamente a atividade da nitrogenase atingindo as
taxas inicfais apds 15 horas.
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Fic. 4. Efeito do ciclo diurno ¢ do escurecimento prolongado

na atividade da nitrogenase do sistema intato planta — solo. As

duas linhas representam. dois blocos de solo com P. notatum colhi-

dos no campo. Sombra represenia perfodos escuros. A lemperafura

foi uniforme (200C) durante todo o experimenio {(cdmare de

crescimento), Um dos blocos no intervale 50 a 90 dias foi

mantido sem acetileno e a linha interrompida (——————) foi
tragade por interpolagdo.

Os efeitos da intensidade da luz no nimero de A.
paspali na rizosfera de P. notatum {Déobereiner & Cam-
pélo 1971) e sobre a atividade da nitrogenase na rizos-
fera de arroz (Rinaudo 1970) ja foram demonstrados.
Indicam eles a dependéncia direta da fixa¢io de nitro-
génio na rizosfera de material energético proveniente
da fotossintese da planta.

Esta dependéncia de material energético fol ainda
demonstrada num ensaio onde solo da rizosfera de P.
notatum que continha A. paspali mas ndo apresentou
atividade de nitrogenase foi acrescentado de 1,33% de
sacarose (Fig. 5). Apds um periodo latente iniciou-se

-vigorosa atividade de nitrogenase sem ter havido mul-

tiplicacio de A. paspali. Tendo sido o nitrogénio da
atmosfera substitnido por argdnio contendo 10% de ace-
tileno, a2 adigio de um material energético induziu ati-
vidade da nitrogenase que, entretanto, devido i ausén-
cla de nitrogénio, ndo foi acompanhada de sintese de
proteinas {mpossibilitando assim a multiplicagio das
células,

A atividade da nitrogenase no solo acrescentado de
sacarose, ao contririo da atividade sobre raizes, nfo foi
praticamente afetada pela pressio parcial de 0. (Fig. 5).
Verifica-se uma fase latente um pouco mais longa com
pO: de 0,20 atm mas as taxas finais foram idénticas.
B isto explicivel pela teoria de Drozd e Postgate
{1970b), pois com material energético disponivel em
abundincia as células de Azotobacter presentes no solo
em forma inativa, nfo somente ativariam a npitrogenase
mas ainda induziriam ¢ mecanismo de protegio da ni-
trogenase através de respiragdo mais intensa. Dal se
explicaria ainda a fase latente mais longa sob atmosfera
com pQO: de 0,20 atm. )
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O microrganismo responsavel pela fixagio de Ni ma
rizosfera de P. notatum muito provavelmente & Azoto-
bacter paspali, que foi encontrado sempre em abun-
dincia naquela rizosfera.
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Fie, 5. Efeito da pressdo parcial de oxigénio (misturas de
argénic e oxigénio com 10% de acetileno) ¢ da sacerose (1,33%)
na atividade do solo contendo A, paspali em estado inativo.
O nimero de A, paspali foi 1.600 microcolénias/g antes e
1.600 e 2.110 apds a inoculagdo, para pQ: = 0,04 e 0,20 atm,
respectivamente. Valores representam médias de 4 répetigies.

Cana-de-agticer

Sendo demonstrada a possibilidade de uma fixagfio de
nitrogénio de importincia econfmica na rizosfera de
P. notatum, abre-se o caminho para outras gramineas
tropicais de maior importincia aprondmica. Resultados
preliminares com a cana-de-aglicar sfo apresentados no

Quadro 2. Raizes retiradas do sole demonstram sensi- -

bilidade ao oxigénic semelhante 3 de P. notatum. A
lavagem das raizes também nio removeu a atividade
da nitrogenase na rizosfera. H4, entretanto, uma ativi-
dade maior no solo da rizosfera da cana do que na do
P. notatum, que ainda foi menos afetada pela pressio
parcial do oxigénio, . ‘

Estudos mais detalhados in situ sio necessirios para
poder_avaliar as quantidades de N fixadas numa cul-
tura de cana-de-agucar, que parecem, entretante, con-
siderdveis. As raizes retiradas do solo e expostas ao ar
durante o pericdo de transporte foram menos ativas que
as de P. notatum, o que provavelmente representa uma
estimativa falsa, Mesmo assim, somando-se a atividade
no solo da rizosfera & das rafzes (admitindo-se 1/3 do
solo de um canavial como rizosfera), chega-se a va-
lores corespondentes a uma fixagio em torno de 50 kg de
N/ha/ano.

Os microrganismos responsiveis pela fixacio de N
nos canaviais devem pertencer ac género Beijerinckia,
que ai foi encontrado em nimero elevado e que ainda
aumentou com a proximidade das touceiras de cana.
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Quapno 2, Atividade da nitrogensse nos componentes
da rizosfera de cana-de-agiicar

(médias de 4 repetipbes)®

n-Molea Coti,/hJg raizes cu aolo

Materiais examinados

pOz = 0,00 atm pOy = 0,04 atm pOs w= 0,20 atm

Canas ’ 0 0 i3

Brotes novus 1] 0,28 0,45
Raizes tom golo de rizoplan 0,41 3,17 2,19
Raizes lavadas 0,10 5,55 0,17

Solo da rizosfera 0,310 1,645 0,331
8 () efeito do oxigénio foi significative ac nivel de 1% e a interagio ao

nivel de 5%.
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AmsTRACT.- Dobereiner, J.; Day, J.M.; Dart, P.J. [Nitrogen fixation in the rhizosphere of
Paspalum notatum and sugar cane.]. Fixagdo de nitrogénio na rizosfera de Paspalum
notatum e da cana-de-agticar, Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série Aﬁronomia (1973)
8, 153-157 [Pt, en] IPEACS, Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil.

Nitrogen fixation in the rhizosphere of Paspalum notatum, variety “Batatais™, asso-
ciated with Azotobacter paspali and sugar cane associated with Beijerinckia sp., both
grown in the field, was studied by the acetylene reduction method. In the association
P. notatum — A. paspali values equivalent to a Nitrogen fixation of 15 to 93 kg/ha/year were
obtained (ratio C.H.:Na = 3:1). Almost ad}of the nitrogenase activity was concentrated on
the root surface and very little was found in rhizosphere soil.

Nitrogenase activity of both systems was very sensitive to oxygen. On roots separated
from soil a pOs of 0.04 atm was optimal while in the intact systems the oxygen tension above
the soil had little effect.

Nitrogenase activity in the rhizosphere of P. notatum seemed directly dependent upon

photosynthetic activity of the plant. Normal § hour night periods did not change nitrogenase
activity but when the dark period was extended the activity slowed down. On returning the
plants into light, within hours the original activity was reached. :
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