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INTRODUCAO

Os principais agentes da fixacdo biologica do nitrogénio
atmosférico sdo as bactérias dos nodulos das raizes das legu-
minosas, que promovem a chamada fixacao simbidtica daquele
elemento quando em associacdo com as plantas leguminosas, e
as bactérias dos géneros Azotobacter e Clostridium, responsa-
veis pela fixagdo livre ou ndo simbidtica do mesmo elemento.
A importancia econémica da fixacdo simbidtica estd de ha mui-
to reconhecida e assentada, sendo enorme a literatura a isso
concernente. Por outro lado, porém, nio estd ainda, definitiva-
mente esclarecido o papel dos microorganismos fixadores nao
simbidticos na restauracdo do teor em nitrogénio dos solos. Nac
obstante, grande tem sido o nuimero de trabalhos referentes as
condicbes que governam a existéncia de Azotobacter e Clos-
tridium nos solos. Uma revisdo da literatura mostra que o se-
gundo é de ocorréncia generalisada, a0 passo que a distribui-
cdo de Azotobacter esta sujeita a acao de varias condlgoes am-
bientais.

Os trabalhos de GAINEY (1923) e GAINEY e FOWLER
(1949) mostram que o desenvolvimento de Azotobacter esta
estreitamente relacionado com o pH dos solos. CURIE (1931),
BECK (1935) e SWABY (1939) nao encontraram essa bacteé-
ria em solos acidos, com pH inferior a 6,0. O seu desenvulvi-
mento estd ainda sujeito a influéncia, se bem que menor, ae
outros fatores. Assim, MARTIN, WALKER e BROWN (193%)
e GAINEY (1949) relacionam a presenca de Azotobacter com
o fésforo disponivel no solo; BURK e LINEWEAVER (1930) e
WILSON e WILSON (1933) relacionam Azotobacter e teor em

° (*) — Trabalho parcialmente subvencionado pelo Conselho Nacional
de Pesquisas.



146 Revista de Agricultura

nitrogénio; MULDER (1948) atribui ao molibdénio grande in-
fluéncia no desenvolvimento de Azotobacter; PETERSON e
GOODING (1941) encontraram certa relacio entre presenca
dessa bactéria e capacidade total de trocas dos solos examina-
dos; GONICK e REUSZER (1948) e McKNIGHT (1949) atri-
buiram & umidade do solo alguma influéncia sébre a populacio
aerdbica fixadora de nitrogénio.

Desde o isclamento e classificacio de Azotobacter chro-
ococcum por BEIJERINCK (1901), tem surgido grande ntme-
ro de trabalhos concernentes a ocorréncia e distribui¢do désse
microorganismo, em vérias partes do mundo. No Brasil, entre
tanto, a literatura a isso referente é bastante escassa. O assun-
to mereceu a atencdo de PERRIER (1927) que, usando a solu-
¢ao de Beijerinck como meio de cultura, notou a presenca des-
sa bactéria fixadora de nitrogénio em alguns solos de Campi-
nas, S. P, e do Parand. DOBEREINER (1953), fazendo uso das
técnicas de solucdo nutritiva e de placas de silica-gel, relata a
ocorréncia da mesma espécie em solos acidos da Baixada Flu-
minense, no Estado do Rio de Janeiro, nos quais o desenvolvi-
mento de Azotobacter parece ndo depender unicamente do pH
dos solos. Mais recentemente, ainda DOBEREINER (1955) a-
cusa a presenca generalisada de Azotobacter indicum (Beije-
rinckia sp.) em solos do Estado do Rio de Janeiro.

O presente trabalho relata o resultado do exame quanti-
tativo de 71 solos, feito com o objetivo de se saber algo acérca
da ocorréncia e distribuicdo de A. chroococcum nos diversos
tipos de solos examinados, bem como sobre alguns dos fatores
que influenciam o desenvolvimento dessa bactéria.

MATERIAL E METODOS

Solos examinados. Foram examinadas 71 amostras de solos
pertencentes dos terrenos da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” e da Usina Monte Alegre, em Piracicaba,
S. P. As amostras incluiram solos argilosos (terra roxa), solos
argilo-silicosos (terra roxa misturada) e diversos tipos de solos

arenosos, e foram colhidas no periodo compreendido entre 6
de junho de 1952 e 21 de janeiro de 1953.

Amostragem. As amostras foram obtidas segundo as reco-
mendagdes de WAKSMAN (1932). Para sua obtencéo, raspava-
se a camada superficial do solo, com o auxilio de um pequenc
enxadao; em seguida fazia-se um buraco de cérca de 20 cm de
profundidade, tomando-se o cuidado de manter uma de suas
paredes na vertical. Com uma espatula de ferro preéviamente
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flambada, retirava-se uma camada de solo da parede vertic:’
que era eliminada. Em seguida retirava-se outra camada, até
cérca de 15 cm de profundidade, que era colocada em uma la-
ta com tampa, préviamente esterilizada em estufa,a 160°C du-
rante duas horas. Repetia-se a operacdo em 4 ou 5 lugares
dentro de um raio de 2 metros, para a obtencao de uma amos-
tra. As latas eram a seguir fechadas e levadas para o labora-
torio.

- Marcha dos ensdios. Os exames das amostras foram feitos
sempre no mesmo dia da sua obtencdo, salvo naqueles casos
em que elas se mostravam com umidade excessiva, a ponto de
dificultar o seu manuseio. Entao elas eram expostas ao ar, em
cubas de vidro abertas, durante a noite, procedendo-se ao seu
exame no dia seguinte. Todas as amostras foram homogenei-
sadas e passadas em peneira de malha de 1 mm, depois do que
se procedeu as diversas determinagoes.

Métodos de cultura. Foi feita uma revisdo dos varios mé-
todos culturais empregados na determinacdo de Azotobacter
em solos. Seis diferentes amostras de solos foram analisadas
simultdneamente com a solucdo de BEIJERINCK (1901), ple-
cas de solo de Winogradsky, segundo o usado por PETERSON
e GOODING (1941), manitol-agar de CURIE (1931), manitol-
agar de SWABY (1939) e dextrina-agar de Jensen, usada por
McKNIGHT (1949). Tendo em vista os resultados obtidos nes-
se estudo preliminar, GALLI (1955), optou-se pelo método de
Curie para a determinagdo do numero de colénias, e pelo mé-
todo: de Swaby para a contagem do numero de células por gra-
ma de solo. Em ambos os casos foram feitas 4 repeticoes para
cada amostra examinada. As caixas foram incubadas em estu-
fa a 28°C; todas as contagens foram feitas depois de 48 horas
de incubacao.

RESULTADOS

Os resultados obtidos com o exame dos 71 solos estdo apre-
sentados na tabela I, em ordem decrescente de ntimero de co-
lénias de Azotobacter por grama de solo. 34 dos 71 solos exami-
nados, ou 48%, deram resultado positivo quanto a presenca da
bactéria. A Unica espécie encontrada com os métodos empre-
gados no presente trabalho foi A. chroococcum, que se carac-
terizou pela formacdo, sobre a superficie do meio de cultura,
de colénias circulares, convexas, de bordos bem delimitados,
translicidas a principio, mas adquirindo coloracdo pardo-cho-
colate apds alguns dias de incubagdo. A caracterizacao morfo-
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logica feita ao microscopio, bem como reagoes fisiolégicas néao
deixaram davidas quanto & identidade da espécie.

O exame dos dados referentes & umidade n&o mosira
nenhuma relacdo aparente entre  umidade do solo e pre-
senca da bactéria. McKNIGHT (1949) encontrou menor pui-
centagem de determinacoes positivas quando a umidade d:
solo era menor que 10%, porém néo achou evidéncia de qual-
quer variacdo significante na pcrcentagem de determinacdes
positivas em solos com umidade superior a 10%. Por outro :
do, GONICK e REUSZER (1948) encontraram maior percenta-
gem e populagdo mais densa de Azotobacter em solos irrigadc:
que nos nao irrigados.

A proporcao entre o nimero de colénias e o nimero de cé-
lulas por grama de solo, confirma resultados preliminares ob-
tidos pelo autor, GALLI (1955), e indica que Azotobacter vive
nos solos em colénias constituidas por um ntmero bastante .
queno' de células.

Tabela I — Distribui¢do de Azotobacter em solos de Piracicaba

Amostra Tipo de solo pH Umidade N. de Azotobacter
(1) % por grama (2)
N.decol. N.de cél.

1 R 6,92 11,0 495 640
2 M 7,60 15,6 471 605
3 R 7,82 21,9 445 721
4 R 6,34 12,0 445 1845
5 M 6,74 11,4 355 988
6 M 7,02 13,8 320 478
7 R 7,52 16,5 309 920
8 R 6,48 143 301 760
9 M 6,38 12,8 278 461
10 R 7,02 10,0 269 289
11 R 7,02 17,0 229 233
12 R 6,84 13,0 212 327
13 R 6,35 8,1 150 452
14 R 6,66 15,0 135 155
15 R 6,24 12,4 114 241
16 R 7,24 18,2 84 101
17 R 6,70 14,0 72 70
18 R 6,30 6,5 71 80
19 A 6,24 5,2 66 285
20 R 6,36 18,2 58 128
21 M 6,14 13,0 55 230
22 A 6,10 6,4 34 123
23 A 6,11 14,1 26 35
24 R 6,32 16,5 17 20

(Continua)
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(1) R = solos argilosos; M = solos silico-argilosos; A = solos

(2) média de quatro repeticoes
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A densidade da populacdo aerébica fixadora de nitrog” -
nos solos examinados néo é grande, 13 dos 34 solos nos quais a
bactéria se mostrou presente, apresentaram entre 1 e 100 cé-
lulas por grama, 21 deles apresentaram entre 100 e 1000 célu-
las por gramas e 1 atingiu a casa dos milhares. Conquanto ésses
resultados concordem com os apresentados por WINOGRA-
DSKY (1926), CURIE (1931) e SWABY (1939), sdo superio-
res aos obtidos por VANDECAVEYE e ANDERSON (1934),
BECK (1935) e GONICK e REUSZER (1948). CAMARGO
(1954) da a seguinte populagdo média de microorganismos pa-
ra solos de terrenos da HEscola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” :

Solos arénosos 2.000.000 por grama
Solos argilosos 20.000.000 por grama:

Comparando-se ésses dados com os nimeros de colénias ou
de células de Azotobacter constantes na tabela I, vé-se que és-
te microorganismo nao € muito numeroso, constituindo uma
parte muito pequena do numero total de microorganismos do
solo. :

- O pH dos solos examinados variou entre 4,67 e 7,82. Os re-
sultados mostram haver estreita relagdo entre pH do solo e
presenca de Azotobacter. A tabela II mostra que Azotobacter
ocorre mais frequentemente nos solos com pH mais elevado.

Somente um dos solos com pH inferior a 6,04 acusou a pre-
senca da bactéria. Por outro lado, ela mostrou-se presente em
33 dos 42 solos com pH igual ou superior aquele. Esses resul-
tados estdo concordes com outros encontrados na literatura.
GAINEY (1923) achou uma relagdo bastante estreita entre
reagao do solo e presenrca de Azotobacter, e atribuiu a auséncia
désse grupo de bactérias nos solos em exame a um efeito toxi-
co da alta concentracdo de ions H dos mesmos. McKNIGHT
(1949) encontrou maior frequéncia de Azotobacter em solos
com pH superior a 5,9, e atribuiu a ésse fator uma influéncia
primordial na ocorréncia dessa bactéria. VANDECAVEYE
e ANDERSON (1934) e GAINEY (1949) ndo conseguiram es-
tabelecer uma flora de Azotobacter em solos acidos inoculados
com a bactéria, mesmo quando os solos inoculados eram pre-
viamente tratados -com superfosfato. Além  désses, outros in-

‘vestigadores, entre éles CURIE (1931), BECK (1935), MAR-

TIN et al. (1937) e SWABY (1939), chegaram a resultados
idénticos, mostrando que solos &acidos, com pH inferior a 6,0,
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néo oferecem condigdes muito favoraveis para o desenvolvi-
mento dessa bactéria fixadora de nitrogénio.

Por outro lado, encontram-se varias referéncias acérca da
ocorréncia de Azotobacter em solos acidos. WILSON e WIL-
SON (1933) trabalhando com solos turfosos, e PETERSON e
GOODING (1941), nao acharam relacao direta entre pH dos
solos e presenca de Azotobacter. Isso, entretanto, pode enc.n
trar explicacdo nos trabalhos de BURK e LINEWEAVER
(1930) e BURK et al. (1934), que mostraram que A. chroococ-
cum pode sobreviver em meio com pH inferior a 6,0, quando
dispondo de nitrogénio combinado necessario ao seu metabo-
lismo. Nessas condigoes, todavia, ndo ocorre fixacdo do nitro-
génio elementar, que somente se verifica em meio com pH su-
perior aquele limite.

Os resultados relatados no presente trabalho discordam
dos obtidos por DOBEREINER (1953) que, examinando solos
da Baixada Fluminense, no estado do Rio de Janeiro, acus.
a presenca dessa bactéria em solos com pH 4,6. Também na~
foi constatada a ocorréncia de A. indicum (Beijerinckia sp.)
que, segundo DOBEREINER (1955) é de distribuicdo genera-
lizada em solos daquele estado.

A tabela II mostra que a frequéncia de determinagdes po-
sitivas cresceu com o aumento do pH dos solos, a partir de 5,7.
Todos os solos com pH superior a 6,90 acusaram a presenca da
bactéria.

O naimero médio de colénias, ou seja, a densidade da po-
pulagdo dessa bactéria, também foi afetado pela conesntraca»
de ions H, tendo aumentado com o aumento do pH até um ma-
ximo, nos solos com pH entre 6,90 e 7,29, decrescendo depo:

A tabela III apresenta os resultados relativos aos solos :
pH superior a 6,0, agrupados segundo os trés tipos gerais
solos examinados. As terras roxas apresentaram maior propo: -
cao de casos positivos, seguidas das terras roxas misturade s
por ultimo, das terras arenocsas.

Infelizmente nao dispomos de dados referentes ao grau de
fertilidade de cada um dos solos usados no presente trabalho.
Mas de um modo geral, podemos considerar as terras - roxas
como sendo mais férteis que as terras roxas misturadas, e es-
tas mais que os solos arenosos. Assim sendo, a distribuicdo de
Azotobacter mostrou manter relacao com o grau de fertilida-
de dos solos, ocorrendo em maior propor¢ao nos solos de ferti-
lidade mais elevada.
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Tabela II — Relagdo entre pH do solo e ocorréncia de
Azotobacter

Amostras com NiUimero médio de

pH - Num. de Azotobacter colénias por
amostra n. % amostras

— de 5,70 17 0 0 0
5,70 — 5,99 11 1 9,1 1
6,00 — 6,29 14 8 57,1 41,2
6,30 — 6,59 11 9 82,0 143,1
6,60 — 6,89 9 1f Tl 120,5
6,90 — 7,19 4 4 100,0 328,2

- de 7,20 5 5 100,0 264,8

Tabela III — Distribuicio de Azotobacter de acordo com
os tipos de solo

Amostras com

Tipo de solo Total de amost. (1) Azotobacter
n. %
Solos argilosos 28 28 82,1
Solos argilo-silicosos 9 i LT
Solos silicosos i @ 5,1

(1) Amostras com pH superior a 6,00

RESUMO E CONCLUSOES -

Foram feitas determinagdes quantitativas de Azotobacter
chroococcum em 71 solos pertencentes aos terrenos da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e da Usina Monte
Alegre, em Piracicaba, S. P.

Os solos examinados incluiram solos argilosos (terra ro-
xa), solos argilo-silicosos (terra roxa misturada) e solos are-
Nnosos.

Foi empregado o método de Curie para a determinagdo do
ntmero de colénias, e o de Swaby para a contagem do niuime-
ro de células da bactéria por grama de solo. %

Dos resultados obtidos, pode-se tirar as conclusdes seguin-
tes:

48% dos solos examinados deram resultado positivo quan-
to & presenca de A. chroococcum, que foi a Ginica espécie en-
contrada com os métodos empregados no presente trabalho.
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A densidade da populacdo de Azotobucter nio é grande,
situando-se na casa das dezenas e das eentenas de individuos
por grama de solo. As colonias da bactéria no solo sao consti-
tuidas por um numero muito pequeno de céluias.

Houve uma relacao bastante estreita enire pH dos solos
e presenca de Azotobacter. A reagao do solo mostrou ser o fa-
tor primordial na ocorréncia da bactéria nos solos examinados.
O pH influiu também na densidade da populagio dessa bactéria
nos mesmos solos.

Nao foi encontrada nenhuma relagao entre umidade d.
solo e presenca ou desenvolvimento de Azotobacter.

Os tipos de solos de maior fertilidade mostraram maior per-
centagem de determinacdes positivas; a bactéria foi encontra-
da mais frequentemente nas terras roxas, seguidas das terras
roxas misturadas e, por ultimo, dos solos arenosos.

SUMMARY

71 soils distributed in the areas of the Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” and the Usina Monte Alegre,
at Piracicaba, S. P., Brazil, were examined for the presence of
Azotobacter. '

The soils belonged to one of the following types: heavy
clay soil (terra roxa), clay sandy soils (terra roxa misturada)
and some sandy soils.

The presence of Azotobacter was determined in these soils
by the Curie’s plate method for colonies count and by the
Swaby’s method for single cells count.

The following conclusions can be drawn :

— 48 per cent of the soils contained Azotobacter. A. chro-
ococcum was the only species found to be presente in these
soils.

— Azotobacter population was not very dense in these
soils. 13 soils had between 1 and 100 cells per gram, and 21
soils had more than 100 cells. The colonies of this microorga-
nism in the soil were constituted by small amount of cells.

— The pH of the soil was the major factor governing the
occurrence of Azotobacter. No Azotobacter was found in soil
with pH less than 5.7. The pH also had influence on the num-
ber of colonies of Azotobacter per gram.
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— No relation was shown between soil moisture and pre-
sence of the organism.

— Greater number of positive determinations was found
in soils with greater fertility. Azotobacter was most frequent
in clay soils (terra roxa), then in clay sandy soils and then in
sandy soils.
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