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RESUMO 

BACTÉRIAS FIXADORAS DE NITROGÊNIO EM 

CANA-DE-AÇÚCAR (Sacchahum sp.) 

EM FOLHAS; CAULES E RAÍZES 

LUIZ ANTÕNIO GRACIOLLI 

ALAIDES PUPPIN RUSCHEL 

Orientadora 

V l 

Bactérias fixadoras de nitrogênio (N2), foram

isoladas <le raízes, folhas e caule de cana-d�-açúcar e iden

tificadas através de27 testes bioquímicos (API 20E)englobados 

em um programa de computador. En�e4obac�eh eloacae, 

polymyxa, E4winia hehbieola, Azo�ob ac�eh vinelandii, Kleb◊iel

la pneumoniae e Ve�xia gummo◊a foram encontradas a ssociadas à 

parte externa das raízes. Com o uso do trifeniltetrazolioclo

reto (TTC) e pela atividade d e  nitrogenase, foi possível mos-

trar que a s  raízes grossas de cana-de-açúcar são preferi 

das que as finas pelas bactérias fixadoras de N
2

. Azoópihillum

bha6iienõe, foi isolado de folhas jovens (fotossintetizantes) 

com superfície esterilizada. B. polymyxa, K. pneumoniae, E.

he�bieola, A. vinelandii e V. gummo◊a foram isoladas de fo-

lhas secas. A população de bactérias no interior dos cal-

mos variou quantitativa e qualitativamente. 

mediários (aproximadamente ao meio do caule), 

Colmos inter-

parecem con 
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ter mais bactérias oue os basais e ou aoicais. E. heJI.b,i,,c.o.la. 

foi encontrada nos colmos intermediários e apicais, enquanto 

A. v�ne.la.nd�� somente nos apicais, indicando que num planfio 

de cana-de-açúcar a distribuição das bactérias e aleatória, su 

gerindo que pesquisas devem ser feitas para inoculação previa 

deste sistema. A adição de extrato de levedura no meio de cul 

tura, foi favorável ao crescimento das bactérias fixadoras de 

tanto dos isolados das folhas como das raízes da cana-de-

açucar. 
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NITROGEN FIXING BACTERIA 

IN THE SUGARCANE (Sacchanum sp.) 

AT LEAVESJ STEMS AND ROOTS 

Author: LUIZ ANTONIO GRACIOLLI 

Adviser: ALAIDES PUPPIN RUSCHEL 

SUMMARY 

Nitrogen fixing bacteria were isolated from 

roots, leaves and stems of sugarcane and identified by using 

27 biochemical tests (API 20E) assisted by a computer program. 

Entenobacteh cloacae, BacilluA polymyxa, Ehwlnia hehbicola, 

Azotobacteh vinelandil, Klebl�ella pneumonlae and Ve�xia gum-

mola were found associated to the surface of the roots. Using 

thripheniltetrazolium chloride (TTC) and nitrogenase 

activity (ARA), it was possible to show that the thicker roots 

of sugarcane are more colonized by ·the N -fixing bact�ria 
- 2 

them the thin ones. Azolplhlllum bnalilenle was isolated from

surface sterilized young leaves. B. polymyxa, K. pneumoniae,

E. henblcola, A. vinelandll and V. gummo◊a were isolated from

dry old leaves. The bacteria populating the inner part of stem 

varied quantitative and qualitatively. lntermediate stems had
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more bacterip than the basals and or apex ones. E. he�bieola 

was found in the intermediate and apex stems, A. vinelandii 

only in the apex stems this shows that in a sugarcane field 

the bacteria distribution occurs at randon suggesting that 

further studies have to be done for a previour inoculation of 

this system. The addition of yeast to the culture medium was 

favorable to the growth of N
2

-fixing bacteria both isolated 

from leaves and roots of sugarcane. 



l - INTRODUÇÃO

Recentemente vários pesquisadores (RINAUDO, 1971; 

DOBEREINER et a{ii , 1972a; DÕBEREINER e DAY, 1975; von BULOW 

e DOBEREINER, 1975) têm relatado a existência de associações 

de gramíneas tropicais com bactérias fixadoras de nitrogênio 

(N2� as quais sob condiç�es favoriveis podem contri buir signi

ficativamente para a economia de N dessas plantas. 

O primeiro trabàlho que indicou o potencial da 

cana-de-açúcar de o bter benefício da fixação biológica de N2

foi de DÕBEREINER (1959). Hoje sabe-se que há um sistema fixador 

de N2 na rizosfera desta planta, constituído de bactérias aeró

bicas, anaeróbicas facultativas e anaeróbicas (RUSCHEL ex a.Lü.,, 

1978a; RUSCHEL et al�i, 1978b). O sítio ativo da fixação está 

localizado na rizosfera (RUSCHEL et alii, (1975). 

Um efeito entre v ariedades na atividade da ni-

trogenase (AN) expressa atravé s  da redução de acetileno (A RA)  

de microrganismos das raízes, foi observada por RUSCHEL e RUSCHEL 
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( 19 7 7) , mostrando também ARA no interior e exterior de colmos .germinados. 

PATRIQUIM et atii (1980), observaram que as 

bactérias f ixadoras de N
2

, concentram-se na reg ião nodal e a� 

p�s a germinaçio c olonizam o rizoplano e a rizosfera. Estes 

m esmos autores notaram, o rifícios oblo ngos localizados na ba

se das raízes, que poderiam constituírem-se aberturas pelas quais 

as bactérias teriam acesso a rizosfera. 

O presente trabalho tem por objetivo ,lo calizar 

os sítios populacionais de bactérias fixado ras de N
2 

em cana-

de-açúcar e identificar os microrganismos resp o nsãveis por 

esse fenômeno. 
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

Aumentos seletivos de bactérias do genero Bei

je.tt.inc.kia sob vegetaçao de cana-de-açúcar e especialmente na 

rizosfera desta planta foram demonstrados por DÕBEREINER 

(1959). Baseado no crescimento em placas de sílica-gel com gl� 

cose, DÕBEREJ;.NER (1961) encontrou Beiie.tt.inc.'fu.a spp em 95% das 

amostras de solo da rizosfera e 627. em amostras de solo das 

entrelinhas da cana-de-açúcar. E provável que esta atraçao se 

ja devida às substâncias lixiviadas. ou excretadas pelas fo

lhas ou pela lavagem dos caules para o solo (DÕBEREINER e AL

VAHYD0, 1959). 

Um sistema fixador de N
2 

na rizosfera da cana

de-açÚcar, constituído de bactérias aeróbicas, anaerobicas fa 

cultativas e anaerÕbicas, foi demonstrado por RUSCHEL et aiii. 

1975; RUSCHEL et aiii, 1978a; e RUSCHEL et aiii, 1978b. Essas 

bactérias foram e ncontradas em profundidade do solo de 40, 80 
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e 120 cm (RUSCHEL e:t aLU., 19 7�a). RUSCHEL e..t a.,f_,t.,i_, (1Y78b) in-

cubando segmentos de raízes em diferentes meios de cultura (com 

ou sem extrato de levedura), obtiverar;:; colônias de bactérias, as 

quais foram identificadas com base na morfologia das células 

como Azo:tobac:te.h, Beije.11.inckia, Caulobac:te.h, Ve.11.xia, 

dium e Vibti.io. HEGAZI e.:t. a.,[,i_,i_ (1979), baseado na identifica-

ção bioquímica e morfológica, encontraram associadas às raízes 

de cana-de-açúcar no Egito, Azo:t.oba.c:t.eti. vine.landii,Kle.b.óie..f.ia 

spp., Baci,tlu-6 spp., e Spiti.i,llum spp., mas não e·ncontraram Be.-!: 

je.ti.inckia spp. PURCHASE (1980), ROCHA e.:t. alii (1981) mostraram 

que Azo.ópiti.illum spp. estão intimamente associadas às raízes de 

cana-de-a çÚc ar. RENNIE ( 1 98 Ob) , baseado em uma computação de resu_!_ 

tadosôe 27 testes bioquímicos observou que solo da rizosfera de 

cana-de-açúcar contêm equivalente população de Ve.11.x�a gummo.óa, 

En�e.11.obac:te.11. cloaca.e., Bacillu-6 polymyxa, e Azo�obac:te.h vine.lan 

dii. Outro sitio ativo da fixação biológica de N
2 

está ligado 

com os colmos (RUSCHEL e RUSCHEL 1 1977; PATRIQUIM ,-e.;t �, 1980). 

As bactérias foram encontradas (não foram ·feitos estudos de i

dentificação) nos espaços intercelulares no parênquima do cau

le, xilema e protoxilema, mas nunca no floema, (PATRIQUIM e.:t 

aiii, 1980). As bactérias concentram-se na periferia dos nos, 

inativas {aparentemente), to�nando-se ativas somente apos a e-

mergência das raízes, pela colonização da rizosfera e do rizo

plano (PATRIQUIM e.:t. alii, 19�0). Um ctos mêtoctos utilizados por 

esses autores para detectar a presença de microrganismos fixa

dores de nitrogênio foi a incubação de pequenos pedaços de ra 
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Íz .ou caule em TTC {2 3 e: 
' , _, - trifeniltetrazolíocloreto). A re-

dução do TTC, tem sido muito usada para demonstração da ativi-

dade de desidrogenase em células e em oreoaracao de enzimas 

(van Fleet. 1952). Anesar de nao ser um método esoecÍfíco. tem 

sido de grande valia na demostracão de oue bactérias se en-

contram no interior dos tecidos vegetais (PATRIQUIM e DÕBEREI-

NER, 1978). FAY e KULAS0RRIVA (1972) mostraram que o TTC e re-

<luzido mais rapidamente nos heterocistos ( sitio da fixação de 

N
2

) de algas verdes - azuladas. que por células vegetativas. 

A cana-de-açúcar desenvolveu-se muito bem em so 

lução nutritiva com baixas concentrações de 
- . amonio. Adição de

28 ppm 
+ 

de N H4
, prejudicou o crescimento das raízes, parte

aérea e inibiu a fixação biológica de N
2 (V0SE e.:t aLLi, -

1979). 

Adições de diferentes � . niveis de N2 no·solo cul-

tivado com cana-de-açúcar (60, 120, 2 40 e 480 kg/ha de sulfato 

de amÔnio) diminuíram a ARAconstantada em raízes destacadas 

seis meses após o plantio RUSCHEL e;t a..e..ü(l978). O mesmo efeito, 

foi observado no milho (PEREIRA e.:t alll, 1978), sorgo e 

(PEDERSEN e.:t alll, 1978). 

trigo 

Com o uso de 15-dinitrogênio, foi possível evi-

denciar a fixação direta em cana-de-açúcar, chegando a 

µgN. 
_, 1 

g de raiz,.. de plantula dia 
-

(RUSCHEL e.:t aill, 1975). 

(1980), fazendo um balanço d e  N2 no desenvolvimento da

523 

V0SE 

cana-

de-açúcar, encontrou que 17% do nitrogênio da planta,provinha 

da fixação biológica, embora a variedade utilizada, comparati-
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vamente, foi a que apresentou a mais baixa atividade da nitro-

genase das cinco testadas (RUSCHEL e VOSE, 1977). Estudos com 

soqueiras no Sul da África, tem sugerido que acima de 25 kgN. 

ha.ano deve-se a fixação biolÕgica (PURCHASE, 1980). 

A superficie foliar é o meio ambiente por exc� 

lência, para o crescimento microbiano em geral e especialmente 

para os organismos fixadores de N2 (RUINEN , 1961; RUINEN,i 1974!

RUINEN, 1975). RUINEN (1956) ,' detectou pela primeira vez Be.i-

je_�,i_nek,i_a na filosfera de vegetação de floresta (Indonêsia). 

Sendo que o mesmo autor identificou também ·Azotobaete.�, Ae-

�obaete�, BeijeJcÁ..nekia, Kleb-0iella e Spi�illum em folhas de 

diversas plantas em Java (RUINEN, 1961). BESSEMS (1973), iso

lou Kle.b-0�ella sp das folhas de milho. 

A ausência de métodos satisfatórios de isola-

mento e os problemas de identificação, têm dificultado as in-

vestigações da flora bacteriana da superfície das folhas (AUS 

TIN et alii, 1978). Em decorrência, os mesmos autores conside 

raram que as folhas podem sustentar uma grande quantidade de 

bactérias ainda não reconhecidas. 
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3 - MATERIAL E MtTODOS 

Com a finalidade de localizar, isolar e ou i

dentificar as bactirias fixadoras de N
2 

em cana-de-açücar, fo 

ram realizados 2 experimentos: 

3.1 - EXPERIMENTO A 

Utilizou-se f olhas de plantas adultas coletadas 

no campo e de "seedlings" desenvolvidos em sementeiras para 

estudo da filosfera. No estudo do caule e raiz, foram utiliza

dos toletes germinados no laborat6rio ·cem vermiculita ou solu 

~ 

çao nutritiva), obtidos de plantas adultas cultivadas no cam-

po ou em casa de vegetação. 

3. 1.1 - ESTUDO DA FILOSFERA

3.1.1.1 - FOLHAS DE 11 SEEDLING 11

"Seedlings" de cana-de-açúcar oriundos da Pla-
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nalsucar - Araras - são Paulo, de três variedades : Co513, 1AC 

48-65 e CBS0-41, com 30 dias de idade, tiveram suas folhas di

vididas em 2 porções de 0,5Dg cada uma. Uma porçã o foi esteri 

lizada su perficialmente com hipoclorito de sÕdio ( Qboa) a 207. 

por 20 minutos e lavada por 4 vezes em ãgua destilada esterili 

zada. A outra porção foi somente lavada com âgua destilada e 

esterilizada por 4 vezes. Em seguida, fez-se maceraçao com 

auxílio de pistilo e almofaris ( previamente esterilizados) em 

5 ml de tampão fosfato estéril (0,05 M. pH 7,0). Diluições de 

cimais, - 0
-6 . normalmente ate 1 foram real i zados em frascos de

20 rol, contendo tr�s diferentes meios de cultura (9 ml) esteri 

lizados a 120° c, a 1 atm, por 15 min, com a seguinte composição: 

H
2

0, 0,2g; NaCl, O,lg; NaMo04
.2H2

o, 0,002g; solução alcoolica

de azul b romotimol a 57., 5 ml; sacarose, 10g; agar, 12g; agua 

destilada, 1.000 ml. 

B - Meio LGY: idem ao LG acrescido de 0,5 g/1 de extrato de 1� 

vedura. 

C - Meio malato semi-sÕlido: KH
2

Po
4

, 0,4g; K
2

HP0
4

, O,lg;NaCl,

O,lg; Mgso
4

.7 H
2

o, 0,2g; CaC1
2

, 0,02g; FeC1
3

, O,Olg;NaMo0
4

.2H20,

0,002g; solução alcÕlica de azul de b romotimol a 5%, 5 ml; m� 

lato, 5,0g; agar, 1,75 g/1; agua destilada, 1.000 ml; pH aJu� 

tado para 6.8 a 7.0 com NaOH. 

Apôs a inoculação, os tubos forruu incubados por 4-

5 dias a 30°

c, quando a AN foi avaliada pelo método de redução do

acetileno ã e t i  1 eno - ARA (HARDY e,t_ aLü., 1968}. Este método consiste 
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basicamente em incubar bactérias sob atmosfera de 10% de aceti

leno, que se consegue substi tuindo-se o algodão dos tubos por 

rolha de borracha previamente esterilizada, e retirando-se rom 

auxílio de uma seringa 10% do ar e injetando-se volum e  idêntico 

de acetileno. Apôs 1 hora de incubação ã mesma temperatura, -

amostras de 0,5 m l  são retiradas dos tubos para análise do 

etileno. 

O cromatÕgrafo de gâs utilizado foi o Bechman 

GC-65, com detector de ionização de chama de H2 a 175° c, e e�

luna de vidro de l/8 11 (diâmetro interno) X 1,60m, contendoPor 

ropak N de 8-100 "mesh" a 110
° c. 

3.1.l.2 - FOLHAS DE PLANTAS ADULTAS (Fotossintetizantes) 

Folhas das mesmas variEcdades, porém de plan -

tas cultivadas no campo, com i dade de 11 meses, foram coleta

das quando erectas, de diferentes touceiras e levadas imedia

tamente para o laboratório. O tratamento e os meios de cultu

ra foram os mesmos utilizados para folhas de "seedling 11
• Po

rém, sem preferência, cortou-se ao longo das diferentes fo-

lhas, pequenos pedaços (1-3cm), amostrando-se 10g do material.

A maceração foi realizada em tampão fosfato (90 ml) 0,05 M, -

pH 7.0, utilizando-se um l iquidificador com baixa rotação, �r

1 minuto.

3.1.1.3 - FOLHAS DE PLANTAS ADULTAS (Seca�) 

Foram coletadas aquelas mais distantes. do 

solo. Os tratamentos e meios de cultura foram os mesmos do item 3.1.1.2. 
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3.1. 1.4 - PURIFICAÇ�O E IDENTIFICAÇAO DOS MICRIDRGANISMOS 

FIXADORES N2

Com a finalidade de s e  obter colônias pu ras , 

dos tubos com cu ltura de enri quecimento e com ARA, foram fei -

tas no meio orig inal de isolamento, plaqueamento em estrias ou 

em profundidade. Colônias individuais obtidas foram novamente 

testadas para ARA. A confirmação de pureza foi realizada em 

meio agar nutriente (NA) da Difco (DIFCO, 1967), e por microscopia de con 

traste de fase. 

Todos os isolados com ARA, foram identificados, utili

zando os esquemas propostos por RENNIE (1980a), sendo utilizado o sistema 

de teste API 20E (Analytab Produ cts Inc., Pl_aninview, N.Y., -

USA), desig nado para identifi cação de Enterobacteriaceae (Fig� 

ra 1) e outras nao pertencentes a es s a  familia. Totalizan do 17

gineros de bact�rias que fixam Ni (RENN IE; 1980i). 

Culturas de quatro bactérias conhecidas , fo 

ram usadas como controle. Es s es org anis mo s  foram s elecionados 

por s uas di ferenças em motili dade, capacidade de cres cer em nos 

meios NA, carbono combinado (ver item .3.2.1.1); MacConkey's-

MAC (DIFCO, 

1980a) e de 

1967) e Mac Conkey's com carbenicilina-MCC 

reduzir c2H
2 (Tabela 1). O meio M CC foi 

(Rennie, 

usado 

para favorece r  a i denti ficação d e  K�eb�lella pneumonlae e 

Enzenobac.ze-'l.. c.loac.ae e por f alta de crescimento, de 

heJz..bl e.o la. 

Enwlnla 
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MC IEl. ,_, MIA 

----=-1 

FIGURA 1 - Siste�a API 20E, utilizado na identificaçio das bac 

tirias fixadoras de ni�roginio. 
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3. 1.2 - ESTUDO DA RIZOSFERA

·3. l.2. l - OBTENÇAO DAS PLANTAS E TRATAMENTO DOS COLMOS

Caules de cana-de-açúcar com 11 meses de idade, 

das variectades NA56-79 e CB41�76 , cultivadas no campo (Pla-

nalsucar - Araras - são Paulo) e em casa de vegetaçao 

toram cortados rente ao solo, e em pequenos pedaços 

(CENA) 

contendo 

gemas 1nd1vioua1s intactas (colmos), e numerados a partir da 

raíz. cada colmo foi esterilizado superficialmente (álcool, 

957. por 10 minutos, hipoc1or1to de sódio ( Qboa) 2 0% por 20 mi

nutos). Em seguida foram lavados por 4 vezes em água e 1 vez

em tampão fosfa�o (0,05M, pH 7.0) est�reis e colocados para

germinar em frascos de vidro de 500ml, fechados com algodão,

contendo 250 ml de vermiculita Ümida esterilizada. Os frascos

assim preparados foram transportados a casa de vegetação.Qua�

do necessário as plântulas eram molhadas com água esterilizada

durante os primeiros 10 dias e a partir daí, com solução nutri

tiva de Hoagland esterilizada (HOAGLAND e ARNON, 1950) diluída

5 vezes, sem nitrogênio.

Colmos das mesmas variedades, oriundos de pla� 

tas cultivadas no campo receberam os mesmos tratamentos e fo

ram germinados (casa de vegetação) em baldes plásticos com ca 

pacidade de 20 litros. Utilizou - se solução nutritiva de 

Hoagland, diluída 5 vezes com 3 doses de N: zero; 14 

na forma de N03.

e 28 ppm 
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A ARA dos colmos plantados em vermiculita foi 

avaliada 25 dias apôs a germinaçao . O método utilizado foi o 

mesmo descrito no item 3.1.1.1. Dos frascos q ue nao apresenta 

ram ARA (com ou sem parte aérea) diluições decimais no meio 

LGP semi-sÕlido (PATRIQUIM e� alii, 1980), foram realizadas 

com material do colmo, raiz e solo da rizosfera. O meio LGP 

ê. formado pela mistura de três partes: I. 1,4g KH2P o
4 

em lOOni

de H2
0 destilada, titulado c om K2 HP0

4 
atê pH  7.0 e completado

volume para 300 ml de âgua d estilada. II. 5 g  de glicose em 

100 ml de H20 destilada . III. M gS04
.7 H2o, 0 ,2g; N aCl , O,Olg,

CaCl 2, O, 02g; FeC13, 0,01g; NaMo0
4 

.2H2o, 0,005g; ácido málico, 3, O g ;

KOH, 1,5g; extrato de levedura, 0,1g; H
20 destilada, 600 rol, ajustado pa

ra pH 7,0 com NaOH; ágar, 1,75g/l; as quais foram autoclavadas (120°C, a 

1 atm, por 1 5  min) separadamente e após o resfriamento foram 

misturadas assêpticamente, e em seguida distribuídos (9ml) em 

tubos previamente esterilizados, com capacidade total de 20ml. 

Das plantas cultivadas em solução nutriti 

va (45 dias apos germinação), lg de raiz foi coletado -

dos diferentes tratamentos, para real ização das diluições de-

cimais nos meios de cultura LG e LGP. Dessas mesmas plantas 

(tratamento sem N )  

(raízes g rossas) 

pedaços de raizes prÕximos aos colmos 

e das extremidades 

coletadas e distribuídas em placas 

(raízes finas), foram 

de Petri, contendo se 
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paradamente os meios de cultura LG e LGY. A ARA foi avaliada 

pelo mesmo mêtodo descrito no item 3.1.1.l , entretanto os 

pedaç�s de raízes, foram previamen�e transferidos individu�� 

mente, com o meio de cultura para frascos de 10ml. 

3.1. 2.3 - INCUBAÇÃO DAS RA1ZES EM t_,3,5 - TRIFENILTETRA

ZOLIOCLORETO (TTC) 

Pedaços de raizes de plantas crescidas em ver 

miculita, e/ ou em soluçio nutritiva foram incubadas em 

TTC por 24 horas na aus�ncia de luz. A soluçãn foi preparada 

dissolvendo-se 1,5g de TTC em um litro de tampao fosfato a 

0,05 M, pH 7,0 esterilizado, mais li. de glicose. ApÕs o perí� 

do de incubação, raízes inteiras ou pequenas seçoes transver-

sais, preparadas com o micr6tomo Hooker (Lab. Instrument Co), 

foram examinadas em microscópio e os .,, . possi_ve.;t.'6 sítios de bac-

terias fixadoras de N
2 

foram determinados. 

3.2 - EXPERIMENTO B 

Utilizou-se raizes, caules e folhas de cana-de 

-açucar, variedade NA56-79, cultivadas no campo (Usina-Mede

lo - Piracicaba - São Paulo) com 11 meses de idade. 
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3.2. 1 - ESTUDO DA FILOSFERA 

3.2. 1. 1 - FOLHAS DE PLANTAS ADULTAS (FOTOSSINTETIZANTES 

OU SECAS) 

Folhas verdes ou secas com bainhas 

distantes do solo) de diferentes touceiras, foram 

( as mais 

coletadas. 

Cortando-se pequenos pedaços transversais (1-3 cm) das folhas 

verdes (incluindo bainha), obteve-se uma amostra (lOg). O me� 

mo procedimento foi feito para obter amostra de folhas secas. 

As duas amostras, foram lavadas separadamente por 4 vezes em 

ãgua destilada esteril, em seguida foram maceradas em 90 m l  de 

tampao fosfato 0,05 M, pH 7 com auxilio de um liquidificador 

(baixa rotação) por 1 minuto. Diluições deci�ais foram reali-

- -9 zadas comumente ate 10 . De cada diluição, 0,1 ml foi plaque 

ado no meio carbono combinado-CC (RENNIE, 1980a) e in.cubado ae 

robi�ameate a 30
°

c. O meio CC consiste de duas partes: I.

K
2

HP0
4

, 0,8 g: KH
2

Po
4

, 0,2g: NaCl O,lg: N aFeEDTA,28,0mg: Na
2

Mo0
4

,

25,0mg: extrato de levedura 1 00,0mg: manitol. 5,0g: sacarose, 

5.0g: lactato de sódio. 0,5 ml (60% v/v): ãgua destilada, 900 

ml. As soluções I e II foram autoclavadas, esfriadas e mistu

radas assenticament�, em seguida acrescida de biatina (5 �2/l) 

e ácido para-amino benzóico (10 µg/1) com filtro esterilizado 

(Millipore, Swinnex-25) e ajustado para pH 7,0. A contagem das 

colônias foi feita após 48 e 72 horas de incubação. 
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3. 2. 2. 1 - RA 1 Z E S
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As raízes foram coletadas próximo as touceiras, 

a uma profundidade não superior a 20 cm, de três locais dife

rentes do canavial. Foram misturadas e divididas em duas amos 

tras de 10g cada uma. A primeira nao foi esterilizada, e a se 

gunda superficialmente segundo a metodologia de VICENT (1970), 

que consiste em mergulhar as raízes em HgCl 1% por 3 minutos 

e 1 minuto em álcool 959. Em seguida foram lavadas sucessiva

mente em agua destilada esterilizada por três vezes. 

Maceração, d i 1 u içÕés, meios de cu 1 tur a e incuba

ção foram iguais ao estudo das folhas (item 3.2.1.1). As colô 

nias também foram contadas após 48 e 72 horas de incubaçá6. 

3.2.3 - ESTUDO DO CAULE 

Três caules foram cortados rente ao solo de di 

ferentes touceiras do canavial. No laboratório foram dividi-

çl o s em t rê s p ar t e s ,d e a c o r d o e o m s u a p o s 1 ç a o : c o 1 mo b a s a 1 ( p r � 

ximo ao solo), colmo intermediário (aproximadamente ao meio 

do caule) e cólmo apical (próximo ao cartucho). Conseg�iu-se 

assim três amostras de colmos com nos intactos. De cada amos-

tra, foi removida a casca com auxilio de uma lâmina e pinça 
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esterilizadas em álcool. ApÕs obter 10g da parte interna, pr� 

cedeu-se a maceração seguida de diluições decimais e contagem 

das bactérias do mesmo modo que nas -folhas (item 3.2.1.1). 

3.2.4 - ENUMERAÇAO DAS BACTERIAS 

ApÕs a contagem das c olônias (48 e 72 horas) 

colônias individuais foram transferidas para frascos de 35 ml 

contendo 20 ml do meio CC líquido (sém agar). Decorridas 24 

horas de incubação a 309C, os frascos foram fechados com taro-

pa de borracha e a ARA foi avaliada da mesma maneira descrita 

no item 3.1.1.1. As culturas positivas para redução do aceti

leno foram separadas para posterior identificação. 

3.2.5 - IDENTIFICAÇÃO DOS MICRORGANISMOS FIXADORES DE NITRO

GtNIO 

ApÕs a confirmação d a  pureza no meio NA, as e� 

lÔnias que reduziram c
2

H
2

, foram identificadas, utilizando-se 

o mesmo sistema descrito no item 3.1.1.4.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 - EXPERIMENTO A 

4. 1. 1 - FILOSFERA

Não hi dÜvida que as folhas de cana-de-açücar 

são hab itadas'por um grande nÜmero de microrganismos fixadores 

de nitroginio (Tabela 2). Existe possibilidade de algumas es

pécies estarem no interior d as folhas ( tecido vascular) pois, 

Azo.õpi1ti..llu.m b1ta..õi.le.n.õe. não forma cis�o e foi isolado de fo 

lhas com superfície esterilizada (variedade Co513, folhas ver

des), sendo portanto, pou co provâvel que se encontrasse na su

perfície da mesma. No interior dos colmos e raízes de cana-de

-açu car, PATRIQUIM e..t a.lii ( 1980), encontraram bactérias (não iden

tificadas) fixadoras de nitrogênio. É perfeitamente viâvel que a 

transpiração tenha contribuído na locomoção das bactérias ate 

lis folhas, pelos tecidos vasculares. Hi tamb ém possibilidade, 
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TABELA 2 - Atividade da nitrogenase (n moles c2H
4

• h-l

ras de enriquecimento (diluições decimais), 

• frasco -l) das cultu

das folhas de 

Varitdad� 

Co513 

1AC48-65 

CB50-41 

"seedlings", verdes e secas de plantas adultas de cana-de-açúcar, 

em diferentes meios de cultura (LG, LGY e LGM), das variedades 

Co513, IAC48-65 e CBS0-41, após 96 horas de incubação a 30°C. 

lratam<"nto Diluição 

Superf icie 

esteriliaada 

1t,' 

10 2 

10• 

10' 

10' 

10' 

10 1 

10 2 

Superficit nao 10 3 

esterilizada 

Superfície 

esterilizada 

10' 

10' 

10• 

10' 

10' 

10• 

10' 

10' 

10' 

10 1 

10' 

Superfície não 10 3 

esterilizada 

Superfície 

esterilíz:ada 

lO' 

10' 

io• 

10 1 

102 

10' 

10' 

10' 

10' 

10' 

10 2 

SuperfÍcít: nao 10 3 

t!Steriliz.ada 10' 

10' 

10• 

l.C 

o 

o 

o 

4 ,9 

4, 1 

o 

o 

o 

o 

98,8 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

Seedling• 

LCY 

148,2 

95,8 

9,8 

256,8 

331,9 

5,ó 

169,9 

65,7 

262,8 

133,3 

163,0 

108,6 

o 

29 ,8 

138,3 

339,8 

4,4 

4,6 

LCH 

o 

o 

o 

70,5 

152, 1 

o 

o 

o 

o 

182,7 

3,7 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

l.C 

90,7 

ló,8 

o 

o 

o 

345,6 

113,9 

30,5 

o 

o 

19,8 

o 

o 

o 

o 

61 ,9 

14,4 

18,0 

o 

o 

59,2 

3,6 

o 

103,0 

106,0 

o 

o 

o 

FOLHAS 

Verdes 

LCY 

336,6 

84,9 

8,4 

o 

o 

441,6 

104,2 

96,0 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

10,8 

3,6 

o 

o 

o 

253,4 

126,7 

74,4 

o 

o 

556,8 

o 

o 

58,0 

o 

LCl1 

43,2 

o 

o 

o 

o 

61 ,4 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

80,6 

25,9 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

l.C 

86,4 

139,2 

o 

o 

o 

1075,0 

622,0 

214,0 

28,8 

12,8 

o 

o 

136,8 

o 

o 

o 

72,0 

187,2 

27,0 

20,0 

o 

o 

25,9 

2,4 

7,0 

o 

o 

135,3 

133, 1 

154,5 

10,8 

o 

Secas 

l.CY 

268,8 

92,6 

o 

o 

o 

4ó8,4 

128,b 

142,0 

263,0 

o 

o 

313,9 

o 

o 

o 

20,5 

216,0 

201,6 

239,0 

127,0 

o 

40,8 

o 

o 

o 

576,0 

288,0 

12,7 

o 

o 

LCH 

89,7 

o 

o 

o 

o 

122,8 

H,3 

60,4 

164, I 

o 

o 

o 

o 

12,9 

o 

o 

o 

o 

76,8 

o 

o 

o 

34,0 

20, 1 

44,• 

ób,7 

ú 

não analisada. 
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das folhas possuírem "microhabitats" que protegeriam as bactê 

rias, similares iqueles encontrados nas raizes por Diem e.:t

1978a. Pela Tabela 2, principalmente nas folhas de 

"seedlings", percebe-se que as maiores diluições com ativi-

dade da nitrogenase (ARA) concentraram-se no meio LGY, in 

clicando que as bactirias requerem para seu bom desenvolvi�ento 

fatores crescimento, fornecidos pelo extrato de levedura. Es-

te resultado vem de encontro aos obtidos por WATANABE e BARRA 

QUIO (1979), onde bons resultados de isolamento de raízes de 

arroz foram obtidos em meios de cultura com adição de extrato 

de levedurar Neste experimento, como por exemplo, em folhas de 

"seedlings" (variedade Co513 e IAC48-65 superfície esterili 

zada e CBS0-41 superfície não esterilizada) só fôi possível 

detectar a presença de bactérias fixadoras de N
2 

no meio em 

que foi adicionado extrato de levedura. Percebe-se tambem pela 

Tabela 2 que, nas três variedades estudadas, as mais altas <li 

luiçÕes positivas para ARA foram obtidas com folhas secas nao 

esterilizadas. Este fato deverâ pelo menos contribuir pa

queda ra manter populaç;es de bactérias no solo, quer pela 

das folhas ou pela lavagem de sua superfície 

chuva. 

pela· agua da 

RUSCHEL (1978), observou aumentos acentuados do 

teor de nitrogênio da planta, quando folhas de cana picadas 

foram adicionadas ao solo. � certo que a relaçao CiN 
. 

-

ira au-

mentar, o que determinarâ um aumento na fixação biológica de 

N . Agora, tudo indica que ao mesmo tempo foram inoculados mi 
2 
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e r or g a n 1. s mo s f i x a d o r e s d e n i t r o g ê n i o e n a o f i x a d o r e s , q u e n um 

contesto geral. esses Últimos, poderão ajudar na estabilização 

mais râpida de microhabitats ideais para fixação biolÕgica 

do N
2 

(GRACIOLLI e RUSCHEL, 1977). 

Diversos gêneros de bactérias fixadoras de N2

foram isolados das folhas secas e identificados: Bacillu�· po-

lymyxa, Kleb�lella pneumonlae e 3eije�lnckla sp (esta Última 

identificada microscopicamente). 

Fungos, leveduras e outras bactérias foram tam 

isolados quer das folhas verdes, secas ou de '.'seedlings". 

4.1.2 - RIZOSFERA 

Analisando a Figura 2, observa-se que plantas � 

riundas de colmos de cana desenvolvida em casa de vegetaçao, 

das duas variedàdes NA56-79 e CB41-46, apresentaram ·ARA na 

quando germinados dps colm os basais 

n9 3 e 4 respectivamente) e nos apicais (colmo n9 16). 

(colmo 

Jã em 

plantas oriundas de colmos colhidos no campo (Figura 3) houve 

uma distribuição de ARA praticamente por todos os colmos. No 

primeiro caso, 
-

e bem verdade que os colmos pesavam praticameg 

te a metade, (lOg) daqueles que foram colhidos no campo,o que 

poderia influenciar no desenvolvimento das bactérias, pela 

quantidade de substratos contidos no interior dos. mesmos 

neccs sar ios para suportar a fixação de N
2

. Pode-se pen-

sar que somente os colmos positivos para ARA e que contem os 

microrganismos fixadores de N2, porem, observa-se na Tabela 3
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foram numerados a partir da base do caule. 
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e Figura 4, tanto de plantas oriundas de colmos colhidos no 

campo corno de casa de vegetação, diluições decimais positivas 

para atividade de nitrogenase em diferentes partes do vegetal 

e do solo da rizosfera, de plantas que em sistema intacto (Fi 

gura 2 e Figura 3) nio apresentaram ARA. Isto indica que os 

microrganismos responsâveis por esse fenômeno estavam presen

tes, mas, por motivo que não sabemos, estavam inativos. t pr� 

vâvel, que pelo fato dessas p lantas (Figura 2) apresentaremum 

sistema foliar pouco desenvolvido e amarelado, ter havido in

fluência nos exudados das raízes ( pela menor taxa fotossinte� 

tica) que por sua vez influenciariam na fixação biol&gica do 

N2• Muitos trabalhos são a favor dessa hipótese (BROWN,

RINAUDO, 1971; B ALANDREAU et afii, 1974; DOB EREINER e 

1976; 

DAY, 

1975), no entanto substâncias excretadas pelas raízes ( ex.: p� 

lifenóis) podem inibir os microrganismos fixadores de N2 (BROWN,

1974; ELROY, 1965). Em cana-de-açúcar isto é viável pois nao 

se conseguiu até agora avaliar a ARA em colmos nao germinados 

(RUSCHEL - comunicação pessoal). 

Na Tabela 3, percebe-se também que as bacté-

rias, inicialmente no interior dos colmos, passaram a coloni

zar a rizosfera, deixando claro que tal colonização independe 

do sistema foliar. 

Muitos experimentos têm demonstrado , que altos 

níveis de nitrogenio, oriundos de fertilizantes, podem chegar 

a inibir por completo a atividade da nitrogenase em raízes de 

diferentes gramíneas (PEREIRA et a�ii, 1978; PEDERSEN etafii, 
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Diluições positivas para ARA, no meio LGP, de dife 

rentes partes da planta, das variedades NA56-79 e 

CB41-76, desenvolvidas em casa de vegetaçao que 

em sistema intacto não exibiu ARA. 
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1978). Nas diluições decimais de raizes de cana -de -açúcar de 

senvolvidas em solução nutritiva com diferentes doses deN (ze-

ro, 14 e 28 ppm), verificou-se nas variedades NA56-79 e CB41-76, 

um maior numero de bactérias fixadoras de N2
, quando um 

pouco de N (14 ppm) era adicionado (Tabela 4). E possível que 

em condições normais de cultivo, doses moderadas de N, possam 

beneficiar simultaneamente a fixaçao biolÕgica de N2 
e a assi

mjlação de N mineral (jã observado em milho; Pereira e.t alii, 

1978). 

Nota-se na Tabela 5, que ARA de �edaços de ra 

rzes incubados em meio de cultura�cujas plantas desenvolram -

se sem N, apresentaram uma grande diferença entre o meio utili

zado (LG e LGY). Isto confirma mais uma vez, -que algumas bac 

terias fixadoras de N
2

, presentes neste sistema 

seu bom desenvolvimento, fatores de crescimento. 

exigem, para 

A morfologia das colônias, apôs 3 dias de incu 

hação nos meios LG e LGY eram visivelmente diferentes.No meio 

LG apresentava m-se colônias de 0,3 a 1,2 cm de diâmetro, bran 

cas, opacas, rugosa�, sendo Azotobacte.Jz. vlne.la.ndii a bactéria 

mais encontrada. No meio LGY, as colÔ�ias eram maiore-s (0,5 a 

1,5 cm), amareladas, mucosas, opacas e com muitas bolhas de 

gases. Ao microscÕp!i_o foram observadas Be.ije.Jz.inckia.. Pelo sis-, 

tema API 20E foi possível identificar: Ente..1toóa.cte.1t cloaca.e, 

Ba.eillu-0 polymyxa., E.1twlnia henbicola, Kle.b�ie.lla. pneumoniae. e 

Ve..1txia gummo-0a. 



TA
B

EL
A 

5 
-

At
i

v
i

d
a

de
 

d
a

 n
i

t
r

o
ge

n
a

se
 

(n
 

mo
le

s 
c

2H
4• 

i?
.p

e
d

a
ç

o
 

de
 

r
a

i
;1

) 
d

e
 

p
e

d
a


ç

o
s 

d
e

 
r

a
í

z
e

s 
(p

la
n

t
a

s 
c

u
lt

i
v

a
d

a
s 

e
m 

so
lu

ç
ã

o
 n

u
t

r
i

t
i

v
a

 s
e

m
 

n
i

t
r

o


gê
n

i
o

) 
i

n
c

ub
a

da
s 

'p
o

r
 

72
 

hs
 

n
o

 m
e

i
o

 
LG

 
e

 L
G

Y 
a

 
3

0
9

C
. 

Ca
da

 
v

a
lo

r
 

é
 

mé
di

a
 

d
e

 
3 

r
e

pe
t

i
çõ

e
s.

 

M
E

I
O
 

D
E

 
CU

L
TU

R
A 

E
X

T
R

E
M

I
D

A
D

E
 

R
A

I
Z
 

P
R

Õ
X

I
M

A
 

D
O 

CA
U

L
E 

L
G

 
5

8
6

.
5

 
1

.3
5

0
. 

O

L
G

Y 
3

.
1

7
5

.
1

 
6.

3
55

.
2 

w
 

o



31. 

KNOWLES (1977) tem considerado que a localiza-

çao da bactéria na raiz, não sÕ e influenciada pelas disponib� 

lidades de compostos de carbono, mais também pela intensidade de 

competição dos microrganismos por esse carbono. Trigo inoculado 

com Azo:toba.c:te.Jt, em casa de vegetaçao e no campo, mostrou que no 

primeiro caso as bactérias estavam distribuídas continuamente 

ao longo das Jovens. No segundo caso todas as partes das 

raizes estavam infectadas,. incluindo as adventicias, e o numero 

diminuia nas partes mais afas tadas do grão (JACKSON e BROWN, 

1966). DIEM e..:r a.f,<..i (1978b) trabalhando com 11 seedlings 11de,arroz, 

observaram algumas col�nias de Be.ije.Jtinehia. na superfície da 

raiz, na região dos pelos absorven tes, enquanto que, nem todas 

as extremidades estavam infectadas. Em raízes de arroz (DIEM 

et a.lii, 1978a) parece haver uma preferência das bactêrias por 

raízes mais grossas que as mais finas. Neste trabalho, esta 

preferência também ocorreu, pois, observa- se na Tabela 5, que 

aproximadamente o dobro da ARA, foi obtido nas raízes próximas 

ao caule (raízes grossas) oriundas de plantas cultivadas sem 

N, em solução nutritiva. 

Com o uso de TTC, foi tambêm possível detectar 

que raízes grossas são mais infectadas que as finas, incluin-

do uma grande quantidade de pêlos absorventes (Figura 5-A, B e 

C). Observa-se na Figura 5-D que essas colônias apresentam-se distintas no 

interior dos vasos condutores (xilema), semelhantemente aque-

las encontradas por PATRIQUIM et a.lii (1980). Bactérias que re 

duzem o TTC em raízes finas, apareceram esporadicamente. 
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FIGURA 5 - A e B: vista superficial das células das raízes pr� 

ximas do caule, mostrando colônias de bactérias qu e 

reduziram o TTC (aumento X8�). 
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/. 

fIGURA 5 - C: detalhe do pelo absorvente (aumento X/60). 

D: Corte transversal da raiz, mostrando 

de bactérias no interior do xilema. 

X/60). 

colônias 

(aumento 
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4.2 - EXPERIMENTO B 

4.2. 1 - BACTERIAS FIXADORAS DE N
2 

NAS FOLHAS 

A superfície foliar ê o meio ambiente por ex ce

lência, para o crescimento microbiano e especialmenée para os 

fixadores de N2 (RUINEN, 1961; RUINEN, 1974). O número de mi

c rorganis mo Il-ª superfície da folha em milho,au mentou com a id� 

de da planta (BESSEMS, 1973). O mesmo au tor, isolou das folhas 

de milho e sorgo Bacillu� polymyxa. e Kleb��ella. 

Neste experimento, 43% (6/14) das bactêrias i

soladas das folhas secas reduziram c2H
2 ·(Tabela b), 33% foram

identificadas como sendo Ehwinia hehbieola, -17% Azo�o bae�ehvi 

nelandii, 17% Ve.hxia. gummoha. e 33% não foram identificadas (T� 

bela 6) e essas nao pertenciam a família Enterobacteriaceae. 

Vehxia gummoha (17%) �o foi encontrada nas folhas secas (Ta-

bela:]). Apenas u ma dos 5 isolados das folhas jovens (verdes) 

apresentou ARA e pressupostamente pertence a EntVz..obacte.�a.ce.ae. 

Estes resultados confirmam as ob servações feitas no experi mento 

anterior (Exp.A),demonstrando que não podemos descartar a pos

sibilidade das folhas serem outro inõculo natural do sistema. 

4.2.2 - BACTERIAS FIXADORAS DE N
2 

NAS RAIZES 

A esterilização superficial das raízes diminuiu 

o numero total ·de bactêria (Tabela 6) e pode ter eliminado as

bactérias que reduzem c
2

H
2 

(Tabela 7). E bem possível que o
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processo de esterilização tenha sido prejudicial as bactérias 

ou que a diluição utilizada nao foi a ideal para a contagem. 

contra.a primeira hipotese, vârios pesquisadores têm utilizado 

outros agentes esterilizantes, e nao encontraram este efeito 

(DOBEREINER e DAY, 1975; DÕBEREINER et alii, 1976; PEDERSEN et 

alii, 1978; PUR CH ASE, 1980; BALDANI e DÕBEREINER, 1980). Somen 

te 1 d o s 8 i s o l a d o s o b t i d o s d e r a i z e s não e s t e r i 1 i z a d as na-o f o i 

identificado e este nao pertencia ã Enterobacteriaceae (Tabe-

la 7), Enwin�a henb�coLa e Azo�obacten vinelandi foram também 

encontradas no interior dos colmos e nas folhas secas. Este 

fato vem a favor da ideia de que talvez,o colmo seja a fonte 

inicial do inÕculo das bactérias fixadoras de N2(RUSCHEL e RUS

CHEL, 1977); em cana-de-açúcar. 

4.2.3 - BACTERIAS FIXADORAS DE N2 NO CAULE 

A atividade da nitrogenase (C
2

H
2

) dos colmos, 

difere de acordo com a variedade, estação do ano e posição de 

cada colmo no caule (FERRO COSTA e RUS CHEL,: 1981). Ficou claro 

agora, que a população de bacEerias fixadoras de N
2

, no inte-

rior dos colmos, difere quantitativa e qualitativamente (Tabela 

6 e Tabela 7). Nenhuma bactérias que reduz c
2

H
2 

foi isolado de 

colmos basais, entretanto 100% (4 isolados) das bactérias pre

sentes nos colmos intermediários e 60% (3/5) das presentes nos 

apicais apresentaram essa capacidade (Tabela 6). No primeiro 

caso, 25% foi classificada como sendo Enwinia henbicola,e D res 
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tante, não foi possivel identificar pelo método utilizado. No 

entanto, dessas �ltimas�um isolado pelo bom crescimento no 

meio MC pode ser classificado pressupostamente, como sendo roem 

bro da família Enterobacteriaceae. Este fato também ocorreu nos 

isolados dos colmos apicais onde dos 60% com ARA, 33% era E�

winia henbic.o�a, 33% Azotobac.te� vinelandii e 33% nao foram i 

dentificados, no entanto eram pertencentes a familia Enterobaf 

teriaceae. Os colmos intermediarias continham mais bactérias 

que os demais (Tabela 6). 

Nã o foi obtido neste experimento nenhum isolado 

pertencente ao gênero Azo.6p,{,nillum, contrariamente a outros au 

tores (PURCHASE, 1980; ROCHA e.t aLí_i, 1981). 

Dentre todos os isolados, 57% apresentaram at! 

vidade da nitrogenase, e foram identificados. O restante (43%) 

não identificado, na maioria, era proveniente da parte aerea 

na planta (Tabela 7). 

Até agora o melhor exemplo de interaçã·o espec�

fica de bactéria fixadora de N
2 

com gramínea, foi àquela des-

crita por DOBEREINER e DAY (1975) entre Pa.6palu..m (cv bata tais) 

com Azo.tobacte.� p a.õpaiÁ.. Out·ros sistemas têm sido investigados 

e apresentaram grande probalidade de uma especificidade, den

tre eles: trigo com Bac.Ã.llu...b spp. (LARSON e NELL, 1978), arroz 

com Ac.h�omob ac.te.� (WATANABE e BARRAQUIO, 1979), Spa�;tinaalle:!;: 

ni6lona com·Campylobac.te.� (McCLUNG e PATRIQUIM, 1980). Em ca-
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na-de-açúcar, apesar de Beije�inckia ser estimulada· na sua ri 

zosfera {DriBEREINER� 1961). fica claro que virios microrgani! 

mos são responsáveis pela fixação de N2•·
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5 - CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos nos levaram a uma conclu 

são final ·assim resumida: 

A p�pulação de bactérias fixadoras de N2 nas

raízes, folhas e no interior dos colmos de cana-de-açúcar, va

ria quantitativa e qualitativamente. Isto implica que, na pro

pagação vegetativa dessas plantas, os colmos contribuem com u

ma população heterogênea de bactérias, para a cultura canaviei 

ra. 
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A queima das folhas e restolhos adotados como 

práticas respectivamente, na época da colheita e antes do pla� 

tio da cana-de-açúcar, além de destruir a matéria orgânica, e

limina também as bactérias que aí habitam, o que vem sugerir a 

utilização de outro manejo, o qual certamente poderá trazer be 

nefícios para a cultura. 
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