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A FIXACAO DO NITROGENIO DO AR PELAS BAC-
TERIAS QUE VIVEM ASSOCIADAS COM AS
LEGUMINOSAS CROTALARIA E MUCUNA (*

R. A. Carant, H. GaraanTiNi. ¢ J. RoMaNo GaLLO, engenheiros agrénomos, Secgdo
de Agrogeologia, Instztuto Agronmmco

RESUMO

Com a finalidade de conhecer a quantidade de nitrogénio fixado simbidticamente
por crotaldria (Crotalaria juncea, L.) e mucuna and (Stizolobium deeringianum, Bart.)
e a influéncia de alguns fatbres s6bre o fendmeno, instalou-se uma experiéncia em vasos de
Mitscherlich contendo solo tipo terra roxa misturada. Os tratamentos empregados foram
os seguintes : 1) testemunhs ; 2) NPK; 3) NPK + caledrio; 4) NPK + inoculante ;
5) NPK -+ calcdrio + inoculante ; 6) PK + caledrio; 7) PK + caledrio | inoculante.

Dois meses apds a germinagfio das sementes colbeu-se o material para andlise, do-
sando-se 0 N nas rafzes e nas partes vegetativas das plantas,

Nessa ocasifio foram tiradas diversas fotografias, para documentagﬁo comparativa,
da nodulacéio das rafzes nos diversos tratamentos.

1 - INTRODUCAO

As primeiras observagtes sébre & possivel fixagio do nitrogénio do ar
pelas leguminosas foram feitas por Davy em 1813, conforme cita Waskman
(8). Em 1837-38, Boussingault verificou experlmentalmente que a cultura
de leguminosas fornecia um acréscimo no nitrogénio do solo e calculou a
quantidade de N acrescida por acre.

Entretanto, desde as observagtes e dados obtidos pelos dois pesquisa-
dores pioneiros neste assunto, Davy e Boussingault, até a descoberta do
agente responsivel pela fixacdo, por Beijerinck em 1888, houve um perfodo
de muita controvérsia e especulacfo.

Depois da descoberta das bactérias que vivem associadas #s legumino-
sas, os trabalhos publicados s6bre a fixa¢do simbiética do nitrogénio do ar
tém sido numerosos. Atualmente, sabe-se que os microorganismos que to-
mam parte no fenémeno e que vivem em simbiose com as leguminosas per-
tencem ao género Rhizobium.

(% Trabalho apresentado ao II Congreseo Panamericano de Agronomia, realizado em Piracicaba e Bio
Pedro, de 29 de marco a 6 de abril de 1954,

Recebido pars publicaclio em 31 de julho de 1954,
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A quantidade de nitrogénio fixada pelas bactérias que vivem associa-
das as leguminosas é variavel e depende de muitos fatéres, como espécie
da leguminosa, condigtes do solo, natureza da bactéria, ete.

Sébre é&ste assunto a bibliografia é bastante extensa (1, 3, 4, 5, 6, 8).

Consultando apenas os trabalhos mais importantes para o que se tem
em vista com o presente estudo, verifica-se que Lyon e Bizzell, em experi-
éncias que duraram 10 anos, estabeleceram uma comparacio entre a quan-
tidade de nitrogénio fixada através da cultura de alfafa e outras leguminosas ;
enquanto a alfafa fixou 281 quilos de N por hectare e por ano, diferentes
trevos (Melilotus sp.), fixaram de 157 a 188 kg de N e a soja aleangou 118 kg
de N por hectare e por ano (4).

Chapman e colaboradores (2), em experiénciss em lisimetros e durante
10 anos, concluiram que a “purple vetech” (Vicia atropurpuree) e um dos
trevos (Melilotus indica), fixaram aproximadamente 170 kg de N por hec-
tare e por ano.

Nas regides tropicais e sub-tropicais os dados relativos & fixacéio de
nitrogénio por microorganismos simbidticos e ndo simbidticos sio muito
esCassos.

No Estado de Sido Paulo, apesar de ja serem conhecidos os resultados
benéficos determinados pela cultura de leguminosas em rota¢io com outras
plantas de valor econdmico, ndo se conhece, entretanto, a quantidade fi-
xada désse elemento.

O presente trabalho teve por objetivo estudsr em vasos, e em cariter
preliminar, a fixagdo simbiética do nitrogénio, através de leguminosas bem
adaptadas is condigbes do Estado de Sgo Paulo.

2 — MATERIAL E METODO

O ensailo foi instalado em vasos de Mitscherlich esmaltados e constou
de sete tratamentos e trés repetigdes para cada uma das leguminosas es-
tudadas : mucuna and, Stizolobium deeringianum, Bart. e crotalédria, Cro-
talaria juncea, L. '

Os vasos foram cheios com terra roxa misturada, procedente da Esta-
¢io Experimental Central do Instituto Agronémico, em Campinas, reti-
rada & profundidade de 0 — 20 cm. Cada vaso recebeu 6 kg de terra pre-
viamente séca ao ar e passada na peneira de 2 mm. O solo, analisado,
apresentou as seguintes caracteristicas :

pH internacional __________________________ 5,30

Carbono (C) __.__._____. . __.__ 4,06 9,

Nitrogénio (N) __________ ________________ 0,140 9,

POL (Y o .. ,13 e. mg/100 g de solo séen
K+ troedvel ... ______________ . ____ 0,18 e IE ., 4 4 »
Catt troefvel _____ _____._____ . ____. 3,63 & IME 5 1 1 o s
Mg++ troedvel .. ____________________ 0,87 €I 4 3 s
O+ trocdvel ________ ___.__ e 5,40 . ME 5, 4 4 o

(1) PO;"fra.camente adsorvide, extrafdo com solugfio de NH4F 0,025 N ¢ Hz 80, 0,05 N.
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Os tratamentos foram os seguintes : 1) testemunha geral (sem adubo) ;
2) NPK ; 3) NPK + caledrio ; 4) NPK + inoculante ; 5) NPK -} calcirio
+4- inoculante ; 6) PK - caledrio ; 7) PK - calcirio + inoculante.

Foram adicionados por vaso, nos tratamentos em que entrou o elemento,
20gdeN, 2,2 g de P05 e 3,0 g de K0, respectivamente na forma de
NH.NO;, K;HPO, e KC1 em solugdo. O caleério, nos tratamentos 3, 5, 6
e 7 foi bem misturado com os 6 kg de terra, em bandeja & parte e antes da
aplicacdo do adubo, .de forma a manter um contacto o mais perfeito possi-
vel das particulas de caledrio com o solo, enchendo-se, em seguida, os vasos
correspondentes com a terra assim tratada. Foi utilizado um caleario dolo-
mitico sedimentar, com um grau de finura dado pela peneira 50 (0,3 mm
de abertura de malha) e na base de 15 g por vaso, quantidade esta calculada
como suficiente para elevar a 609, a saturacio em bases do solo. A compo-
sicio quimica do caledrio revelou os seguintes teores : CaO, 28,69, ; MgO,
17,49, ;. CaCO; equivalente 94,179.

A semeagfo fol feita em 11 de novembro de 1953, utilizando-se 10 se-
mentes por vaso. As sementes de crotaliria, nos tratamentos que receberam
inoculante, foram inoculadas na propor¢io de 200 g de inoculante () para
50 kg de sementes, e as de mucuna na de 200 g de incoculante para 120 kg
de sementes. Umidade favordvel no solo foi mantida durante todo o tempo
de duracio do ensaio, procedendo-se ao retdérno do percolado e seguindo-se,
em linhas gerais, a técnica preconizada por Mitscherlich quanto ao contrdle
de 4igua.

A crotalaria germinou em 15 de novembro e a mucuna em 18 do mesmo
més. No dia 23 de novembro foi feito um desbaste, deixando-se respectiva-
mente quatro plantas de crotaldria e trés de mucuna por vaso. Aos dois
meses aproximadamente (em 12 de janeiro de 1954) procedeu-se & aprecia-
cio do desenvolvimento comparativo das plantas, e nessa mesma data foi
feita a colheita da parte aérea, cortando-se as plantas rente ao solo. Depois
do corte, as raizes foram retiradas dos vasos, cuidadosamente lavadas e
fotografadas, observando-se a formaciio dos nédulos. A parte aérea (hastes
e folhas) e as raizes foram séeas em estufa a 60° C e a massa séea fol pesada.
O N total foi determinado na raiz e parte aérea pelo processo de Kjeldahl.
Também foi dosado o0 N no solo ao término da experiéneia, nos tratamentos
que nao receberam ésse elemento.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estfo expressos no quadro 1.

Os dados désse quadro permitem afirmar que as plantas que nfo re-
ceberam nitrogénio em forma de fertilizante forneceram uma producdo
de massa séca da parte aérea igual & das que receberam aquele elemento.
Alids, as observacoes relativas ao desenvolvimento vegetativo das plantas,

*) O inoculante empregado foi RAiizobium sp., do grupo da “‘cowpea’’, material fornecido pelo eng. agrd-
nomo Cyro G. Teizeira, do Laboratério de Microbiologia do Instituto Agrondmico de Campinas.
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desde a germinagfo até o corte, esclareceram que o efeito do nitrogénio do
fertilizante foi nulo.

O teor em nitrogénio, das plantas que nio receberam ésse elemento na
forma de fertilizante, mostrou-se praticamente idéntico ao das plantas que
o receberam. Alids, poder-se-ia até concluir que o fertilizante nitrogenado
teve um efeito depressivo na porcentagem de nitrogénio na planta, quando
se comparam os dados obtidos (9, de nitrogénio) no tratamento 7 (PK -
-+ calcdrio 4 inoculante) e no tratamento 5 (NPK + calcdrio - inoculante).
Bste fato, isto é, a depressdio na porcentagem de nitrogénio fixado, cau-
sada por fertilizantes azotados, j4 foi verificada por Thornton (7), usando
nitrogénio radioativo N1

A nodulagdo acompanhou, em linhas gerais, o desenvolvimento da
parte aérea e da porcentagem de nitrogénio nas plantas. As figuras 1 e 2
reunem as fotografias das raizes da crotaldria e da mucuna respectivamente.
A observacio dos nédulos da crotaldria na figura 1 é um tanto dificil, porque
os nédulos sdo individuais, pequenos, e também porque as raizes das quatro
plantas ficaram tdo emaranhadas que foi impossivel separid-las. Na mucuna
os nédulos formam aglomerados grandes, tornando-se, assim, bem visiveis.
Tanto na crotalaria como na mucuna, a maior nodulagdo foi obtida com o
tratamento 7, isto é PK -+ calcario + inoculante.

Pelo exame dos dados do quadro 1, verifica-se também que o teor em
nitrogénio do solo nos tratamentos 6 (PK + calcério) e 7 (PK + caledrio +
+ inoculante) é igual ou superior ao teor daquele elemento no solo antes da
experiéncia, indicando que o nitrogénio contido nas plantas foi fixado sim-
bidticamente.

4 — CONCLUSOES

As conclustes mais importantes que os dados obtidos permitem tirar
sf0 as seguintes :

a) as plantas que nfo receberam nitrogénio na forma de fertilizante

se desenvolveram t&o bem quanto as que receberam ésse elemento; a produ-

_cdo de massa séca da parte aérea seguiu o mesmo fenémeno, em linhas ge-
rais, isto é, o nitrogénio aplicado na forma de fertilizante ndo fez falta ;

b) o teor em nitrogénio das plantas, que nio receberam ésse elemento
na forma de fertilizante, mostrou-se praticamente idéntico ao das plantas
que o receberam ;

¢) o teor em nitrogénio do solo, nos tratamentos PK - calcério e
PK 4 calcério + inoculante, ap6s o término da experiéneia, foi igual ou
levemente superior ao do solo antes da experiéncia, indicando que o nitro-
génio das plantas foi fixado simbidticamente;

d) a quantidade média de nitrogénio fixado por vaso (20 em de di4-
metro) no tratamento PK + calcdrio foi de 0,52 g para a crotaldria e 1,18
g para a mucuna, enquanto no tratamento PK - calcdrio -+ inoculante a
fixacdo foi de 0,74 g para a crotalaria e 1,20 g para a mucuna.
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NITROGEN FIXATION BY BACTERIA IN ASSOCIATION WITH CROTALARIA
AND VELVET BEAN

SUMMARY

A study was made of nitrogen fixation by baecteria in association with crotalaria
(Crotalarie juncea 1.) and velvet bean (Stizolobium deeringianum Bart).

The experiment was performed according to the Mitscherlich pot technique. Three
replications of each of the following treatment were made : 1) check ; 2) NPK ; 3) NPK
4+ Jimestone ; 4) NPK + inoculation; 5) NPK - limestone +inoculation; 6) PK +
inoculation ; 7) PK + limestone + inoculation. The amecunt of nitrogen, phosphorus,
potassium, and limestone added to the pots that received thase elements were as follows :
2.0 g of N in the form of NII4+ NO3; 2.2 g of P205 as Ko:HPO,; 3.0 g of K20 as K
PO 4 and KCl; 15 g of a dolomitic limestone in order to increase base saturation in
the soil to 60 per cent. Inoculation of the seeds was made with a Rhézobium [rom the cow-
pea group.

The plants were allowed to grow for two months and were then cut, dried at 60°
C, and weighed. The roots were dug, washed carefully, and photographed to show the
differenees in nodule formation (figures 1 and 2). Nitrogen was determined separately
in the stems with leaves and in the roots. This element was also determined in soil sam-
ples from treatments n.° 6 and n.° 7 prior to planting and after the plants had been re-
moved from the pots. The data obtained indicated that nitrogen had not been absorbed
from the soil.

The amount of nitrogen fixed per pot by the nodule bacteria i3 given below :

Nitrogen fixed by

TREATMENT Crotalaria Velvet bean
(g) (g

N.oe 6 (PK + limestone) L ) 0,52 1,18

N. 7 (PK + limestone -+ inoculation) .. . ... . 0,74 1,20
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Figura 1 - Raizes de crotaldria (Cro-
talaria juncea, L.), mostrando & no-
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