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RESUMO - Resultados anteriores sobre a especificidade hospedeira na infecgdo de gramfneas com
Azospirillum spp foram confirmados no presente trabalho, com maior niimero de espécies. No solo
ocorreram a3 duas espécies de Azospirillum - A. brasilense ¢ A. lipoferum - e, ainda estirpes denitri-
ficantes (nir ) e nio-denitrificantes (nir™). Os isolamentos de raizes esterilizadas de cereais de clima
temperado com via fotossintética Cy (trigo, cevada, aveia e centeio), foram predominantemente da
espécie 4. brasilense; e 03 de ra{zes esterilizadas de gramineas tropicais com via C,4 foram predominan-
temente da espécie A, lipoferum. Em ambos os casos paréce que as plantas, especialmente as C,,
apresentam seletividade para estirpes nio denitrificantes. A iinica excegiio nestas observagdes foi a
cana-de-agiicar, que s¢ comportou como os cereais temperados. Por outro lado, a tiririca, uma Cypera-
cea com via Cy, foi infectada por A. lipoferum, como as gramineas com via Cys-

Termos para' indexagdo: éspecificidade hospedeira, Azospirillum, ce.reais Cj3, gramineas Cy4, fixacfo
de nitrogénio, Rhizocoenosis. - :

HOST PLANT SPECIFICITY IN THE INFECTION OF C3 AND C,4 PLANTS
BY AZQSPIRILLUM SPP

ABSTRACT - The occurence of Azaspirillum brasilense and A. lipafsrum and their nirt and nir*
variants was determined In soll and in non-sterilized and sterllized roots of the C3 cereals wheat, rys, |
barley and cat and of severa! C4 grasses. The C3 cereals were planted in pots with red-yellow podzolic
soil and examined at two growth stages. The C4 forage grasses were collected in fields where the
respective species were predominant, In all soils A, brasifense seemed to predominate. The proportion
of A. brasilense nir- was above 80% in all C3 cereals when surface sterilized roots were examined.’
Azospirillum isolates from surface sterilized roots of C4 grasses were predominantly A /ipoferum but -
only in some species (Panlcum maximum, Sorghum vulgare and Brachiaria sp) the nir” forms predo-
minated. A weed belonging to Cyperaceae (Cyperus rotundus} was also infected by A. lpoferum nir”
as In the case of other C4 prasses. The only exception among the C4 Gramineae was sugar cane which
seemed to behave like the Cj cereals, and all 24 Isolates from surface sterilized roots were A, brasilense
nirt,

Index terms: host plant specificity, Azospirillum, C3 cereals, C4 grasses, nitrogen fixation, rhizocoeno-

S5is.
INTRODUCAO

As associagbes de gramfneas com bactérias fixa-

doras de N2, recentemente denominadas rizoceno- *

ses (Baldani & Dobereiner 1979), estio sendo estu-
dadas sob diferentes angulos. Fatores ligados 4
interagio planta-bactéria receberam enfoque espe-
cial. Entretanto, aspectos como especificidade na
infecgio das rafzes por essas bactérias tém sido

pouco explorados. Uma das poucas evidéncias de
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especificidade hospedeira em gramfneas foi de-
monstrada na rizocenose de um ecétipo de Paspa-
lum notatum com Azotobacter paspali (DSberei-
ner 1966). Essa associagio parece mais restrita
ainda que a simbiose das leguminosas, J4 que se
limita a apenas alguns ecétipos de uma espécie
(Débereiner 1970).

Por outro lado, Azospirillum spp sio considera-
das como as principais bactérias fixadoras de N,
em gram{neas forrageiras e de grios, em clima tro-
pical (Day & Dobereiner 1975; Bitlow & Diberei-
ner 1975), assim como em algumas regides de cli-
ma temperado {Vlassak & Reynders 1979; Peder-
sen et al. 1978), Com as primeiras observagdes de
infecgdo de rafzes por Azospirillum spp em Digi-
taria (Dibereiner & Day 1976), milho (Btilow &
Dobereiner 1975), trigo (Nery et al. 1977), e com
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posterior confirmagio de infecgdo da cortex e do
cilindro central em rafzes de milho (Patriquin &
Dobereiner 1978), grande enfoque tem-se dado a
essa estreita interagdo planta-bactéria.

Motivados por esses aspectos, estudos recentes
(Baldani & Dobereiner 1979) mostraram especifi-
cidade hospedeira em mitho, trigo e arroz na infec-
¢io das rafzes por Azospirillum spp. Enquanto
trigo e atroz se mostraram mais favordveis 3 infec-
¢do por A. brasilense nir-, as rafzes de milho pare-
cem ser preferencialmente infectadas por A, lipo-
ferum. Com o objetivo de ampliar os resultados de
Baldani & Dabereiner (1979), foi comparada a
especificidade de infecgdo por Azospirillum spp
entre um grupo de gramfneas com via fotossintéti-
ca Cj, de clima temperado, e outro com via C4, de
clima tropical.

MATERIAL E METODOS

Foi conduzido em casa de vegetagio um experimento
de vasos com os cereais temperados com via fotossintética
Cy: aveia (Avena sativa), centeio (Secale cereale), cevada
{Hordeum vulgare) e trigo (Triticum aestivum). O expe-
rimento, composto de oito tratamentos, com quatro ce-
reais, duas épocas de coletas ¢ sete repetigdes, no total de
56 vasos, fol disposto em blocos completamente casuali-
zados. Solo Podzdlico Vermelho-Amerelo série ltaguaf
bem homogeneizado, foi uniformente distribuido nos
vasos, Adubacio bisica, constituida de 20 ppm
N (CaNO3) ¢ de 60 ppm P (KaHPOy4), e elementos
menores + Mg (Baldani & Dobereiner 1979) foram apli-
cados em forma de solugdo. As sementes dos cereais
(variedades comerciais) foram esterilizadas com HgCly
(1:500) durante 30 segundos, seguindo-se sucessivas lava-
gens com dgua, antes do plantio nos vases.

Em condigdes de campo foi estudada a especificida-

“de de infecgdo em um grupo de plantas com via fotos-
sintética C4, composto de oito gramineas (Brachiaria
sp, Panicum maximum, Cynodon dactylon, Pennisetum
purpureum, Hemarthria altissima, Digitaria decumbens,
Sorghum vulgere & Saccharum spp.} e de uma Cyperaceae
(Cyperus rotundus). Amostras de rafzes e de solos pré-
ximos das mesmas foram coletadas em cinco locais
diferentes, onde cada uma das gramineas utilizadas
mosttava-se predominante. Os solos variaram conforme o
local. Foram identificados como Planossolo série Agros-
tologia e série Ecologia, e como solo Podzélico Vermelho-
-Amarelo da série Itaguaf.

Azospirillum spp foram isolados de solos e rafzes, com
oh sem esterilizacio, em cloramina T (1%), pelo método
descrito por Baldani & Dibereiner (1979). A identifica¢do
das espécies foi feita de acordo com Tarrand et al. (1978);
¢ a dos grupos de denitrificagdo, de acordo com Neyra
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et al. (1977). O tempo méximo de esterilizagio dependia
da resisténcia das rafzes das diferentes espécies para as
quais foi determinado em ensaios preliminares.

RESULTADOS

O objetivo bisico do primeiro experimento foi
verificar a infecgdo das rafzes de cereais de clima
temperado por estirpes de Azospirillum spp nativas
do solo, j& que os mesmos nio sdo cultivados na
drea e nio foram inoculados com Azospirillum
spp. -

Observamos, na Tabela 1, que mais de 95% dos
isolamentos do solo foram identificados como
A, brasilense, sendo semelhante a percentagem de
formas nir* e nir* (nitrito redutase positivos e ne-
gativos). A, lipoferum apresentou-se em baixa per-
centagem apesar de os referidos cereais terem sido
plantados nestes solo pela primeira vez.

Houve infecgio abundante das rafzes. Na maio-
ria das vezes, cada pedago de raiz produziu cultu-
ras positivas. A composigio da populagio de Azos-
pirillum spp, observada nas rafzes dos cereais de
clima temperado, foi como a do trigo plantado no
campo (Baldani & Dobereiner 1979): 70 a 80%
das estirpes isoladas foram A, brasilense nir~, As es-
tirpes isoladas restantes foram A. lipoferum nir~.
Nio houve, quase, ocorréncia de estirpes denitrifi-
cantes, O aparecimento de A. lipoferum, que nio
ocorreu em ndmeros aprecidveis no solo ¢ que
parece mais acentuado em rafzes nio esteriliza-
das, indica um possivel papel desta espécie tam-
bém em cereais Cj, mas nio no interior das rai-
zes, Observagbes semelhantes foram feitas com
trigo ¢ arroz ({também plantas Cj3) (Baldani &
Débereiner 1979). Comparando-se o efeito do
tempo de esterilizagdo de rafzes na percentagem
de isolados identificados como A, brasilense nir,
verificamos que a esterilizagio mais prolongada
{cinco minutos) favoreceu o isolamento de A.
brasilense nir~, Patriquin & D&bereiner (1978)
observaram que, apds tempos crescentes de esteri-
lizagdo de rafzes com cloramina T, efetuada de acor-
do com a estrutura dasraizes, hd eliminag3o progres-
siva da microflora até a parte inferior da cértex e
o cilindro central, Isto vem reforgar ainda mais
os resultados encontrados por Baldani & Doberei-
ner {1979), onde, com esterilizagdo de rafzes de
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trigo ¢ arroz por quinze minutos, mais de 90% dos

isolados foram 1dent1ﬁcados como A. brasilense

nir-,

No estudo de espec1ﬁc1dade de infecgdo de raf-
zes de gramineas de via fotossintética Cq por Azos-
pirillum spp, realizado em plantas coletadas no
local onde as mesmas predominam, podemos ob-
servar a predomindncia de A. brasilense nos solos
da regido. (Tabela 2). Dos isolamentos obtidos,
.60% foram identificados como A. brasilense nir;
os 40% restantes foram distribufdos entre A lipo-
‘ fefum nir~ — maior percentagem —, e A. brasilen-
se nir*, As amostras de solo utilizadas neste traba-
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lho foram retiradas das proximidades das plantas,
mas nio da rizosfera, Amostras de solo da rizos-
fera de milho crescido no campo mostraram ocor-
réncia predominante (84%) de A, lipoferum (Bal-
dani & Dobereiner 1979).

Apesar da incidéncia predominante de A.
brasilense nir~ no solo, os isolamentos obtidos de
rafzes foram predominantemente A, lipoferum.
A discriminagio’ em favor de A, lipoferum foi
mais acentuada ainda em rafzes esterilizadas, Das
nove espécies com fotossintese C4 estudadas,
oito (incluindo a Cyperacea) apresentaram mais
de 80% de A. lipoferum, com pouca variagio em

- TABELA 1. Especificidade na infeccdo de raizes por Azospirillum spp em graminea Cs de clima temperado®,

Esterilizagio

% de isolados

Espécies em cloramina N%de
{amostra) T isolados ‘A lipoferum A brasilense
(minutos) nir nir” nir’ nlr-
Solo 4] 1 0 0 0 100
‘ Aveia
Sole® +] 19 [+ I 0 42 58
Ralzes 0 9 0 0 4] 100
Rafzes 05 14 0 28 0 72
Ralzes 5,0 5 0 20 0 80
Centeio .
* Solo® ] 8 0 13 12 75
" Rafzes 0 6 o 67 0 33
Rarzes 0,5 22 8] 18 0 B2
Rafzes 5,0 - - - - -
Cevada :
Sola® 1] 10 0 0 50 50
Rafzes 0 16 0 18 0 82
Ralzes 05 - 19 0 26 5 69
Rafzes 50 1 0 18 0 82
Trigo
SoloE 0 - 10 10 0 30 60
Raflzes 10 4 0 50 0 50
Rafzes 05 16 20 o 0 80:
Rafzes 5.0 4 0 25 o 15

8 Sernentes esterilizadas de variedades comercials foram plantadas em sete vasos. Para cada espécie foram tiradas duas
amastras, cada Uma em dpocas diferentes {28 amostras de cada cereal). Nem todos os Isolamentos obtiveram sucesso;
o nimero de estirpes realmente isoladas ests contido na Tabela.

Amostras de solo retiradas do campo onde fol colhido o solo para preenchimanto das vasos.

€ Solo dos vasos.
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TABELA 2. Especificidade na infecgo de gramfneas com fotossintese Cg por Azospirilium spp.®

Tempo da % de Isolados
esterilizagio N%de

Espécie Amostra cloramina T isolados A, llpoferum A. brasilense
{minutos) nirt nie- nirt nir-
Solo 0 6 0 0 o 100
Brachiaria sp. Rafzes 0 19 53 21 o 26
Rarzes 1 12 17 83 0 0
Solo 0 10 ] 0 10 90
Panicum Rarzes 0 12 42 25 8 25
maximum Rafzes 0,5 5 0 100 0 0
Rafzes 30 6 16 84 0 0
Solo 4] 4 [+] 100 0 0
Cynodon Rafzes 0 2] 33 45 22 0
dactylon Rafzes 0,5 7 86 14 0
Solo 0 6 0 8] 16 84
Pennisetum Rafzes 0 14 71 14 7 8
purpureum Raizas 0,5 3 67 33 0 0
Hemarthria Solo 0 5 Q0 8 20 0
altissima Rafzes 0 16 19 62 0 19
Digitaria Solo 0 6 0 100 0 o
decumbens Rafzes 0 2 100 o C o]
Solo o 5 0 o] 0 100
Sorghum Rarzes 0 8 25 0 0 75
vulgare Rafzes 15 14 64 36 4] 0
Ralzes 30 5 20 80 0 8]
Sclo 0 5 0] 0 20 80
Saccharum spp Raflzes 0 4 0 75 0 25
Rafzes 1 24 0 0 0 100
Cvperus Solo 4] 5 0 4] 0 100
rotundus Ralzes 0,25 5 0 100 0 0

8 Amostras foram coletadas no campo em cinco s(tios diferentes, sempre onde a espécie era predominante.

relagio & caracterfstica de ser nit* e nir. Entre-
tanto, com esterilizagdo mais prolongada (30 mi-
nutos), rafzes de Panicum e sorgo apresentaram
85% dos isolados como A. lipoferum nir~, A espe-
cificidade na infecgdo de rafzes de plantas C4 por
A, lipoferum, encontrada neste trabalho, confirma
e estende os resultados de Baldani & Ddbereiner
{1979), onde rafzes de milho esterilizadas, tanto
do campo como de experimento de vasos, seme-
thante ao descrito aqui, renderam quase que ex-
clusivamente A, lipoferum. Um exame mais deta-
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lhado dos dados de Baldani & Dobereiner (1979)
revelou ainda que, em rafzes de milho esteriliza-
das por tempo mais prolongado (1 h) também
houve predominincia de formas nio denitrifican-
tes (nir") (Dbereiner & De-Polli 1979).

A cana-de-aglicar apresentou-se como excegdo
em relagdo i infecgdo por Axospirillum, uma vez
que a espécie encontrada com maior freqiiéncia
foi A. brasilense nir~. Contudo, hi necessidade de
um estudo mais detalhado desta planta, visto que
a mesma ndo ¢ prodominante na regido,
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DISCU&;AQ

Os resultados - apresentados confirmam e am-
‘pliam os dados apresentados por Baldani & Dobe-

teiner (1979) e evidenciam diferengas bdsicas entre .

plantas temperadas com via fotossintética C; e
plantas com via C4, em relagio i infecgdo por
Azospirillum spp. A cana-de-aglcar, embora seja
uma tfpica planta C,, exige estudos mais apura-
dos em face da excegio observada. Outros micro-
organismos fixadores de N, foram isolados de
rafzes de cana (Déberginer 1961; Dobereiner et al.
1972, Ruschel 1979) e, principalsente, Beijerin-
ckia spp, mostraram estreita interagdo com esta
planta. Fixagio de N3 no solo da rlzosfera da
cana {Dabereiner et al, 1972, Ruschel et al. 1978),
que nio fol observada em outras gramineas, mos-
tra diferenga adicional deste sisterta solo-planta.
A infccr;io seletiva por A, brasilense nir- de vé-
rios cereals temperados, que nunca tinham sido
plantados nesta regiio, levanta a qucstao da origem

de bactérias especificas para tais espécies. Na ver-,

dade, o arroz, outra planta C3, ¢ comumente plan-
tado na regido, mas nio hi histérico do plantlo
desta planta no local onde o solo para o experi-
mento de vasos foi colhido. Em estudos de reagdes
cruzadas com anticorpos imuno fluorescentes, as
estirpes de A. brasilense nir~ isoladas de arroz e tri-
go se mostraram idénticas, e distintas das demais
(De-Polli et al. 1979, De-Polli et al. 1980). Estas
observagdes indicam que hid uma diferenga pro-
nunciada na infecgfo de plantas C3 em relagdo ds
plantas com via C4, mas entre as plantas Cj, pelo
menos, nio hé especificidade para a espécie. Em
outras palavras, os cereais de clima temperado e o
arroz parecem ser infectados pelo mesmo tipo de
Azospirillum. Os dados apresentados no presente
trabalho nio permitem conclusio neste sentido
para as plantas com via C4, j& que parece haver
diferengas entre plantas em relagio i preferéncia
de estirpes nir” e nirt (Tabela 2) e ainda hd falta
de um grupo homogéneo nos testes com anticor-
pos imunofluorescentes (Dobereiner: & De-Polli
1979).

A ocorréncia da especificidade hospedeira na
infecgio da graminea por Azospirillum spp indi-
ca estreitas interrelagdes bactéria-planta. Possivel-
mente, a preferéncia por uma ol outra espécie
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estd ligada a caracterfsticas fisioldgicas da planta.
A infecgio preferencial de plantas com via fotos-
sintética C4 por A. lipoferum pode ser ligada i dis- -
ponibilidade de agicares no sftio onde a bactéria
ocorre, isto &, no cilindro central e na cértex inte-
rior (Débereiner & De-Polli 1979), ji que esta es-
pécie, ao contririo de A, brasilense, utiliza gluco-
se. A localizagio da bactéria, que no milho e em
algumas outras plantas C4 é predominantemente
no cilindro central, quando a atividade da nitro-
genase é elevada (Magalhdes et al. 1979), parece
relacionada com a. especificidade na infecgdo.
Pouco se sabe até hoje sobre a localizagio de Azos-
pirillum - nas rafzes de plantas Cj. Observagdes
preliminares com arroz - (Baldani & Débereiner,
prelo) indicam eliminagio da atividade da nitroge-
nase por esterilizagio superficial das rafzes.
E interessante esta observagio: as formas de
Azospirillum nio denitrificantes parecem predo-
minar no processo de infecgdo das rafzes especial-
mente nos cereais temperados. Isto indica diferen-
¢as, além das caracterfsticas fisiolégicas, no uso
ou nio da glucose, que determinam a especifici-
dade. Testes com anticorpos imuno fluorescentes,
preparados com quatro destas estirpes, confirmam
diferengas dentro das duas espécies relacionadas
-com a caracterfstica de denitrificagio (DePolli
et al. 1980, Dibereiner & De-Polli 1979). A sele-
¢do, tanto por plantas C3 como C; de formas de
Azospirillum ndo denitrificantes (nir’), indica
vantagens, no processo evoluciondrio, que favo-
recem a planta, reforgando, assim, a caracterfstica
simbidtica com vantagens mdtuas, tanto da planta
como da bactéria nas rizocenoses com Azospiril-
lum spp. Em vista das possibilidades de perdas de
nitratos do solo e dos fertilizantes, ¢ muito impor-
tante o conhecimento e possivel alteragio da ocor-
réncia, no solo, de formas denitrificantes de Azos-
pirillum spp.
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