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ABSTRACT - NITROGEN FIXATION 1IN THE RHIZOSFHERE OF AQUATIC
MACROPHYTES

Mitrogen fixation I{EEH2 reduction) by bacteria in the
rhizosphere of Mymphodides Aindica, Poniedeada cordatfa and in
plants of Utadicufania breviscapa was studied under anaercbic
conditions at one site of Lobo Reserveoir (Brotas-Itirapina,
EP). Significant activities were correlated with washed
root & rhizomes and unwashed plants incubated at 28 DC; high
rates of acetylene reduction were observed for all glucose
treatments. In the summer, kthe HE fixed per day (6.0-31.5
and 5.0-20.0 uguzfg d.w.) could provide 2.0-10.0 and
1.0-2.5% of the standing stock N, demand of Nymphodides Lndi
ca and Pontedeaia coadata, respectively. In the winter, it
wag estimated that 3.0-11.0% of the W, regquirements Utricu-
fania breviscapa could be supplied through bPiological Mg

fixation (2.0-3.5 ugh,/day/g d.w.).

INTRODUGAD

Diverscs pesquisadores té&m relatado a ocorréncia de
microrganismos de vida livre fixadores de nitrogénic em as-
sociacao com macrofitas aguiticas. Estas associagOes incluem
gramineas marinhas (CAPONE & TAYLOR, 1%80; CAFPONE & TAYLOR,
1977: GARRET & HAYASAKA, 1982; GOERING & PARKER, 1972; PhA-
TRIQUIN & KNOWLES, 1972), macreocalgas marinhas flutuantes
(HEAD & CARPENTER, 1975), vegetacgac de mangues e pantanos
salincoe (JONES, 1974; TEAL et al, 1%97%; ZIUBERER & SILVER,
lB?E]; culturas de arrcz irrigade (DOMMERGUES et al, 1973y
OHTA & HATTORI, 19B83; WATAMABE et al, 1979; YOSHIDA & ANCA-
Jas, 1973), gramineas tropicais forageiras (DAY et al, 1975}
e macrSfitas de Agua doce (BRISTOW, 1974; FINKE & SEELEY,
1978; SANTOS et al, 1983a; SILVER & JUMP, 1975; ZUBERER,;
1982} . Nestas associagGes, referidas como semi-aimbiSticas
(HARDY & HOLSTEN, 1973}, oe diazotr&ficos ocorrem como epl-
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fitas nas folhas ou nas ralzes das macrofitas hospedeiras.
FPara algumas destas interagGes tém sido evidenciado, gue
quantidades significativas de nitreogénic combinado tornam-—
se disponiveis &8s macrSfitas aquiticas, via rizosfera, como
resultado da atividade dos microrganismos fixadores de ni-
trogénioc (BRISTOW, 1974; CAPONE et al, 1979; GARRET &
HAYASAEKA, 19B2: PATRIQUIN, 197B; PATRIQUIN & ENOWLES, 19727
BANTOS et al, 1983a; SMITH & HAYASAKA, 1982;: ZUBERER, 1982).

O propdsito deste estudc foi investigar a ocorr@ncia
e extensdo da fixagdo biclSgica do nitrogénic via rizosfera
de macrofitas emersas e flutuantes e em plantas submersas da
Represa do Lobo, bem como, fornecer uma estimativa da con-
tribuigdo do elemento para a biomassa das mesmas.

MATERIAL E METODOS

A= espiciles de plantas investigadas Fforam: Nymphoides
4ndica (L.) O Kuntze, Pontederia cordata L. e Utnicularia
breviscapa Griseb caracterizadas, respectivamente, como en-
raizadas de folhas flutuantes, emergentes e submersas livre
flutuante (SCULTHORPE, 1971). Estas macrofitas com aspectos
ecoldgicos amplamente descritos (BARBIERI, 1984, MENEZES ,
1984) foram coletadas na Represa do Loho (Brotas-Itirapina,
5P) caracterizada como um sistema meso-oligotrofico (TUNDI-
&1, 1977}, na regido da alta-represa onde se desenvolvem em
grande guantidade (Fig. 1), conferindo-lhe caracteristicas
tiplcamente litordnea e sublitorinea (STRIXIND, 1973). As
esp&cles de macrSfitas aquiticas selecionadas, as enraizadas
particularmente, sugerem importincia ao ecossistema devido
suas areas de distribuigdo (Fig. 1) e wvalores significati-
vos de biomassa e produgdo primdria (MENEEZES, 19B84). As plan
tas foram retiradas do sedimento ocu da Agua, transportadas
para o laboratdrioc e utilizadas experimentalmente no mesmo
dia. Foram realizadas coletasmensais (3 réplicas) referen-
tes aos meses de dezembro/1980 a fevermiro/1981, pericdo de
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verac, para as plantas enraizadas, e de maio a agosto/1981
para plantas submersas, periocodo de inverno.

A atividade da nitrogenase em plantas e rizomas A&
ralzes utilizadas fol estimada pelo método de redugdo do ace
tileno=-etilenc (HAEDY et al, 196B; STEWART et al, 19&67). Fa
ra isso foram utilirzados frascos de reacgac (250 mf) conten-
do plantas ou rizomas & ralizes com e/ou sem sedimento {lava
das), Agua destilada e presenca ou nio de glicose na concen
tragaoc de 2 g/100 mf (BRISTOW, 1974}). O processoc de labagem
fol realizado atée a retirada total do sedimento e perifiton
aderentes as ralizes e plantas, respectivamente, ©Os frascos
de reagao foram vedados com tampSes de borracha, sucessiva-
mente evacuados e submetidos a um fluxo de HE por um perfo-
do de 3 minutos. A seguir fol adicionado acetileno num volu
me para fornecer uma pressac parcial de ﬂz ao redor de 0.1
atmosfera (HARDY et al, 1968; PATRIQUIN & KNOWLES, 1972).
Foram incluideos frascos contreoles de doils tipos: um conten-
do Agua destilada e acetilenc, outro contendo dgua destila-
da e material bioldgico. Em intervalo de tempo wvariado 0.5
mf de fase gasc=a dos frascos de reaqiﬂ fol removida atra-
vés de seringas, & o contelido de etilenc ensaliado por croma
tografia gasosa em cromatbdgrafo CG 370, com detector de io-
nizn;ﬁn de chama, eguipado com coluna de Porapak N, 1.80 m
de comprimento, 1/8" de diSmetro, operada a 110 °c e tendo
H2 como gis de arraste. Tendo por base o requerimentu:ﬂaelﬁ
trons da atividade redutora do acetileno e Hz pela nitroge-
nase {HARDY et al, 1973; 1968), fol estimada a concentragao
molar do etileno produzide (SANTOS, 1981), & os resultados
finais expresscs em unidades de nanomoles de Czudfhﬂrafg
(peso seco de rizomas & ralzes e/ou plantal.

Para estimativa da biomassa foram coletadas amostras
{3 replicas), aleatoriamente, durante o periocdo de feverei-
ra/1980 a marco/1981 (20), utilizando-se de um amostrador de
0,25 m? de Area (WESTLAKE, 1974). As amostras foram coleta-
das em estandes homogéneos guanto ao estado fenologico a
sem ocorréncia de outras espécies. A localizagao e a profun
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didade foram, aproximadamente, sempre as mesmas, evitando-se
locais prejudicados por coletas antericres. Parte a&rea e
subterrinea foram separadas, exceto em Utandicufania brevisca
pa em gue foi usado a planta inteira, e lavadas para a remo
cdo de sedimento e perifiton. A seguir o material bioligico
fol colocado na estufa a 70 °C ata cbtencac de paso constan

te. Os resultados foram expressocs em gramas de pesc seco/m?
(gPS/m?) .

0 nitrogénio total, para as diferentes partes das
prlantas seleclonadas, f9ol determinado segundo metodologia
proposta por KJEDAHL com algumas modificagdes (BARBIERI,

1984). As coletas de amostras foram mensals durante o purIE
do de janeiro/19%B0 a fevereiro/1981. Os resultados foram ex
Pressos em gﬂlngSfmi.

RESULTADOS E DISCUSSAOD

A8 curvas representativas do tempo de ﬂuraqim da re-=
dugac do acetilenc para N. 4indica, P. coadaia . brevisca
pa estaoc representadas nas Figs., 2, 3 e 4, respectivamente.
A redugao do acetileno fol observada para todos os tratamen
tos realizados; em condigSes anaerdbias rizomas & ralzes sem
sedimento & ou plantas nao lavadas apresentaram maiores ta=-
xas de reducdo do acetileno, gue rizomas & ralzes com sedi-
mento e ou plantas lavadas. A presenga de uma fonte de car-
bono adicicnal (glicose) otimizou as taxas de redugdo do ace
tileno para todos os tratamentos efetuados. Fol evidenciado
uma seqiléncia crescente na atividade da nitrogenase com re-—
lagao acs momentos de estimativa, do tempo de duragao da cur
va de redugdo do acetileno para as trés espécies de macrifi
tas selecionadas. WNao foi detectado etileno em nivel aigni-
ficativo nos frascos controles, mesmo nagueles incubados oo
acetilenc. Maicres taxas de redugao do acetileno, em ordam
crescente, estiveram associadas, respectivamente, a N. inddi
ea, P. coadata e U, brevidcapa. Assunmindo a proporgaoc de 3
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moles de EZHE para uam de N, reduzides (HARDY et al, 1973;
1968), as taxas de nitrogénio fixade por dia apresentaram va
lores médios entre 6,0-31,5 e 5,0-20,0 ugHEEqPE para N. 4in-
dica e P, coardata, respectivamente, para o perlodo de wverao;
u. brevisdcapa, 2,0-3,5 ngEHgPE para o periocdo de inverno.
Baseado nos valores de bicmassa, conteldo de nitrogénico das -
plantas e taxas do nitrogeénio fixado fol posaivel estimar,
gue O processo de fixaqin contribul com cerca de 2,0-10,0,
1,0-2,5 & 3,0-11,0% do elemento necessaric a biomassa de N.
indieca, P. coadata e U. brevisdcapa, respectivamente. 05 va-
lores médios mensais de biomassa, conteilidoc de nitrogénio to
tal, taxa do nitrogénio fixado e contribuigdoc do elemanto
via fixagaoc bilologica para N. inddiea, P. cordafa e U. bxae-
viscapa estao registrados nes Tabs, 1, 2 & 3, respectivamen

ta .,

Tabela 1 - Contribuigao relativa do nitrogénio através do processc da
fixacao biologica sssociado & rizomas & raizes de Nympholdes
Andica para o periodo de verao.

= *
linmal-l‘ Conteudo de N Taxa N Ei:ndu' Contribuigac do

Faxriedn: “(spsiat) (8N, /gPS/m?) (usﬂzl.u"d!gl"ﬂ} N paza {;';‘“'““
dez, 1624 6.98 15,0 2.1
jan. 70,0 2.95 31.5 10.6
fav. 28.3 0.92 6.3 6.8

* valores meédioce
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Tabela 2 - Conctribuigao relativa de nitrog®nic atraves do
processo de f[fixmgao biologica associado a rizomas
8 raizes de Pontedeandila coadata para o periodo de
verao.
- "
’ * - * Contribuigao deo
Biomassa Conteudo de W Taxa N, fixado
Paricodo (gPS/m?) {EHE /gPS/m?) (L Eﬂzzf‘-‘i /gPSs) N FITI{::WI sa
dazx. 227.3 3.95 5.0 1.2
jan, 382.2 11.38 20.5 1.8
fev. 280 .4 T.35 18.45 2.5

® yaloreas madios

Tabela 3 - Concribuigae relativa de nitrogenio atravas do

processc de fixagao blologica associado a plau-
tas de Ufricufaaia bareviscapa paras o periocdo de

iMVverno.

* w "
Biomassa Conteuds de N Taxa N, Fixado

Contribuicio do"

Perfode pcimi) (N, /gPS/m?) (ugK/a/gps) N para {:,1“"““'
mai 192.9 0.53 2.0 3.8
jun. 11.2 d.30 3.5 11.6
jul, 15.7 0.42 2.9 7.0
kG- 20.9 0.5% 2.2 6.0

# valores medios

Taxas significativas da redugdc do acetilenc em rizo
mas & ralzes lavadas de N. indica e P. condata e em plantas
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ndc lavadas de U. breviscapa foram evidencladas, mesmo na
auséncia de uma fonte de carbono adicional. Tem eido consi-
derado gue a redugao do acetilenc observada para rizomas &
ralzes sem glicose, estd associada com a liberacgic pSs-mor-
te de exudados orglnicos. Contudo, evidéncias da interagio
entre taxas de nitrngiﬁlﬂ fixado e requerimentos do elemen-
to por macrofitas aguaticas (BRISTOW, 19743 PATRIQUIMN, 1972;
SANTOS et al, 1983a; SILVER & JUMP, 1975), do efelto rizos-
fera no nimerco de bactérias fixadoras de nitrogénioc [(PATRI-
QUIN & KNOWLES, 1972; SANTOS, 1981l) e a evidéncia circuns-
tancial de gque para determinadas macrSfitas aguiticas a fi-
®acdo do nitrogénio @ a iinica fonte do elemento (PATRIQUIN,
1978) , sac consilstentes com a hipbtese de gue a redugao do
acetileno em rizomas & ralzes e/ou plantas lavadas estA as-
socliada com a excregac de carboidratos das estruturas consi
deradas. As taxas de redugac do acetileno cobservadas para
N. dindieca, P. cordata e U, breviscapa sugerem gue associadas
as mesmas, ocorre uma populagao ativa de bactérias fixado-
ras de nitrogénic, gue se utilizam dos substratos carboni-
cecs eliminados pelas plantas. Rizosfera, particularmente,
de macrofitas aguiticas tem sido considerada um habitat ade
gquado para suportar uma variedade de diazotr&ficos heters-
trofos da comunidade microbiclogica (BRISTOW, 1974; PATRI-
QUIN, 1978; PATRIQUIN & KNOWLES, 1972; SANTOS et al, 198B3ajp
SILVER & JUME, 1975; ZUBERER, 1982). 0s sistemas radicula-
res fornecem, provavelmente, otimas condigtes para fixaqiq
do nitrogénio, em termos de nutrientes, gases, etc., expli=-
cando portanto as mailores taxas de redugac do acetlileno as-
sociadas a rizomas & ralzes sem sedimento de N. {ndica s P.
coadata, Taxas inferiores de redugioc do acetileno em rizo-
mas & ralzes com sedimento e/ou plantas lavadas sugerem, uma
fungio de competigio devide a presenca de uma malior comuni-
dade microbiolSgica no volume de solo aderente pelos carbol
dratos disponivels, e pela redugao da comunidade perifitica
no processo de lavagem, respectivamente. De modo geral, os
microrganismos competemn por nutrientes, vitaminas & fatores
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de crescimento, mas basicamente, a competigic se estabelece
em relagdc a um substrato energético adeguadc (CLARK, 1969).
Estas consideragfes sdo suportadas pela otimizacgdoc das ta-
Xas de redugio do acetilenc.de N, indica, P, cordata e LU,
bareviscapa na presenca de uma fonte de carbone adicional pa
ra os diferentes tratamentos realizados; resultados semelhan
tes foram relatados em diversos estudos com macrofitas agui
ticas (BRISTOW, 1974; PATRIQUIN, 1972; SANTOS et al, 1983a;
1l983c; SILVER & JUMP, 1975) .,

Os experimentos com N, Lndica, P, coadata a U. bre-
viscapa foram realizados am anaerobiose, podendo assim te-
rem sido subestimados os valores em percentagem da ccniri—
builgdc do processo de fixacdo do nitrogénio com relagac a
biomassa das macr&fitas. Tem sido evidenciada maior ativida
de da nitrogenase associada a gramineas marinhas em condi-
QE{IB aerdbias {(PATRIQUIN & KNOWLES, 1972: SMITH & HAYASAREA ,
1882), sugerindo gue a atividade da enzima pPossa ser compar
timentalizada dentro da c&lula e ser protegida da inativa-
g8o pelo oxigénioc, ou ainda, gue a efici@ncia de diazotrdfi
cos facultativos e ou aerdbios & favorecida por tensSes re-—
duzidas de oxigénic na rizosfera de macrSfitas agquaticas
(ZUBERER, 1982; ZUBERER & SILVER, 1978). Bactérias associa-
das a rizomas & rafzes podem fixar nitrogénio aercbicamen-
te, e dependem da planta para a obtengdc de substratos car-
boniceos e oxigénio, como foi evidenciado para S. affeani -
f£oxa (PATRIQUIN, 1978), em algumas gramineas tropicais (DU
BERETNEF & DAY, 1976) e em T. fesfudinum (OREMLAND & TAYLOR,
1977) . Contudo, um fator comum 3s macrofitas enralzadas N,
indica e P, ceoadata @ a natureza anaerdbia da zona de cres-
cimento das raizes. O sedimento & tipicamente preto, rico em
matéria crginica e nutrientes (TRINDADE, 19B0) e na ausén-'
clia de glicose e acetlilenc liberou metanc guando ensailado
por cromatografia gasosa (SANTOS et al, l983b). Este hahitat
& semelhante aoc descrito para Typha sp e Gilycernia sp, géne-
ros em gue a fixagioc do nitrogénioc via rizosfera fol bem es
tabelecida (BRISTOW, 1974). Embora a redugac do acetilenc
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possa ser resultante da presenga de microrganismos fixado-
res de nitrogénic nos sedimentos (SANTOS et al, 1983b), pa-
rece gque a presenga de slstema radiculares aumentam as ta-
xas de redugao do acetilenc em fungio da abundéncia de fon-
tes orgénicas de energia (PATRIQUIN, 1978; TEAL et al, 1979).

A macrofita submersa U, breviscapa, cuja rizcsfera &
conetituida por um ambiente relativamente aerSbic, fol tam-
bé&m ativa em condigSes anaerdbias. Este fato pode, provavel
mente, ser reflexoc da prdpria situagac da macrbSfita coleta-
da em reglioes relativamente rasas e com grande densidade de
individucos. Tem sido relatado gue a pressac parcial Stima do
oxigénio para redugdo do acetilenc, & funcgfo da tensao do
oxigénio nas ralzes do estoque de macrSfitas aguiticas (BIL
VER & JUMP, 1975). De gualguer modo, naoc resta diavida gue
para U. breviscapa as taxas de redugdo do acetileno sdo pre
dominantemente hetrdtrofas, semelhantes dEguelas evidenciadas
pela associagiéc de bactérias spifiticas em macrSfitas agui-
ticas de lagos, reservatorios e rios (SANTOS et al, 1983a;
1983¢c; SILVER & JUMP, 1975).

Embora a fixagdoc do nitrogénio em condigCes anaerd-
bias para WN. 4indica, P. cordatae e U, breviscapa possa ter
Bido subestimada, nem todo o nitrogeénio fixado torna-se dis
ponivel as crescimento das mesmas. Ocorrem perdas para a co
luna de agua e também para os sedimentos atraveés da desni-
trificagac (KAFPLAN et al, 1977). Este processo, particular-
mente, necessita ser investigado desde gue o oxigénio na ri
zosfera pode estimular & nitrificagac e portanto fornaecer
substratos para a desnitrificacio.

Hao fol possivel correlaciconar a fixagdo do nitrogé-
nio em N. indica, P, coadata e U. baeviscapa em fungio da
sazonalidade, Para regides temperadas tem sido evidanciado
gue malor atividade da nitrogenase ocorre durante o perfodo
de wveraco (CAPONE & TAYLOR, 19B0; SMITH & HAYASAKA, 1982) .
Em nossos experimentos, N. indica e P. coadafa tiveram o
processo de fixagadc do nitrogénic estimadeo durante o perio-
do de verdo, e U. baeviscapa durante o inverno. Baseado nos
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valores de crescimento relativo, produtividade & mortalida-
de foi considerado que a=s trés espé@cies de macrSfitas sele-
cionadas, apresentam a tendé@ncia de aumentar seus valores de
biomassa nos meses de verao (MENEZES, 1984); os valores maio
res estiveram sempre relacicnados a P. cordata. Entre as ma
crSfitas enraizadas N. indica apresentou maiores variagtes
nas taxas de fixagao do nitrogénic e contribuigic em termos
do fornecimento do elemento gue P, cordata, provavelmante,
em fungdc de malores &reas de ocupagdc na represa, taxa de
crescimento relativo e produtividade e menor valor de nitro
Qiniu em astoque, tornando-a mais dependente do processo de
fixagao do nitrogénio. Ao mesmo tempo, N. indica apresentou
um sistema radicular mais desenvelvido que P. coadata. Este
fato representa uma contradigdo para algumas relagdes evi-
denciadas entre biomassa subterrinea e fixagdc do nitrogé-
nic, devido a abundincia de bactérias redutoras do tetrazo-
lium na cortex de %5, abfterntdfora (PATRIQUIN, 1978; TEAL et
al, 1979). Baseado nas taxas de nitrogénioc fixado e nos va-
lores de contribuigdo do elemento para bilomassa de N. {ndi-
ca & FP. cpoadadfa, podemos considerar que o estogue de macrd-
fitas enraizadas parece demonstrar pouca dependéncia com re
lag8c ac processo de fixagio do nitrogénioc. Tais considera-
¢oes sao baseadas na reconhecida capacidade das macr&fitas
enraizadas aksorverem nutrientes da Agua e sedimento, em con
centragoes baixa [(MENEZES, 1984) e alta (TRINDADE , 1980 ,
respectivamente. Provawvelmente, os sedimentos permanecem co
mo a principal fonte de nutrientes para a comunidade de ma-
crofitas enraizadas (BARBIERI, 1984), as guais parecem fun-
cionar comoc verdadeiras "bombas" de retirada de nutrientes
do sedimento para agua (BARBIERI, 1984; ESTEVES, 1980).
Devido a acentuada redugao dos valores de biomassa
no pericdo de dezembro a janeiroc, por infludncia de parime-
tros ecolégicos (MENEZES, 1984), U, breviscapa foi utiliza-
da experimentalmente no pericde de inverno., A auséncia de
um habitat semelhante a rizosfera naoc impossibilitou a ewvi-
déncia de taxas mensurivels de fixagio de nitrogénic. Estas
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apesar de baixas, se converteram em altos valores de conktri
buigaoc deo nitrogénio para a biomassa de U. breviscapa, da
mesma ordem gue o8 verificados para N. indica. Estes resul-
tados s#c suportados pela alta produtividade de U, brevisca
pa em relacdc as macrofitas enralzadas, apesar dos saus bai
xo8 valores de bilomassa e excregiaoc de substratos organicos
{(MENEZES, 1984). Contudao, U. breviscapa apresenta elevados
teores de nitrogénio, comprovando sua eficiéncia em captar
e concentrar o elemento, mesmo am iquaﬂ relativaments Po=
bres no elemento (BARBIERI, 1984)., De gualguer modo, o pro-
cesso de fixacio biloldgica do nitrogénio pode auxiliar a
aparente deficiéncia do nitrogénio para Sguas da regiac da
represa. Provavelmente, a principal fonte do elemento para
U, brevidcapa parece ser o nitrogénic contido na agua., Sua
dependéncia pelos nutrientes da agua, torna seu comportamen
to nutricional semelhante ac do fitoplBncton. A imobiliza-
gac dos nutrientes pelos dols compartimentos biclSgicos pa=-
rece explicar a aparente cligotrofia do nitrogénic combina-
do para essa regiaoc da represa,

Esta investigagac demonstrou gue a comunidade de ma-
crofitas agquaticas suporta uma populacdoc microbicldgica ca-
paz da fixacdo do nitregénioc. Esta populagao constitulda,
predominantemente, de bactérias fixadoras de nitrogénic &
responsavel por parte do elemento necessarlo ac crescimento
das macrofitas aguaticas selecionadas. As estimativas deter
minadas nac devem ser tomadas comoc nimercs exatos. O poten-
cial reprodutivo de N. 4indica, P. cordatfa e U. breviscapa
nao pode ser explicadc unicamente pela contribuicac via f£i-
xagao bioldgica do nitrogénio, Contudo, ndc hd dividas da
importéncia dessa contribuigio am &guas deficlentes do ele-
mento.



57

REFERENCIAS BIBLIOGREFICAS

BARBIERI, R. Estudo da composigac gqulimica de algumas espé-
clies de macrofitas aguiticas e suas implicagdes no meta-
bolismo da Represa do Lobo (Broa) . Saoc Carles, UFSCar,
1984. 225p. Tese Mestrado.

BRISTOW, J.M. HNitrogen fixation in rhizosphere of fresh
water angiosperms. Can. J. Bot., 52: 212-21, 1974.

CAPONE, D.G.; PENHALE, P.A,; OREMLAND, R.S. & TAYLOR, B.F.
Relationship between productivity and N, IEEHEI Fixation
in a Thafasasdia testudinum community. Limnol. Oceanogr.,
24: 117-25, 1979,

CAFONE, D.G. & TAYLOR, EB.F. Mitrogen fixation {acetylensa
reduction) in the phyllosphere of Thafassia testudinum.
Hﬂ.r. Eil:'ll F dﬂ: 19—:5, 15?7-

3 Hitrogen fixation in the rhi-
zosphere of Thafassdia testudinum. Can. J. Microbiocl., 26:
9598-1005, 1980.

CLARK, F.E. Ecclogical associations among soil microorga-—
nisms. Socil Biol., 9: 125-61, 1969,

DAY, J.M.; NEVES, M.C.P. & DOBEREIMER, J. NHitrogenase uﬂti
vity on the roots of tropical forage grasses. Soll Biol.
Bicchem., 7: 107-12, 1975.

DOBEREINER, J. & DAY, J.M. Asgsociative symbiosis in tropical
grasses: characterization of microorganisms and dinitro-
gen-fixing sites. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON NITROGEN
FIXATION, 1, Washington, 1974. Proceedings... Washington,
Washington State University, 1974, p. 518-38.




358

DOMMERGUES, ¥.: BALANDREAU, J.; RINAUDO, G.; WEINHARD, F.
Monsymbiotic nitrogen fixaticon in the rhizospheres of

rice, maize and different tropical grasses. Soil Biol.
Biochem., 5: B83-9, 1973.

ESTEVES, F.A. Die Bedeutung der aguatischen Makrophyten flr
den Stoffhaushalt des Schbhsees. III. Die anorganischen
Hauptbestandteile der aguatischen Makrophyten. Gewdsser
und Abwisser, 66/67: 29-94, 1980.

FINKE, L.R. & SEELEY JR., H.W. HNitrogen fixation (aceatyle—-

ne reduction) by epiphytes of freswater macrophytes. Appl.
Environ. Microbicl., 36: 129-38, 1978.

GARRET, W.S. & HAYASAKA, B.A. HNitrogenasa activity asso-
ciated with Hafodufe wrightii roots. Appl. Environ.
Microbiol., 43: 1244-8, 1982,

GOERING, J.J. & PARKER, P.1. HNitrocgen fixation by epipiytes
on seagrasses. Limnol. Oceancgr., 17: 320-3, 1972.

HARDY, R.W.F.; BURNGS, R.C.; HOLSTEW, R.D. Applications of
the acetylene-ethylene assay for measurement of nitrogen
fixation. Soil Biol. Biochem., 5: 47-81, 1973,

HARDY, R.W.F. & HOLSTEN, R.D. Global nitrogen eycling. Ing
BALLANTYNE, R.K. & GUARRAYA, L.J. The agquatic ermvircnment
microbial transformations and water guality. Washington,
D, 1973.

HARDY, R.W.F.; HOLSTEN, R.D.; JACKSON, E.K.; BURNS, R.C.
The acetylene-ethylene assay for H, fixation laboratory
and field evaluation. Plant Physiol., 43: 1185=-207, 1968.

HEAD, W.D. & CARPENTER, E.J. HNitrogen fixation with ‘the
marine macroalga Codium faagdife. Limnol. Cceanogr.., 20¢:
815=-23, 1975.




359

JONES, K. HNitrogen fixation in a salt marsh. J. Ecol.,
62: 553=65, 19%74.

KAFLAN, W.A.; TEAL, J.M.; VALIELA, I. Denitrification in
salt marsh sediments: evidence for seasonal temperature
selection among populations of denitrifiers, Microb.
Ecol., 3: 193-204, 1977.

MENEZES, C.F.S5. Bicmassa e produgdo primiria de trés espée-—
cies de macr&fitas aguiticas da Represa do Lobo {Broa).
Saoc Carlos, UFSCar, 1984, 253p. Tese Mestrado

OHTA, H. & HATTORI, T. MNitrogen fixation by oligotrofic
bacteria on the flood rice roots. Soil Sci. Plant Nutr.,
29: 355-62, 1983.

COREMLAMD, R.5. & TAYLOR, B.F. Diurnal fluctuations of Dz,
Hz and ch in the rhizosphere of Thalfassla Lesatudinum.

Limnal. Qceanogr., 221 566=70, 1977.

PATRIQUIN, D. HNitrogen fixation (acetylena reduction) asso
ciated with cord grass Spandiina alffeandiffora Loisel.
EE'CI].- BI‘ z'El zﬂ—?; 19?51

PATRIQUIN, D. The origin of nitrogen and phosphoruas for
growth of the marine angiosperm Thatassia tLestudinum.
H.E:I.'.. Biﬂli [ 151 35_i5' 19?2[

PATRIQUIN, D. & KNOWLES, R. HNitrogen fixation 4in the rhi-
zosphere of marine anglosperms. Mar, Biol., 1l6: 49-58,
1872.

SANTCOS, J.E. Fixagdo de nitrogénioc em rizosfera de macrdfi
tas aguaticas (Represa do Lobo, Brotas -Itirapina, SP).

Sao Carlos, UFSCar, 198l. Tese Doutorado



460

SANTOS, J.E.; GAZARINI, L.C.; LACAVA, P.M.; MAINTINGUER, 5.1.
Fixagao de nitrogeénioc em Ufricularia ep. In: SEMINARIO
REGIONAL DE ECOLOGIA, 3, Saoc Carlos, 1983, Anails... Sao
Carlos, UFSCar, 19B3. p. 127-33.

SANTOS, J.E.; GAZARINI, L.C.; LACAVA, P.M.; TENDOLIN, R.M.
Fixagao do nitrogeénio em sedimento lacustre. In: SEMINA
RIO REGIONAL DE ECOLOGIA, 3, Sac Carloa, 1983. Anala...
Sac Carlos, UFSCar, 1983. p. 79-=85.

SEANTOS, J.E.; GAZARINI, L.C.; RODRIGUES, J.S5.P.; LACAVA, P.M.
Fixagaoc de nitrogénio associada com macrofita aguatica
(Mayaca fLuviatifis Aublet]. Naturalia, 8: 241-9, 1983.

SCULTHORFE, C.D. The bilclogy of aquatic vascular plants.
London, Edward Arnold, 1971, 610p.

SILVER, W.S5. & JUMP, A. HNitrogen fixation associated with
vascular aquatic macrophytes. In: STEWART, W.D.P. MNi=
trogen fixation by free living microorganisms. Cambridge,
Cambridge Univ. Press, 1971l. p. 1l2l-5.

SMITH, G.W. & HAYASAKA, 5.5. HNitrogenase activity assoclated
with Hafodufe wrightii roots. Appl. Environ. Microbiol.,
43: 1244-8, 1982.

STEWART, W.D.P.; FITIZGERALD, G.P.y BURRIS, R.H. In situ
studies on N fixation using the acetylene reduction
technigque. Proc. Nat. Acad, Sci., U.S5., 58: 2071-8, 1967.

STRIXING, G.BE.M.A. Socbre a escologia dos macroinvertebrados
do fundo da Represa do Lobo. Sac Paulo, Institutec da
Biociéncias, USSP, 1973. Tese Doutorado.

TEAL, J.M.; VALIELA, I.; BERLO, D. WNitrogen fixation by
rhizoesphere and free-living bacteria in salt marsh



361

sedimentes. Limnol. Oceanogr., 24: 126-32, 1979,

TRINDADE, M. Nutrientes em sedimento da Represa do Lobo
{Brotas -Itirapina, SP). Sac Carlaes, UFSCar, 1980, Tese
Mestrado,

TUNDISI, J.G. Produgaoc priméria, "standing-steck", fracio-
namento do fitoplancton e fatores ecolfgicos em ecossis-
tema lacustre artificial (Represa do Broa). Ribelr&o
Preto, FFCL, 1977. Tese Livre-Docencia

WATANAVE, L.; BARRAQUIO, W.L.; GUZMAN, M.R.; CABRERA, D.A.
Nitrogen fixing (acetylene reduction} activity and popu-
lation of aercbic heterotrophic nitrogen fixing bacteria
associated with wetland rice. Appl. Environ. Microbiol..
37: 813-5, 1979,

WESTLAEE, D.F. A manual on methods far measuring primary

production in aguatic environments. Blackwell. ODxford,
Blackwell, 1974. (IBP Handbook, 12)

¥YOSHIDA, T. & ANCAJAS, R.R. HNitrogen-fixing activity in
upland and flooded rice fields. Soil Sci. Am. Proc., 37:

EUBRERER, D.A. Nitrogen fixation (acetylene reduction) asso
clated with duckweed (lLemnaceace) mats, Appl. Environ.
Microcbiol., 431 823-8, 1582.

ZUBERER, D.A, & SILVER, W.5. Biological dinitrogen fixation
(acetylene reduction) asscoclated with Florida mangroves.
Appl. Environ. Microbicl., 35: 567-75, 1578B.




362

AGRADECIMENTOS

Somos gratos ac CNPg e FAPESP pelo auxilio financei-
ro @ acs colegas do LaboratSrio de Limnologia da UFSCar pa-
las valiosas criticas e sugestGes.

ENDEREGO DOS AUTORES

BANTOS, J.E.jy ESTEVES, F.A. e MENEZES, C.F.85.
Laboratorioc de Limnologia

Departamento de Ciéncias Bliolbgicas
Universidade Faderal de Sd&c Carlos

13560 Saoc Carlos - SP -

BARBIERI, H.

Labohidro

Universidade Federal do Maranh#&o
Praga Gongalves Dias, 21

65000 Bao Luiz — MA






