VARIAGAO ESTACIONAL DA DENITRIFICACAO
EM GRAMINEAS FORRAGEIRAS TROPICAIS!
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RESUMO - Foi feito um experimento de campo com a finalidade de estudar a variagio estacional da
denitrificagfo associada a rafzes de gramineas forrageiras tropicais adubadas com nitrato. As gramineas
usadas foram Hyparrhenia rufa, Digitaria decumbens (cvs. Pangola A-21 e Transvala) e Pennisetum
purpureum (cvs. Napier e Cameron). A denitrificagio potencial foi determinada através do método de
aciimulo de N, 0, ruma atmosfera contendo C5Hs, dezesscte horas apos a aplicagdo de 20 ml de uma
solugdo de 20 mM N-NOj, O efeito do gendtipo e da adubagfo nitrogenada na capacidade de denitrifi-
car fol observado até quatro semanas apds o corte das gramineas ¢ aplicagdo de N. A denitrificagio
variou com o gendtipo e com a esta¢do do ano. A de Pennisetum foi maior no inicio da estagio chuvo-
sa, e a de Digitaria foi mdxima no perfodo mais seco do ano, quando todo 0 NOj; aplicado para teste
s¢ perdeu como N, O, dentro de 17 horas, '

Termos para indexagfo: raizes, adubagfio nitrogenada, Hyparrheniz rufa, Digitaria decumbens,
Pennisetum purpureum,

SEASCNAL VARIATION OF DENITRIFICATION
IN TROPICAL FORAGE GRASSES

ABSTRACT - A field experiment was carried out to study the seasonal pattern of nitrate dissimilation
on roots of tropical forage grasses uncer frequent nitrate applications. The grasses used were:
Hyparrhenia rufa, Digitaria decumbens (cvs. Pangola A-21 and Transvala) and Pennisetum purpureumn
{cvs. Napier and Cameron). Denitrification was determined by the accumulation of N4O in an
atmosphere containing CaH,, 17 h after the application of 20 mi of a 20 nM N-NO; solution.
Genotype and N fertilization effects on denitrification were observed up to 4 weeks after each cutting
of the grasses and N addition. Denitrification varied with the plant genotypes and the season. The
Pennisetum spp. denitrified more at the beginning of the rainy season while denitrification associated
with the Digitaria spp. was highest during the dry season, when all NO3 applied for the test was lost

as N, O within 17 hours,

Index terms: roots, fertilisation, Hyparrhenia rufa, Digitaria decumbens, Pennisetum purpureum.

INTRODUCAOD

Como conseqiiéncia da adubagio nitrogenada
hd sempre perdas devidas 3 denitrifica¢do, que é a
redugio desassimilatéria do nitrato em que N re-
torna 4 atmosfera como N,O e N, (Payne 1973,
Garcia 1975, Firestone et al. 1979). Esta denitri-
ficagio € feita por uma grande variedade de mi-
crorganismos. Recentemente, foi demonstrado
por Neyra & Berkum (1977} e Neyra et al,
(1977} que algumas bactérias fixadoras de N, en-
contradas em rafzes, também denitrificam,
Azospirillum spp. pertencem a este grupo e repre-
sentam o primeiro grupo de bactérias encontrado
que, simultaneamente, fixa N; e desassimila o ni-
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Fed, Rural do Ric de Janeiro para obtengdo do grau
de Doutorado em Agronomia,
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trato para gds (Day & D&bereiner 1976, Neyra &
Débereiner 1977).

Devido i importincia dos fatos citados na perda
de N para gramfneas forrapeiras tropicais, objeti-
vou-se, com este experimento, estudar a varia¢do
de denitrificagio em algumas dessas gramineas
mais importantes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi feito em campo, num solo Podzdli-
co Vermelho-Amarelo (Ultissolo) série Itaguaf, localizado
proéximo ao Setor de Solos da EMBRAPA, RJ. A andlisc
quimica do solo revelou a seguinte composicdo (camada
superficial de 20 cm): N, 0,09%; P, 2 ppm; K, 72 ppm;
Ca + Mg, 2,7 meq/100 cmi; Al**, 0,1 meq/100 cm?;
pH 5,7, Determinou-se a curva de neutralizagio do solo
¢ fez-se calagem com 2,0 t de calcirio dolomitico (CaO,
29,22%; MgO, 13,37%) por hectare, para elevar o pH de
5,7 para 6,7.

Fez-se uma adubagio bdsica em toda a drea experimen-
tal, compreendendo, por hectare: 100 kg P,0y (metade
na forma solivel e metade na forma de fosfato de rocha);
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50 kg K,0 e 40 kg de micronutrientes (FTE Br-12). O
calcdrio e a adubagfo bdsica foram misturados uniforme-
mente ao solo, através de gradagens com grade de discos,
em agosto e setembro de 1979, respectivamente.

Foram wusadas as seguintes gramineas: jaragud (Hy-
parrhenia rufa cv. Deodoro), pangola (Digitaria decum-
bens), transvala (Digitaria decumbens cv. Transvala
UF 547), napier (Pennisetum purpureum cv. Napiet) ¢
cameron (Pennisetum purpureum cv. Cameron),

As cultivares introduzidas, Transvala e Cameron, tém
demonstrado, em experimento de campo, ganhos marcan-
tes de proteina/ha durante o perfodo seco, quando com-
parados com suas respectivas testemunhas (pangola e
napier), normalmente exploradas em pastagens brasileiras
{Souto 1978). O jaragud entrou como controle, pois do-
mina toda a drea onde foi realizado este experimento.

0 esquema experimental foi de blocos a0 acaso com
quatro repetigSes, cinco cultivares ¢ trés niveis de N,
obtendo-se, assim, quinze tratamentos. A drea bruta de
cada parcela mediu 20 m? 4 mxS5Sm).

As mudas com raizes, no caso do jaragud, pangola e
transvala, e as estacas com trés gemas, no caso do ‘Nepier’
e ‘Cameron’, foram plantadas em outubro de 1979, de
maneira que o stand final por parcela contivesse o0 mesmo
nimero de plantas.

A adubagio com nitrogénio foi feita em cobertura
com Ca (NOj3); (27% N). Os trés niveis de N foram: 0,
25 e 50 kg N/ha, e sua aplicagio foi efetuada imediata-
mente apds cortes das forrageiras nos dias 15.10.80,
15.01.81,15.04.81 ¢ 15.07.71.

As avaliagdes da denitrificagdo foram feitas em interva-
1os de quinze dias, a partir de 30.10,80 até 15.10.81.

Determinou<e a denitrificagfo através do método de
acimulo de N, O pela inibi¢io da atividade da N, Osedu-
tase pelo CoH;, como usado por Federova et al, (1973),
Balderston et al, (1976} ¢ Yoshinari & Knowles (1976),

Apds o dltimo tempo de incubagfo (8 h) usado para
determinar a atividade de nitrogenase em raizes extrafdas
(Souto 1982), injetaram-e, através do ‘subaseal’, 20 ml
de uma sol. 20 mM de KNO; em cada frasco (3 1). Os
frascos foram agitados de modo que toda a solugdo entras-
s¢ em contato com as rafzes. Logo apds, os frascos foram
deixados incubar em sala com temperatura controlada a
320C, durante 17 horas. :

A produgio de N,O foi avaliada injetandose 0,5 mi
da mistura de gases num cromatdgrafo de gds, modelo
Varian, com detetor de condutividade térmica. A coluna
usada foi de 3 m de comprimento e 0,32 cm de didmetro
externo, preenchida com Poropak Q (80 - 100 mesh) e
operada isotermicamente a 70°C, com um carreador de
gds (He), num fluxo de 35 ml/minuto.

Um padrio de 1% N, O (v/¥) fol usado junto a todas as
medigdes de N, O nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em virtude de a medida do acimulo de N3 O ter
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sido feita nos mesmos frascos apds a avaliagio da
atividade da nitrogenase, algumas indagag¢des pode-
riam ser feitas sobre a validade do método:1) a de-
nitrificagio com o tempo de incubagio de 25 ho-
ras (8 para redugdo de C,H, e 17 de actmulo de
N,0) poderia ser influenciada pela multiplicagio
de bactérias denitrificadoras; 2) o longo tempo de
exposicio dessas bactérias ao C3H,; ou C,Hy po-
deria, ao contririo, provocar um decréscimo nas
taxas de denitrificagdo. Os resultados altos do pre-
sente experimento e as taxas geralmcnte lineares
obtidas nos ensaios preliminares (dados nio apre-
sentados) sugerem, entretanto, que o método é
vilido, como estimativa do potencial e, certamen-
te, para fins comparativos.

Efeito da época de coleta @ adubagBa nitrogenada

Qs resultados relativos aos efeitos da épocaeda
adubagio sdo vistos na Fig, 1. As diferengas entre
os coeficientes de regressdo lineares pelo teste t,
20 nivel p = 0,05, mostram que o efeito de N, na
primeira coleta (duas semanas apds a aplicagZo do
adubo nitrogenado), nos trés primeiros perfodos,
foi malor que nos demais, e que, no quarto perfo-
do, nas duas primeiras coletas, o efeito do N foi
major que nas demais coletas. Estes efeitos no
acimulo dé N;O somente nas coletas iniciais,
apés o corte das forrageiras e adubagio nitrogena-
da, parecem realmente ocorrer “in situ” jd que,
mesmo com nitrato {400 ymoles N-NO, ffrasco™ )
usado no meio de incubagio nas outras coletas,
nio se observou acdmulo significativo de N, O,

Provavelmente, a disponibilidade de nitrato
proveniente da adubagio estimulou a multipli-
cagio de bactérias denitrificadoras “in situ”,
Além disto, pode haver a limitagio pot algum ou-
tro fator, talvez, carbono, pois a disponibilidade
de C nas rafzes depende, entre outros fatores, prin-
cipalmente da idade da planta. O teor de C dispo-
nivel na raiz de Panicum maximum decresce com a
idade da planta a partir dos quatorze dias de rebro-
ta (Gomide et al. 1979). Ryden et al, (1979) ¢
Ryden & Lund (Prelo) tém mostrado, em seus es-
tudos de campo, em que foi aplicado adubo nitro-
genado, que o carbono disponfvel passou a ser o
fator limitante mais importante nas perdas de ni-
trogénio por denitrificagio, O efeito da adubagio
nitrogenada no campo, na denitrificagdo “in vitro®,
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FIG. 1. Efeito das &pocas de coleta e adubag3o nitrogenada no aclimulo de N,O (= denitrificagdo) em quatro perfodos
experimentais, As plantas foram cortadas e adubadas com N no infcio de cada per{odo.
Coletas: 2 semanas [(1—L0D, 4 semanas {0—0), 6 semanas (ll—M, 8 semanas (8—41}, 10 semanas (A—A), 12
semanas { X—X}. Cada dado & média de 10 amostras (5 espécies planta x 2 repetigcGes). As barras verticais re-
prasentam os valores do teste Tukey, ao nivel p < 0,05,

¢, mais ainda, a falta de produgio de N, O, quatro
semanas apos a adubagdo, em raizes supridas de
NQ;, confirmam a validez do método usado.

Os aumentos no acimulo de N,0, proporcio-
nados pela adubagio nitrogenada em coletas de
duas semanas apds o corte das forrageiras, foram
bem definidos com 50 kg N/ha™, em todos os
perfodos do ano, e com 25 kg N/ha™!, s6 para o
terceiro perfodo. A aplicagio de nitrato no campo
tem aumentado a produgio de N3O, mesmo sem
uso de C,Hy (Némmik 1956, Blackmer & Bremner
1978, Ryden et al. 1979, Terry & Tate 1980), o
que, neste caso, foi atribufdo 4 inibi¢do da éxido
nitroso redutase pelo nitrato ou por este ser prefe-

rido como receptor de elétrons (Bethlach &
Tiedje 1981).

Efeitos de nfveis t3o baixos, como 25 kg N/ha™?,
que podem causar denitrificagio no perfodo de
menot crescimento das forrageiras (terceiro perfo-
do), devem ser considerados nas praticas de fertili-
zagdo das pastagens,

Efeito do genbtipo

Os resultados apresentados na Tabela 1 permi-
tem avaliar o potencial de denitrifica¢io em coni-
paragdo com o total de nitrato aplicado para o tes-
te. Observam-se valores surpreendentemente altos,
sendo perdida a maior parte ou até todo o nitrato
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aplicado (400 umolesfrascos™ ) num perfodo de
17 h.

Observam-se diferengas entre cultivares e perfo-
dos do ano, sendo que o jaragui e as digitdrias mos-
traram as taxas mais altas de denitrificacio no se-
gundo (jan/81 - abr/81) e terceiro (abr/81 - jul/81)
perfodo..No primeiro (out/80 - jan/81) perfodo,
quando a denitrifica¢io foi mais baixa, estas dife-
rengas estavam invertidas. E surpreendente que os
maiores acimulos de N, O fossem encontrados no
perfodo mais seco e de menor temperatura, quan-
do, nas raizes das digitdrias, houve denitrificagio,
em 17 horas de incubagio, de 84 ¢ 99% do nitrato
aplicado. Isto ¢ de considerdvel importincia econd-
mica durante o perfodo de menor crescimento do
ano, quando as gramfneas forrageiras assimilam
menos nitrogénio do solo,

Os microrganismos associados ds rafzes de
cameron denitrificaram menos (Tabela 1) ¢ fixa-
ram mais N, atmosférico (Souto 1982), tornan-
do-se, com isso, um material genético desejivel pa-
ra futuros trabalhos em pastagem.

Os resultados altos de denitrificagio obtidas
neste experimento, aliados as indicagSes, em nos-
sos laboratérios, de que algumas estirpes de
Azospirillum spp. sio muito ativas no processo de
denitrificagio (Neyra & Berkum 1977, Neyra
et al. 1977), sugerem que os estudos de selegio de
Azospirillum spp. para posstvel inoculagio de gra-
mineas forrageiras devem visar a caracteristica de
ndo-denitrificagio, nas condigdes de campo. E in-
teressante que, entre as estirpes de A, lipoferum
isoladas de ‘Pangola’ e ‘Napier’, mais que nas ou-
tras espécies de forrageiras, havia formas nir * (de-
nitrificantes) (Baldani et al, 1981).

CONCLUSADQ

O efeito do gendtipo e da adubagdo nitrogenada
na denitrificagio perdura por até quatro semanas,
apéds o corte e adubagio nitrogenada das forragei-
ras, sendo a denitrificagio mais intensa no periodo
mais seco do ano.
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