VARIAGAO ESTACIONAL CA FIXACAO DE N,

E ASSIMILACAO DE NITRATO EM GRAMINEAS FORRAGEIRAS TROPICAIS'

SEBASTIAO MANHAES SOUTO e JOHANNA DOBEREINER?

RESUMOQ - Foi feito um experimento de campo com a finalidade de estudar a vatiagdo estacional da
fixagao de N,, assimilag@o do nitrato, nimero de bactérias fixadoras de N, e produtividade de cinco
cultivares de gramineas forrageiras tropicais. As gramineas foram: Hyparrhenia rufa (jaragud), Digitaria
decumbens cultivares A-21 ¢ Transvala) ¢ Pennisetum purpureum (cultivares Napier ¢ Cameron).
Observou-se uma correlagdo altamente significativa (r = 0,76**) entre precipitagio e atividade da ni-
trogenase, sendo mais evidente essa influéncia na cv. Cameron. Nio houve diferenga na atividade da
nitrogenase entre gendtipos no pen’odo seco. Os efeitos do N na redutase de nitrato foram observados,
no miximo, até quatro semanas apds cada aplicagio da a_dubaqao Em todos os gendtipos, menos de
10% das bactérias estavam localizadas na parte interna da raiz. Contudo, houve correlagio, nas-trés
cultivares, Cameron (r = 0,66**), Pangola (r = 0,45*) e Transvala (r = 0,41*), das bactérias no in-
terior das raizes com a atividade da nitrogenase. A populagio maior de bactérias no exterior das rafzes
nio mostrou correlagdo nenhuma com a atividade da nitrogenase.

Termos para indexa¢fo; atividade da nitrogenase, assimila¢io de mtrato atmdade da redutase de ni-
trato, bactéria fixadora de N, atmosférice.

SEASONAL VARIATION OF DINITROGEN FIXATION AND ASSIMILATION
OF NITRATE IN TROPICAL FORAGE GRASSES

ABSTRACT - A field experiment was carried out to study the seasonal patterns of Nj-fixation,
assimilation of nitrate and population of N,-fixing bacteria on roots of tropical forage grasses under
frequent nitrate applications. The grasses used were: Hyparrhenia rufa {Jaragud), Digitaria decumbens
{cvs. Pangola A-21 and Transvala) and Pennisetum purpureum |cvs. Napier and Cameron), Rainfall and
nitrogenase activity were positively correlated {r = 0,76**), especially with the cultivar Cameron,
the genotype which showed in general highest nitrogenase activities. There was no difference in.
nitrogenase activity amaong cultivares during the dry season, The effects of fertilization with nitrogen
on nitrate reductase activities lasted up to four weeks after each fertilizer application. All genotypes
contained less than 10% of the bacteria inside the root, which however in three cultivars, Cameron
{r = 0,66**), Pangola {r = 0,45%) and Transvala {r = 0,41%), were significantly correlated with
nitrogenase activity of the roots. The larger external population showed no correlation with the
nitrogenasea activity.

Index terms: biological nitrogen fixation, nitrogenase activity, assimilation of nitrate, nitrate reductase

activity, N -fixing bacteria.

INTRODUGAD

Um dos grandes problemas de producio de leite
das principais bacias leiteiras brasileiras é a oscila-
gdo estacional com uma queda na produgio mui-
to acentuada no periodo seco. Por outro lado, o
nitrogénio foi indicado como uma das solugdes pa-
ra o aumento de produgio animal neste periodo
{(Quinn et al. 1961, Henzell 1962). Entretanto, co-
mo os fertilizantes nitrogenados oneram os custos
da produgdo, e a demanda de alimentos cresce ano
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a ano, tem-se erfatizado a necessidade de maior
exploragio do potencial da fixagio biologica de
N; atmosférico em gramineas tropicais. Dados
promissores tém sido obtidos com cereais, (Dobe-
reiner & Day 1976, Neyra & Dibereiner 1977,
Berkum & Bohlool 1980, Baldani & Dobereiner
1980, Rennie 1980, Nur et al. 1980, Cohen et al,
1980, Kapulnik et al. 1981a, b, Rao 1981, Balda-
ni et al. 1983} e forrageiras (Neves et al. 1976,
De-Polli et al. 1977, Smith et al. 1978, Baltensper-
ger et al. 1978, Bouton et al. 1979, Bouton & Zu-
berer 1979, Taylor 1979, Ddbereiner 1980.
Boddey et al. 1982, em varias partes do mundo.

O ganho de N através da fixagio biolégica de
Nj, alidada i aplicagio ou ndo de baixos niveis de
adubagio nit‘rogenada, devera ser a saida racional
para obter altos rendimentos com custos relativa-
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mente baixos. Entretanto, a avaliagio daquele po-
tencial bioldgico, no campo, implicar4 estudos das
interaces entre a assimila¢do do nitrato e a fixa-
¢io biologica de N, pelas forrageiras, durante os
periedos do ano,

Devido & importincia dos fatos citados no ba-
lango de N para gramineas forrageiras tropicais,
objetivou-se, com o presente trabalho, estudar a
variagio estacional das atividades da redutase de
nitrato e nitrogenase, bem como o nimero de
bactérias fixadoras de N, localizadas no solo,
no interior e exterior das rafzes, além de N acu-
mulado na parte aérea das plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em campo, em solo Pod-
zdlico Vermelho-Amarelo série Itaguaf, localizado proxi-
mo ao Setor de Solos da EMBRAPA, RI. A andlise qui-
mica revelou a seguinte composi¢ic (camada superficial
de 20 cm): N, 009%; P, 2 ppm; K, 72 ppm; Ca + Mg,
2,7 meq/100 cm®; AI***, 0,1 meq/100 em®; pH 5.7.
Determinouse a curva de neutralizagdo do solo e fez-se
calagem com 2 t/ha de calcdrio dolomitico (Ca0 29,22%;
Mg0 16,37%), para elevar o pH de 5,7 para 6,7.

Fez-se uma adubagdo bdsica em toda a drea experi-
mental, compreendendo: 100 kg/ha de PO (metade
na forma solivel e metade na forma de fosfato de rocha);
50 kg/ha de K50 e 40 kg de F.T.E. Br-12. O calcdrioe 2
aduba¢do basica foram misturados uniformemente com o
solo, com grade de discos, em agosto e setembro de

1979, respectivamente. Foram usadas as seguintes gra- .

mineas; jaragud (Hyparrhenia rufa cv. Deodoro), pangola
(Digitaria decumbens cv. Taiwan A-21), transvala (Digi-
taria decumbens cv. Transvala UF 547), napicr (Pennise-
tumt putpureum cv. Napier) e cameron (Pennisetum
purpureum cv, Napier),

As cultivares introduzidas, ‘Transvala’ e ‘Cameron’,
tém demonstrado, em experimentos-de campo, aumentos
marcantes de protena/he, durante o perfodo seco,
quando comparadas com suas respectivas festemunhas
(pangola e napier), normalmente exploradas em pasta-
gens brasileiras (Souto 1978). O jaragud entrou como
controle, pois domina toda a drea onde foi realizado ©
experimento,

O esquema experimental foi de blocos ao acaso, com
quatro repetigBes, cinco cultivares e trés niveis de N,
obtendo=se,. assim, quinze tratamentos. A drea brutz de
cada parcela mediu 20 m? (4 m x $ m).

As mudas com raizes, no caso do jaragud, pangola e
transvala, e as estacas com trés gemas, no caso do napier
e cameron, foram plantadas em outubro de 1979, de
maneira que o estande por parcela contivesse ¢ mesmo
nimero de plantas.
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A adubagio com N foi feita em cobertura com
Ca (NO3)}y (27%N). Os trés niveis de N foram: 0,25 kg/ha
e 50 kg/ha. A aplicagdo foi efetuada imediatamente apos

os cortes de avaliagio da produtividade das forrageiras

nos dias 15.10.80, 15.01.81, 15.04.81 ¢ 15.07.81.

Apesar da declividade minima da drea experimental,
tomou-se todo cuidado para evitar que houvesse a lixivia-
¢ic do nitrato para as parcelas dos blocos situados na
parte mais baixa do terreno. Para isso, foram feitos sulcos
(50 cm largura x 30 cm de profundidade) entre os blocos
subseqiientes.

As avaliages das atividades da redutase de nitrato e
nitrogenase foram feitas com intervalos de quinze dias, a
partir de 30.10.80 até 15.10.81. Neste mesmo petfodo,
porém com intervalos de 30 dias, foi avaliado o nimero
de bactérias fixadoras de N.

Em cada coleta, todos os parimetros medidos, exceto
a produtividade das forrageiras, foram feitos na mesma
amostra. As colheitas foram feitas em dois blocos de cada
vez, alternando sistematicamente com os outres dois,
nas coletas subseqiientes.

Atividade da redutase de nitrato

No preparo das amostras para a avaliagdo da atividade
da redutase de nitrato, todas as folhas foram destacadas
da planta no campo e colocadas em gelo até a determina-
¢40 no laboratdrio. As atnostras foram tomadas no cam-
po, duas repeticdes para cada tratamento, sempre as
9 horas e com intervalos de quinze dias, a partir de
30.10.80 até 15.10.81. As condigBes climiticas nos dias
das coletas sio mostradas na Fig. 1A.

A atividade da redutase de nitrato foi determinada
pelo método usado por Klepper et al. (1971) e Neyra &
Hageman {1978), Folhas foram cortadas tipo couve, em
pedagos pequenos, € estes foram pesados (200 mg) e
colocados em § ml do meio de incubagdo contendo:
K;HPO4 0,1 M (pH 7,5); NO3 0,1M; 0,05% neutronix,
1% propanol. O meio com as folhas foi incubado a 30°C,
durante uma hora, em cimara escura. Foram feitas deter-
minagdes da redutase de nitrato na presenga (potencial) e
auséneia (real) de NO3 no meio de incubagio.

Determinaram=se as atividades da redutase de nitrato,
-NQ; e+ NO,, pela quantidade de NOj presente em ali-
quotas de 0,2 ml, tomadas ne tempo zero ¢ no final de
incubagdo, quando colocadas em 2 ml da solugio de
1:1 (v/v) de 0,02% n-1 naftiletilenodiamina e 1% de suk
fanilamida em 1,5 M HCL Completou-se o volume para
4 ml com dgua destilada e, apés 15 minutos, determinou-
+¢ a absorbincia a 540 nm.

Atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi determinada pelo mé-
todo proposto por Souto (1982). Plantas inteiras foram
retiradas do campo ¢ imediatamente tiveram seu sistema
radicular mergulhado em um balde com dgua deionizada.
LogaRapds, retirou-se uma amostra do sistema radicular
com 10 cm da parte aérea. As amostras foram colocadas
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FIG.1. A Efeito da época da coleta das forrageiras na atividade da nitrogenase (0—— 0} em rafzes extrafdas nas ativi-

dades da RN {-NO3) {0———} 8 RN {+NO;) (#~——8), Cada panto & média de 30 parcelas {cinco espécies

de planta x 3N x duas repeticSes) transformado em

n + 1. As barras verticias no intervalo entre cortes,

representarmn os valores do teste Tukey no nivel p < 0,05, para as cofetas naquele intervalo,

B - Variacio da precipitagdo (X

X), nos intervalos das coletas, e temperatura média {X———X}, no diada

coleta, medidas durante o perfodo experimental {15.10.80 a 15.10.81).

em trascos de 3 1 também com dgua deionizada. Em se-
guida, no laboratdrio, a 4gua do frasco foi trocada por
N; contendo 0,25% de 04, e os frascos fechados herme-
ticamente com ‘suba-seals’. Injetaram-se 12% (v/v) de ace-
tileno e 3% (v/v) de 0,, e fez-se a incubacido numa sala
com temperatura controlada em 32°C, Com 6 e § horas,
a partir do tempo de inje¢io do acetileno, determinou-se
a quantidade de etileno produzida.

O etileno produzido foi avaliade injetande-se 0,5 ml
da mistura de gases num cromatdgrafo de gds Perkin-
-Elmer (F-11) com detetor de ionizagio de chama
de hidrogénio, equipade com coluna Poropak N
{100-120 mesh), de 50 ¢cm de comprimento por 0,32 cm
de didmetro. A coluna foi operada isotermicamente a

40°C, tende o nitrogénio como gds de arraste, ao fluxo
de 30 ml/min. Os tempos de reten¢fo foram, aproxima-
damente, de 24 e 32 segundos para o etileno ¢ acetileno,
respectivamente. O padrdo de etileno a 110 vpm balan-
ceado com N, (mistura especial de White Martins) foi
usado. para calibrar os instrumentos, durante todo o
periodo experimental. Com cada série de amostras foram
analisadas testemunhas contendo 12% de acetileno em
ar num vidro vazio, para avaliar a impureza do etileno
presente no acetileno usado.

Nimero de bactérias fixadoras'de N,

Este parimetro foi obtido mensalmente a partir de
15.11.80 até 15.10.81, em trés tipos de amostras diferen-
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tes: a do solo entre as plantas, a da raiz nio esterilizadae a
da raiz esterilizada com cloramina T 1% durante 15 minu-
tos. O tempo de esterilizagfo foi predeterminado em en-
sajo preliminar como o tempo mdximo, apds o qual ainda
se observou crescimento de bactérias fixadoras de Ni,
quando as rafzes foram colocadas em meio de cultura.

Por ocasido da coleta de amostras de plantas no campo
para as medigSes das atividades de redutase de nitzato e
nitrogenase, desta mesma amostra, separavam-e duas
subamostras com taizes ¢ uma amostra de solo que era
retirada entre as plantas, para que fosse determinado o
nimero de bactérias fixadoras de N.

No laboratério, a amostra de raizes esterilizadas seguiu
o seguinte esquema; rafzes provenientes do campo foram
lavadas com #gua esterilizada, em seguida mergulhadas
num frasco contendo solugdo tampao fosfato (pH = 7,5)
durante 5 minutos, depois lavadas com dgua esterilizada
durante 5 minutos, para serem mergulhadas numa solu-
¢fo de 1% de cloramina T durante 15 minutos. Neste
caso, houve a preocupagic de que a parte cortada das
rafzes ndo ficasse em contato com a solugdo de cloramina,
Para isto, mantiveram-se as extremidades cortadas da raiz
para cima, sé mergulhando o restante da raiz. Finalmente,
houve duas lavagens consecutivas das raizes em frascos
com dgua esterilizada, durante 5 minutos cada lavagem.

As amostras de raizes ndo esterilizadas foram lavadas
com dgua. Porgdes de raizes (10 g) foram cortadas em
pedagos pequenos e macerados em sol. 4% de sacarose
previamente esterilizada, completando-se o volume para
100 ml com a mesma solugio de sacarose. Amostras
(10 g) do solo foram homogenizados em solugdo de saca-
rose (4%) e completado também o mesmo volume final.
Aliquotas de 1 ml dessa solu¢io foram diluidas consecuti-
vamente em tubos contendo 9 ml de sol. 4% de sacarose,
até a concentragio de 10-8 células/g solo ou raiz fresca.
De cada tubo de diluigdo, aliquotas de 0,1 ml foram trans-
feridas para trés frascos de 10 ml cada contendo § ml
de meio NFb semisdlido modificado (Baldani & Db-
bereiner 1381},

Este meio teve a seguinte composigio para 1,000 ml:
5 g de ac. mdlico; 0,5 g KHPO,; 0,2 g MgS0y4 . TH,0;
0,1 g NaCl; 0,2 g CaCl, . 2H,0; 2 mi sol. de micronutrien-
tes; 2 ml sol. 0,5% de azul de bromotimol em sol. 0,2 N
de KOH: 4 ml Fe EDTA (1,64%); 1 m! sol. de vitaminas;
4 g KOH; 1,75 g dgar, A solugio de micronutrientes con-
tinha em 200 ml: 0,2 g NayMo0,.2H,0; 0,235 g
MnSQ, . H;0; 0,28 g H3BO;; 0,008 g CuS0O, . 5H,0;
0,024 g ZnSO,. A solugdo de vitaminas continha em
100 ml: 10 mg biotina; 20 mg piridoxina. No final, cada
frasco (10 ml = com meio NFb continha duas fontes de
C, ou seja, 5 g/l de malato e 0,8 g/l de sacarose, esta ulti-
ma otiunda da solugdo de sacarose usada nas diluigdes.

Os frascos foram colocados para incubar durante oito
dias em uma sala com temperatura controlada a 32°C.
Durante este perfodo, os frascos onde havia crescimento
de bactérias fixadoras de N, foram fechados com ‘suba-
seals' e foram injetados 12% de acetileno. Apds incuba-
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¢do por uma hora a 32°C, o etileno produzido foi me-
dido, como descrito anteriormente.

Uma pelfcula esbranquicada e densa na superficie do
frasco fol considerada indicagio da presenga dominante
de Azospirillum brasiliense e (ou) A. lipoferum. Entre-
tanto, apareceram também outras bactérias que forma-
ram uma pelicula menos densa e localizada no meio do
frasco, que também produziu etilenc. Esta bactéria foi,
recentemente, identificada como Azospirillum amazonen-
se sp. nov. (Magalhdes et al. 1983). Contudo, em ambos
os casos, as diluigBes sé foram consideradas positivas
quando os valores de etileno produzidos foram cinco
vezes maiores do que os encontrados no controle (frasco
56 com 12% de acetileno). As contagens do nimero de
bactérias foram feitas pelo método do niimero mais
provivel (N.M.P.) e para isso usouse a tabela de
MacCrady.

Produtividade de gramineas forrageiras

Este parimetro foi avaliado durante um ano, com in-
tervalos de trés meses, a partir de 15.10.80 (corte de
uniformizagao). :

As plantas da drea itil (6 m?) de cada parcela foram
cortadas, aproximadamente, a 5 cm do sclo, ¢ pesadas,
retirande uma amostra para determinagdo de matéria seca
e da percentagem de nitrogénio. O material foi secado em
estufz a 65°C e, posteriormente, pesado, determinando-se
o0 nitrogénio pelo método semimicro de Kjeldahl.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da época de coleta das forrageira nas
atividades de nitrogenase e da redutase de nitrato,
¢ mostrado na Fig, 1, .

No perfodo de abril a setembro, época de pouca
incidéncia de chuva e de temperaturas mais baixas
(Fig. 1A), observa-se que as atividades da nitroge-
nase foram menores (Fig. 1B). Estas condi¢bes cli-
méticas também foram desfavoriveis para o cresci-
mento das plantas. Resultados similares foram en-
contrados com Pennisetum purpureum (Neves et
al. 1976) e Brachiaria spp. (Pereira et al. 1981b).
As temperatuas do solo abaixo 25°C foram con-

.sideradas o fator limitante mais importante paraa

expressio da atividade da nitrogenase, em raizes
extraidas de Digitaria decumbens cv. Transvala
{Abrantes et al. 1976). .

No presente experimento, as temperaturas mé-
dias do ar, nos dias das coletas (Fig. 1A), apbs o
més de abril nio excederam 25°C. De maneira
geral, as atividades da nitrogenase as acompanharam
durante o ano. Isto parece contrariar os re-
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sultados encontrados por Weier et al. (1981}, que
mostraram que a atividade da nitrogenase foi nega-
tivamente correlacionada (r= 0,78*) com a tempe-
ratura do solo na faixa de 14-30°C, Vlassak et al.
(1973}, que mediram periodicamente a fixagio,
de N; no campo, durante a estagio de crescimen-
to, também nio acharam relagio entre atividade da
niti‘ogenase e temperatura, Como estas observa-
¢des nio coincidem com a resposta de microorga-
nismos conhecidos a temperaturas, provavelmente,
a correlagio deve-se a efeitos indiretos através de
umidade do solo. Confirmag3o disto, é o atual ex-
perimento no qual encontrou-se uma correlagio
altamente significativa (r » 0,76"") entre a precipi-
tagio e a atividade da nitrogenase, independente-
mente da época de coleta, do genétipo da planta e
dos niveis de nitrogénio aplicados.

Correlagio semelhante fol obtida com a umi-
dade do solo (Vlassak et al. 1973, Day et al.
1975a, Weler et al. 1981). Estes autores ex-
plicaram a dependéncia da atividade da nitroge-
nase da umidade, pela sensibilidade 40 excesso de
0, (Schollhorn & Burris 1967), jd que a difusic
de 0, na 4gua é 80 vezes menor do que no meio
gasaso (Greenwood 1968), Os resultados dos efei-
tos da precipitagio na atividade da nitrogenase po-
dem ser aproveitados no manejo da irrigagio; tam-
bém deveriam ser observados na escolha da época
adequada para a amostragem, em outros experi—
mentos que visem estudar a fixagdo de N, de
gramineas forrageiras,

Os resultados mostrados na Fig. 1 A e B suge-
rem; ainda, que, em experimentos de campo, os
efeitos da aplicagio do nitrato nas atividades da
nitrogenase e da redutase de nitrato (Fig. 1B) tém
de ser discutidos a luz da'precipitagio (Fig. 1A)
que ocorre apds aplicagio da adubagdo nitroge-
nada, Assim, na primeira coleta apds aplicagio do
nitrato, a atividade da nitrogenase sempre foialtae
a da redutase de nitrato baixa, quando choveu no
intervalo, e vice-versa, independentemente dos ni-
veis de N aplicados e dos gendtipos das plantas
estudadas, Berkum (1978) estudou os efeitos da
aplicagdo, no campo, de 40 kg/ha de NNO; em
Paspalum notatum, sobre as atividades da nitroge-
nase e redutase de nitrato, Concluiu que a ativi-
dade da nitrogenase € imediatamente reduzida pela
aplicagfo de N, enquanto que foram observadas as
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mais altas taxas na atividade da redutase de nitra-
to, indicando que aumentou o NOj no pool meta-
bélico. A recuperagio da atividade da nitrogenase,
provavelmente, foi devida i lixiviagio do nitrato
pela chuva (Eira et al. 1968) ou denitrifica¢do, jd
que algumas estirpes de Azospirillum denitrificam

" além de fixarem N; em meio de cultura.

O efeito do gendtipo da planta na variagio esta-
cional das atividades da nitrogenase e da redutase
de nitrata € apresentado nas Tabelas 1 e 2.

De modo geral, as taxas de atividade da nitro-
genase foram maiores nos perfodos de maior cres-
cimento da planta do que nos perfodos de inverno
{Tabela 1). 7

A metodologia usada para avaliar a atividade de
nitrogenase, através de rafzes extraldas, € sujeitaa
criticas (Barber et al. 1978, Okon et al. 1977,
Berkum 1977). Entretanto, em ensaios paralelos
{Souto 1982), foram observadas correlagGes alta-
mente significativas entre os valores obtidos por
este método e os medidos com sistema intacto
solo-planta, indicando um valor pelo menos rela-
tivo daquele método. Este valor relativo, entretan-

. to, ndo se aplica na comparagio de cultivares, jd

que os coeficientes de correlagdo se diferenciaram,
sendo perto de um no jaragud, mas muito mais
baixo nas demais gramfneas (pangola, transvala,
napier e cameron) (Souto 1982). Isto indica, de

. um lado, que, nestas gramfneas, as medidas com

rafzes extraidas subestimam os valores reais, e de
outro, que no jaragui deve estar operando um tipo
de associagio distinta das demais gramineas. A
possibilidade de diferentes gramineas terem sido
colhidas com diferentes pesos radiculares - por
frasco foi excluida, j4 que pesagens de virias
amostras mostraram que ndo diferiam significa-
tivamente entre si, Assim, os valores na Tabela 1
precisam ser vistos com restricio. Mesmo assim
foram apresentados, visto que o problema acima
ainda aumenta a diferenga -entre o Jaragui e as
demais gram{neas. .

A cultivar Cameron mostrou maior atividade
da nitrogenase nos dois primeiros periodos de
crescimento  (out/80 - abr/81), Nenhuma dife-
renga entre gendtipos foi observada no terceiro
periodo (abr/81 - jul/81). A cultivar Transvala
foi a que apresentou maior atividade de nitroge-
nase no dltimo perfodo (jul/81 - out/81). Estas
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TABELA 1. Efeito do gendtipo da planta na atividade da nitrogenase em raizes extraidas, durante quatro periodos do

ano.
nmoles Cy Hq ,frasca™t .t 1)
Gramfneas
19 perfado 2° periodo 3° periodo .42 perfodo
{15.10.80 - 15.01.81) (15.01.81 - 15.04.81) {15.04.81 - 16.07.81) {15.07.81 - 16.10.81)
Jaragud 550b 4,30 b 280a 320ab
Pangola 6,90 ab 560b 3,00a 2700
Transvala 7.80 ab 7,20 ab 3,30a 420a
Napier 670a 8,00 ab 340 a 2,10b
Cameron 8903 850a 290a 220b

* Atividade da nitrogenase em rafzes extraldas.

Os dados sdo médias de 36 parcelas (seis coibeitas x 3N x duas repeticSes} e transformados em+/n + 1,
As médias nas colunas verticals com mesma letra ndo diferenciaram estatisticaments, segunde o teste Tukey ac nivel

p < 0,05,

TA.BELA 2. Efeito do genétipo da planta na atividade da RN (+ NOj) em folhas de gramineas forrageiras, durante

quatro perfodos do ano,

moles NO, . frasco™ p'le

Gram/neas 1° perfodo 2° perfodo _ 3° perfodo 4° perfodo
{15.10.80 - 15.01.81}) '{15.01.81 - 15.04.81) {15.04.81 - 15,07.81) (15.07.81 - 15.10.81)

Jaragud " B,70b 5,80 ab 3,70b . 6,60a

Pangola 730a 6,00 ab 6,00a €,70a

Transvala 6,20b 500b 4,90 ab 5700

Napier 6,70 ab B6,10a 580a 550b

Cameron 530¢c 5,10 ab 390b 3,20c¢

* Atividade da RN {+ NOj3) nas folhas,

Os dados sdo médias de 36 parcelas (seis colheitas x 3N x duas repeticSes) @ transformados em+/n + 1,
As médias nas colunas verticais com mesma letra ndo diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey ao nfvel

p <005,

diferengas entre- as atividades da nitrogenase das
forrageiras, durante os perfodos mais criticos do
ano, ji tinham sido encontradas entre gendtipos
de Brachiaria spp. (Pereira et al. 1981b). O efeito
do gendtipo da planta na atividade da redutase de
nitrato, que mede o potencial da enzima, também
dependeu do perfodo do ano (Tabela 2). As cul-
tivares Pangola, Napier e Jaragud, dependendo
do perfodo do ano, apresentaram as maiores taxas
de atividade da redutase de nitrato. A cv, Came-
ron, independentemente do perfodo do ano,
apresentou a menor taxa de atividade da redutase
de nitrato, Estas diferengas entre gendtipos nas

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 20(3): 319-334, mar. 1985.

atividades da redutase de litrato foram observadas
também em Brachiaria spp. {Pereira et al. 1981b).

As variagbes encontradas nas taxas de atividade
da redutase de nitrato dos gendtipos de plantas
sugerem que principalmente as cultivares Pangola
€ Napier tém malor potencial de respostas ao nitra-
to aplicado durante o perfodo mais critico de cres-
cimento das forrageiras.

. O efeito da adubagio nitrogenada nas atividades
da nitrogenase e da redutase de nitrato, em quatro
perfodos do ano, é mostrado na Fig. 2. .

A adubagdo nitrogenada aplicada no infcio de
cada um dos quatro perfodos mostrou efeito nega-
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FIG. 2. Efeito. da adubacfo nitrogenada na atividade da nitrogenase {0-——0) em rafzes extraidas e nas atividades da
RN (-NO3} (0——0) 8 RN {+NO3} (@———8) nas folhas, em quatro perfodos experimentais. As plantas foram
cortadas e adubadas com N no infcio de cada perfodo, Cada dado ¢ média de B0 parcelas [cinco espécies plan-

ta x seis colheitas x duas repeti¢Bes} transformado em

\/n + 1. N3o foram observadas diferencas significativas |

entre os coeficientes de regressio pelo teste ‘t* ao nivel p < 0,05, quando se compararam os valores “b” entre
0% quatro perfodos experimentais para cada parametro (atividade da nitrogenase e RN (+ NO3) estudado, As
barras verticais representam o5 valores do teste Tukey ao nivel p < 0,05.

tivo na atividade da nitrogenase, e.positivo na re-
dutase de nitrato, e que nio houve diferenga signi-
ficativa entre os valores ‘b’ das regressdes obtidas
nos diferentes perfodos (Fig. 2). Efeitos negativos
da adubagdo’ nitrogenada sobre a atividade da ni-
trogenase j4 foram demonstrados em cereais (Pe-
reira ‘et al. 1978, Baldani et al. 1979), mas baixos
niveis de N tiveram pouco efeito ou até aumenta-
ram a atividade da nitrogenase (Kapulnik et al.
1981a, b}. A eliminagio quase completa da ativi-
dade da nitrogenase, na época critica, terceiro
(abr/81 - jul/81) e quarto (jul/B1 - out/81) perfo-
do, pela dose mais alta de N, agrava ainda mais o
problema. O efeito do nitrato na atividade da ni-

trogenase foi atribufde 4 acumulagio transitéria
de nitrato no sitic. onde se encontra a bactéria
responsivel pela fixacio de N, (Dbbereiner &
Boddey 1980, Pereira et al. 1981a),

Os efeitos das épocas de coletas e da adubagio
nitrogenada na atividade da redutase de nitrato, no
primeiro (out/80 - jan/81) e no segundo (jan/81 -
abz/81) periodo, sdo apresentados na Fig. 3. As di-
ferencas significativas entre os coeficientes de re-
gressio lineares pelo teste ’ mostraram que, no
primeiro perfodo, as coletas de duas e quatro
semanas apresentaram aumentos de atividade da
redutase de nitrato com a adubagio, maiores que
as demais. No segundo perfodo, estes efeitos so-
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FIG. 3. Efeito das épocas de coleta 2 adubagao nitrogenada nas atividades da RN {+ NO3) e AN (+ NO4), no primeiro e
segundo perfodo, respectivamente. As plantas foram cortadas e adubadas com N no infcio de cada periodo.

Atividades da redutase de nitrato {(+ NO;) de cada coleta: duas semanas (O
9), dez semanas (A&
é média de dez parcelas {cinco espécies planta x duas repeticdes) transformado em

seis semanas (W W) oito sernanas {8

O}, quatro semanas (0 o,
4}, doze semanas (X X). Cada dado
n + 1. As barras verticais

representam os valores do testa Tukey ao nivel p < 0,05. As diferencas entrs os coeficientes de regressao “b"
peio teste ‘t’, ao nfvel p < 0,05, mostraram que, no primeiro perfodo, as coletas de duas e quatro semanas fo-
ram maiores que as demais, e no segundo perfodo, a de duas semanas maior que as demais coletas.

mente se revelaram <om duas semanas. Estes re-
sultados indicam que o efeito da adubagio nitro-
genada, durante os perfodos de maior crescimento,
56 se observa, no mdximo, até quatro semanas apos
a aplicagdo de nitrato. As precipitagdes que cairam
no primeiro e segundo perfodo (Fig. 1) foram as
maiores durante todo o ano experimental. Com
isto, a lixiviagio rdpida do nitrato pela chuva
(Eira et al. 1968), a remogio do nitrato reduzide
e incorporado 4 planta e, possivelmente, a denitri-
ficagdo  com aumento da umidade do solo expli-
cam o efeito transitério do nitrato na atividade da
redutase de nitrato, como também foi constatado

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 20(3): 319-334, mar. 1935.

em condi¢Ses de campo com Paspalum notatum
{Berkum 1978). . .

- O efeito do gendtipo da planta e das épocas de
coleta, no nimero de bactérias fixadoras de N,
nas rafzes, é mostrado na Tabela 3 e Fig, 4.

O jaragui foi 6 gendtipo que mostrou maior
niimero total de bactérias fixadoras de Ny em to-
dos os perfodos do ano, sendo que, no dltimo pe-
rfodo (jul/81 - out/81), os niimeros nas demais cul-
tivares tenderam a se igualar aos da cv. Jaragud
(Tabela 3). Isto ndo colabora com explicagio pela
menor atividade da nitrogenase encontrada nesta
cultivar, O comportamento diferente do Jjaragud,
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TABELA 3. Efeito do gendtipo da planta no M. de bactérias fixadoras de Ny, no interior e exterior das raizes de grami-

neas forrageiras.

Log n. bactérias. g raiz fresca’ "

Gramfneas o o o- . o J
: 17 periodo 27 perfodo 3" periodo . 47 periedo -
{16.10.80 - 15.01.81) {156.01.81 - 15.04.81) (15.04.81 -15.07.81) {15.07.81 - 15.10.81)
Jaragud . 6,40 a . 5,40a 4,80a 4,00a
Pangola 430b 3.80b 3.70b 4,10a
Transvala 430b 4,20b 3.80b 4,008
Napier "480h 3,60b 4,10b 3.90a
Cameron , 490b 400b 3.80b 430a

* Os dados s50 médias de 36 parcelas (trés colheitas x 3N x dois tratamentos na raiz x dois repeticdes) e transformados
em log n. As médias nas colunas verticais com mesma letra ndo diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey

ao nivel p

o

i 1
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L

< 0,05,
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FIG. 4. Efeito da época de coleta no n. de bactérias fixadoras de N4 e na atividade de nitrogenase em ralzes, Antes de

cada corte e adubacio com N [vide setas} foram coletadas rafzes das plantas, para contagem das bactérias e
atividade da nitrogenase. Bactérias do interior (O 0} das rafzes foram obtidas tratando as raizes com clora-
mina T {1%) durante 15, O n. de bactérias localizadas no exterior (@ 8) das rafzes foi obtido por subtragdo
do n. de bactérias de rafzes nio esterilizadas das esterilizadas. As barras verticais nos intervalas entre cortes
representam os valores do teste Tukey, a0 nivel p < 0,05. Cada dado ¢ média de 30 amostras {cinco espécies
planta x 3N x duas repeti¢des). (& ——— &), Atividade da nitrogenase. Cada valor também é média de 30 repe-

tigdes o transformado emy/n + 1,
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nos ensaios sobre a metodologia (Souto 1982},
indicao como um sistema diferente, talvez com
localizagio das bactérias ou mesmo espécies de
bactérias diferentes,

O efeito das épocas de coleta no nimero de
bactérias fixadoras de N; &€ mostrade na Fig. 4.
O nimero de bactérias no exterior (raiz lavada)
das rafzes foi muito maior do que o encontrado
no interior (raiz lavada e esterilizada superficial-
mente). A correlagdo significativa obtida durante
a estagio de crescimento das plantas, primeiro
{out/80 - jan/B1) e segundo {(jan/81 - abr/81)
periodo, entre o nimero de bactérias localizadas
internamente nas rafzes e a atividade da nitroge-
nase de algumas plantas (cameron r = 0,66**;
pangola r = 0,45™* ¢ transvalar = 0,41%), sugere
que estas bactérias sfo as principais responsdveis
pela fixagdio de N, nas rafzes dessas gramineas,
Nenhuma correlagio foi achada no jaraguf e
napier. O niimero de bactérias do interior e ex-
terior, bem como durante o perfodo de menor
crescimento das forrageiras, também nio mostrou
correlagdo com a atividade da nitrogenase.

A infecgio do ciiindro central do milho, mos-
trado através da redugdo - de tetrazolium por
bactérias diazotréficas, € mixima durante o es-
tidio reprodutivo da planta (Magalhies et al.
1979), quando a atividade da nitrogenase ¢ tam-
bém mais alta (Pereira et al. 1978, Bildani &
Dobereiner 1981). Mais recentemente, Baldani
et al. {1983) mostraram, em trigo, correlagio
(t = 0,92"") entre o mimero de Azospirillum
localizado internamente nas rafzes ¢ N total das
plantas, aos 65 dias de idade, época em que se
tem observado maior expressio da atividade da
nitrogenase nesta cultura,

A maior eficiéncia das bactérias localizadas no
interior das rafzes, principalmente no xilema e

protoxilema, pode ligarse i disponibilidade di-

reta de fontes de carbono, pelo qual nio compe-
tem tantos outros microrganismos como no solo
(Didbereiner & De-Polli 1981}, e talvez ao forne-
cimento de N; fixado diretamente a planta, como
na simbiose das leguminosas, Nas forrageiras cuja
época de reprodugdo acontece no perfodo seco do
" ano, isto nio parece ocorrer, j4 que tanto o niime-
ro de bactérias diazotréficas como a atividade da
Nitrogenase decresceram (Fig. 4), como j& havia
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sido observado por Day et al. (19755) em Pennise-
tum e Digitaria.

A interagio genétipo da planta e dpocas de
coleta na populagio diazotréfica nas rafzes foi
observada no primeiro (out/BQ - jan/81) da esta-
¢do de crescimento (Fig. 5). As diferengas entre os
coeficientes de regressio lineares pelo teste t°,
ao nivel p = 0,05, mostraram que em pangola
e cameron houve redugdo da populagio de diazo-
tréficos, enquanto que, nas demais gramfneas, os
nimeros nio foram alterados. Note-se que o ja-
ragui, neste perfodo (primeiro), além de nio
apresentar decréscimo do nimero de bactérias
com a idade da planta, exibiu o maior nimero de
bactérias fixadoras de N,, em todas as coletas,
como j4 foi mostrado.

Os resultados conjuntos de todas as gram{neas,
relativos ao nimero de bactérias diazotréficas no
solo, em rafzes lavadas e em rafzes esterilizadas,
s3o vistas na Tabela 4. Nio houve interacio culti-
vares x localizagdo das bactérias; portanto, o efei-
to da esterilizagio das rafzes foi resumido no
conjunto das cultivares. O nlimero de bactérias
no solo foi baixo (10% - 10*), mas aumentou mui-
to nas rafzes (10° - 10%). O nimero de bactérias
internas, entretanto, nio ultrapassou 10% do nt-
mero total nas rafzes, independentemente das co-
letas feitas durante o perfodo experimental, como
jd discutido {Fig. 4).

A relagio R/S (n. total de bactérias diazotrdfi-
cas na raiz/n. total de bactérias diazotréficas no
solo}, que d4 uma indicagdo da multiplicag‘:io das
bactérias nas rafzes (Tabela 4}, foi muito alta, com
valores até 80 vezes mais altos nas rafzes do que
no solo, como média das cinco cultivares. Se se

" calcular o efelto R/S, separado para cada cultivar,

o valor R/S mdximo obtido foi de 5.000 no jara-
gud e 50 no transvala, sendo intermedidrio nos
demais {Souto 1982),

NG perfodo de menor crescimento das forragei-
ras, terceiro perfodo (abr/81 -jul/81), esta relagdo
foi menor do que nos demais perfodos, mastrando
que o crescimento ativo da planta € necessério para

_ a multiplicagdo das .bactérias fixadoras de N, nas

rafzes,
O efeito do genonpo da planta e sua 1ntera;ao
com adubagio nitrogenada, no N total de cinco
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FIG. 5. Efeito do gendtipo planta e da época da coleta do primeiro perfode {15.10.80 - 15.01.81), no n, de bacté-
rias fixadoras de N, do Interlor mais exterior nas rafzes de cinco gramineas forrageiras tropicais, jaragud

(X

X}, pangola {0 0} transvala (®

8}, napier (O

O} ¢ cameron (@ —— M), Cads dado € .

média de doze parcelas {3N x dois tratamentos nas rafzes x duas repeti¢Ses) transformado em fog n. A barra
- vertical representa o valor do teste Tukey, ao nival p < 0,05, As diferengas entre coeficientes de regressdo “b"

pelo teste ‘t', ao nfvel p < 0,05, mostraram que o pangolo (-0,1427) ndo diferenciou do cameran (-0,2302),
- porém ambos foram maiores que as demais gram/ineas, que nio foram significativas. .

gramineas forrageiras, sio apresentados na Tabe-
la5eFig. 6. . ‘ :

O efeito do gendtipo dependeu do periodo do
ano (Tabela 5 ¢ Fig. 5). Assim, no primeiro perio-
do (out/80 a jan/81) da estagio de crescimento,
nio se observaram diferengas entre os genétipos,
porém, no segundo periodo (jan/81 - abr/81), o
cameron superou as demais cultivares em relagio 4
produtividade medida como N total. No perfodo
de menor crescimento, terceiro perfodo (abr/81 -

jul/81), as digitdrias pangola e transvala produzi-
ram mais N do que as demais gramineas, ao passo
que, no tltimo perfodo, todas tiveram produgdes
similares, exceto jaragud, que também, nes ou-
tros perfodos, produziu menos N,

O efeito da interagio gendtipo e adubagio
nitrogenada sobre o N total é mostrado na Fig, 6.
As diferencas entre os coeficientes de regressio
lineares das gramineas dentro de cada periodo,
pelo teste ‘t’, ao nivel p = 0,05, mostraram que

Pesq. agropec, bras., Brasilia, 20(3):319-334, mar. 1985,



330

no primeiro e quarto perfodo nio houve diferen-
cas entre os gendtipos em relagio 2o acréscimo
devido i adubagio nitrogenada. Por outro lado, no
segundo perfodo o cameron e o transvala respon-
deram mais ao N do que as demais gramineas, e

"S.M. SOUTO e J. DOBEREINER

no perfodo de menor crescimento das forrageiras
(terceiro), o pangola e o transvala foram as culti-
vares que deram maiores respostas 4 aduba-
¢do nitrogenada, confirmando outro estuda (Sou-
to 1977) em que a adubagio nitrogenada

TABELA 4. Numero de bactérias fixadoras de N, no solo e raiz (interior e exterior).

N bactérias . g raiz fresca’l

N? bactérias/

Periodo* Més g solo fresco Raiz {interior)” Raiz {exterior)®™
Raiz (totat}* R/S

nO %R n° J%R
. nov 2,08 x 10* 1,06 x 10° 51,0 251 x10% 24 1,04x10° 97,6
[ dez 1,32 x 10? 0,83 x 10° 62,8 1,99 x 107 24 081x10° 97,6
jan 9,79 x 10° 0,29 x 10° 370 035x10% 12 0.28x10° 98,8
fev 2,63 x 103 097 x10° 310 2,18 x 10° 22 085x10° 97,8
I mar 5.01 x 10 148 x 10° 300 0.52 x 10° 0.1 1,47 x 10° 99,9
abr 331 x10° 2,75 x 10° 83,0 2,63 x 10° 0.9 272x10° 99,1
friai 2,69 x 1¢* 1,67 x 10° 6.2 3,63x10° 22  163x10° 97.8
"l jun 2,08 x 10 1,77x 10° 87 087x10° 05 1.76x10° 995
jul 0,30 x 10* 0.19x 10° 6,3 0,72 x 16° 39 018x t0f 96,1
ago 302x10° 0,85 x 10° 28,0 0,74 x 10° 87 077x10% 91,3
v set 2,18 x 10° 0,67 x 10° 310 1,58 x 10° 23 066x10° 87,7
out 0.85 x 10° 0,39 x 10° 460  083x10° 21 038x10° 97.9

* Corte e adubagdo nitrogenada foram feitos no inicio de cada perfodo.

** Cada valor para o tratamento solo (S} e raiz é média de 10 {cinco espécies planta x duas repeti¢es) e 30 (clnco espé-
cies plarta x 3N x duas repeticdes) parcelas, respectivamente.

+ Raiz lavada e ndo esterilizada (= R) ‘
Raiz lavada e esterilizada com cloramina T (1%) por 15

¥ Raiz (total) - Raiz {interior}.

TABELA 5. Efeito do genétho da planta em N total da rebrota de cinco gramirieas fonageu'as. ‘

N total {kg. ha )+

Gram(neas o o . o -]
17 perfodo*® 27 perfodo** 37 periodo** 47 perfodo**
{15.10.80 - 15.01.81) {15.01.81 - 15.04.81}) {15.04.81 - 15.07.81}) (15.07.81 - 15.10.81}

Jaragud 475a - 31.3b. 122b 11.7b

Pango!a . B29a 328b 295a 21,4ab
Transvala 61,73 41.3b 254 ab 26.1a

Napier 48,7 a 39,7b 151b 283a
Cameron . 6352 52,3a 16,7b" 29,3 s

do-se N pelo método semimicro Kjeldahl.

Determinacio de N totai na parte adrea da planta foi faita em amostras secas em estufa a 65°C, pesadas, determinan-

Valores representam médias de doze parcelas (3N x quatro repetigdes), As méd|as nas colunas verticais €om mesma
letra ndo diferenciaram estatisticamente, segundo o teste Tukey, ao nivel p < 0,05,

** Corte e adubagdo nitrogenada foram feitos no infcio de cada perfodo.
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FIG 6. Efalto do genét:po da planta e da adubacdo nitrogenada no N total [vide Tabela 5) de cinco gramineas forragen-
- ras, jaragud {X X), pangola {0 0), transvala {® 8}, napier (O 0} e cameron (B ], Adu-
bagcio nitrogenada e corte de avaliagdo foram feitos no inicio de cada perfodo. As diferengas entre os coefi-
cientes de regressaa pelo tests ‘t’, ao nivel p < 0,05, das gramineas dentto de cada perfedo foram as seguintes:
segundo perfodo, cameron = transvala > demais; terceiro perfodo, pangola = transvala > demais; perimeiro e
quatro perfodo, nio foram observadas diferengas significativas entre "b". As barras verticias representam os

valores do teste Tukey a0 nivel p < 0,05. Cada ponto é média de quatro repeticGes.

{100 kg N.ha™'j, durante o perfodo seco do ano,
proporcionou maior acréscimo da produtividade
de protefna.do pangola {sete vezes) e transvala
(sete vezes) quando comparado aos de Cynodon
nlemfuensis {quatro vezes) e Brachiaria brizantha
(04 vez): lsto sugere que estas digitdrias, com
altas respostas i adubagao nltrogenada, podem,
em alguns casos em que nio haja limitagio pelo
custa do adubo, ser aproveitadas com sitcesso nas
pastagens, durante o perfodo seco, para produgio
intensiva de leite e carne.

" Houve uma tendéncia do cameron de produzir

mais N total quando comparado com as demals
forrageiras, nas parcelas sem’ adubagio mtroge-
nada, dando margem a trabalhos de melhoramento
e, talvez, inoculagio para obter uma forrageira
menos dependente de fertilizantes ¢ com petspecti-
vas de suprir parte de suas exigéncias com nitro-
gemo do ar. : ‘

CONCLUSOES

1. A precipitagio aumenta a atividade da nitro-
genase associada 4s raizes de gramineas forrageiras,
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principalmente no perfodo de crescimento (chuvo-
so). ‘ -
2. Os efeitos da adubagio nitrogenada nas ativi-
dades da redutase de nitrato ¢ nitrogenase perdura-
ram, no mdximo, por quatro semanas apds a apli-
cagio da adubagdo e se mamfestaram opostas nas
duas atividades.

3. Nos perfodos de menor crescimento das plan-
tas, a dose mais elevada de N inibiu a atividade da
nitrogenase mais severamente do que durante a
estagdo de crescimento.

4, Em todas as gramineas se observa um pro-
nunciado efeito da rizosfera que apresenta ntime-
tos muito maiores de bactérias fixadoras de N,
que o solo,

5. Em todos os gendtipos menos de 10% das
bactérias fixadoras de N, se localizavam na parte
interna da raiz e mesmo assim foram sé elas que
apresentaram correlagdo significativa com a ativi-
dade da nitrogenase no cameron, pangola e trans-
vala,

6. A ¢v. Jaragud foi a que apresentou o maior

némero total de bactérias fixadoras de N, o que

nio fol acompanhado de alta atividade da nitro-
genase ¢ N total da planta, 1nd1cand0 uma associa-
¢do diferente das demais.,

7. O cameron e transvala, de maneira geral,

mostram maior atividade da mtrogenase e a maior
~ BOUTON, 1.H.; SMITH, R.L.; SCHANK, §.C. BURTON,

produgio de protefna, durante o periodo experi-
mental.
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