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RESUMO - Foi feito um experimento de campo com a finalidade de estudar a variação estacional da 
denitrificação associada a raízes de gramíneas forrageiras tropicais adubadas com nitrato. As gramíneas 
usadas foram Hyparr/ienia rufa, Digitada decu,nbens cvs. Pangola A-21 e Transvala) e Pennisetum 
purpureum (cvs. Napier e Cameron). A denitrificação potencial foi determinada através do método de 
acúmulo de N 2 0. numa atmosfera contendo C 2 11 2 , dezessete horas após a aplicação de 20 ml de uma 
solução de 20 mM N-NO 3 . O efeito do genótipo e da adubação nitrogenada na capacidade de denitrifi-
car foi observado até quatro semanas após o corte das gramíneas e aplicação de N. A denitrificação 
variou com o genótipo e com a estação do ano. A de Pennisetum foi maior no início da estação chuvo-
sa, e a de Digitaria foi máxima no período mais seco do ano, quando todo o NO 3  aplicado para teste 
se perdeu como P4 2 0, dentro de 17 horas. 

Termos para indexação: raízes, adubação nitrogenada, Hyparrhenia rufa. Digitaria decumbens, 
Pennisetum purpureum. 

SEASONAL 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 under frequent nitrate applications. The grasses used were: 
Hyparrhenia rufa, Digi taria decurnbens (cvs. Pangola A-21 and Transvala) and Pennisetum purpureum 
(cvs. Napier and Cameron). Denitrification was determined by the accumuiation of N 2 0 in an 
atmosphere containing C 2 H 2 , 17 h after the application of 20 mi of a 20 nM N-NO 3  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 Um plant genotypes and Um season. The 
Pennisetum spp. denitrified more at the beginning of the rainy season while denitrification associated 
with the Dig/taria spp, was highest during the dry season, when ali N0 appiied for the test was Iost 
as N 2 0 within 17 hours. 

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

INTRODUÇÃO 

Como conseqü&ncia da adubação nitrogenada 
há sempre perdas devidas à denitrificação, que é a 

redução desassimilatória do nitrato em que N re-

torna à atmosfera como N 2 0 e N 2  (Payne 1973, 
Garcia 1975, Firestone et ai. 1979). Esta denitri-

ficação é 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 2 , en-
contradas em raízes, também denitrificam, 

rlzospirillum spp. pertencem a este grupo e repre-
sentam o primeiro grupo de bactérias encontrado 

LJue, simultaneamente, fixa N 2  e desassimila o ni- 
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trato para gás (Day & Dóbereiner 1976, Neyra & 

Dtibereiner 1977). 
Devido à importãncia dos fatos citados na perda 

de N para gramíneas forrageiras tropicais, objeti-
vou-se, com este experimento, estudar a variação 

de denitrificação em algumas dessas gramíneas 

mais importantes. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi feito em campo,num solo Podzóli-
co Vermelho-Amarelo (Ultissolo) série ltaguaí, localizado 
próximo ao Setor de Solos da EMBRAPA, EU, A análise 
química do solo revelou a seguinte composição (camada 
superficial de 20 cm): N, 0 309%; P, 2 ppm;]C, 72 ppm; 
Ca + Mg, 2,7 mcq/100 cm ; 0,1 meq/100 em 3 ; 

p11 5,7. Determinou-se a curva de neutralização do solo 
e fez-se calagem com 2,0 t de calcário dolomítico (CaO, 
29,22%; MgO, 13,37%) por hectare, para elevar o pH de 
5,7 para 6,7. 

Fez-se uma adubação básica em toda a área experimen-
tal, compreendendo, por hectare: 100 kg P 2 0 5  (metade 
na forma solúvel e metade na forma de fosfato de rocha); 

Pesq. agropecbras., Brasília, 1 8(12):1317-1321,dez. 1983. 



1318 
	

S.M. SOUTO e J. DOBEREINER 

50 kg K 2 0 e 40 kg de micronutrientes (FTE Br-12). O 
calcário e a adubação básica foram misturados uniforme-
mente ao solo, através de gradagens com grade de discos, 
em agosto e setembro de 1979, respectivamente. 

Foram usadas as seguintes gramíneas: jaraguá (Hy-
parrhenia rufa cv. Deodoro), pangola (Digitaria decum-
bens), transvala (Digitada decum bens cv. Transvala 
UF 547), napier (Pennisetum purpureum cv. Napier) e 
cameron (Pennisetum purpureum cv. Cameron). 

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

O esquema experimental foi de blocos ao acaso com 
quatro repetições, cinco cultivares e três níveis de N, 
obtendo-se, assim, quinze tratamentos. A área bruta de 
cada parcela mediu 20 m 2  (4 m x 5 m). 

As mudas com raes, no caso do jaraguá, pangola e 
transvala, e as estacas com três gemas,no caso do 'Napier' 
e 'Cameron', foram plantadas em outubro de 1979, de 
maneira que o stand final por parcela contivesse o mesmo 
número de plantas. 

A adubação com nitrogénio foi feita em cobertura 
com Ca (NO 3 )2  (27% N). Os três níveis de N foram:0, 
25 e 50 kg N/ha, e sua aplicação foi efetuada imediata-
mente após cortes das forrageiras nos dias 15.10.80, 
15.01.81,15.04.81 e 1507.71. 

As avaliações da denitrificação foram feitas em interva-
los de quinze dias, a partir de 30.10.80 até 15.10.81. 

Determinou-se a denitrificação através do método de 
acúmulo de N 2 0 pela inibição da atividade da N 2 0-redu-
tase pelo C2 11 2 , como usado por Federova et ai. (1973), 
Balderston et aI. (1976) e Yoshinari & lCnowles (1976). 

Após o último tempo de incubação (8 h) usado para 
determinar a atividade de nitrogenase em raízes extraídas 
(Souto 1982), injetaram-se, através do 'suba-seal', 20 ml 
de uma sol. 20 mM de KNO 3  em cada frasco (3 1). Os 
frascos foram agitados de modo que toda a solução entras-
se em contato com as raízes. Logo após, os frascos foram 
deixados incubar em sala com temperatura controlada a 
3 2°C, durante 17 horas. 

A produção de N 2 0 foi avaliada injetando-se 0,5 ml 
da mistura de gases num cromatógrafo de gás, modelo 
Varian, com detetor de condutividade térmica. A coluna 
usada foi de 3m de comprimento e 0,32cm de diâmetro 
externo, preenchida com Poropak Q  (80 - 100 mesh) e 
operada isotermicamente a 700C,  com um carreador de 
gás (lle),num fluxo de 35 mi/minuto. 

Um padrão de 1% N 2 0 (v/v) foi usado junto a todas as 
medições de N 2 0 nas amostras. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Em virtude de a medida do acúmulo de N 2  O ter 

sido feita nos mesmos frascos após a avaliação da 
atividade da nitrogenase, algumas indagações pode-
riam ser feitas sobre a validade do método: 1) a de-
nitrificação com o tempo de incubação de 25 ho-
ras (8 para redução de C 2 1-12  e 17 de acúmulo de 
N2 0) poderia ser influenciada pela multiplicação 
de bactérias denitrificadoras; 2) o longo tempo de 
exposição dessas bactérias ao C 2 112  ou C2 H4  po-
deria, ao contrário, provocar um decréscimo nas 
taxas de denitrificação. Os resultados altos do pre-
sente experimento e as taxas geralmente lineares 
obtidas nos ensaios preliminares (dados não apre-
sentados) sugerem, entretanto, que o método é 
válido, como estimativa do potencial e, certamen-
te, para fins comparativos. 

Efeito da época de coleta e adubaçffo nitrogenada 

Os resultados relativos aos efeitos da época e da 
adubação são vistos na Fig. 1. As diferenças entre 
os coeficientes de regressão lineares pelo teste t, 
ao nível p - 0,05, mostram que o efeito de N, na 
primeira coleta (duas semanas após a aplicação do 
adubo nitrogenado), nos três primeiros períodos, 
foi maior que nos demais, e que, no quarto perío-
do, nas duas primeiras coletas, o efeito do N foi 
maior que nas demais coletas. Estes efeitos no 
acúmulo dé N 2 0 somente nas coletas iniciais, 
após o corte das forrageiras e adubação nitrogena-
da, parecem realmente ocorrer "in situ" já que, 
mesmo com nitrato (400 pmoles N-NO 3 1frasco') 
usado no meio de incubação nas outras coletas, 
não se observou acúmulo significativo de N 2 0. 

provavelmente, a disponibilidade de nitrato 
proveniente da adubação estimulou a multipli-
cação de bactérias denitrificadoras "in situ". 
Além disto, pode haver a limitação por algum ou-
tro fator, talvez, carbono, pois a disponibilidade 
de C nas raízes depende, entre outros fatores, prin-
cipalmente da idade da planta. O teor de C dispo-
nível na raiz de Panicum maximum decresce com a 
idade da planta a partir dos quatorze dias de rebro-
ta (Gomide et ai. 1979). Ryden et al. (1979) e 
Ryden & Lund (Prelo) têm mostrado, em seus es-
tudos de campo, em que foi aplicado adubo nitro-
genado, que o carbono disponível passou a ser o 
fator limitante mais importante nas perdas de ni-
trogênio por denitrificação. O efeito da adubação 
nitrogenada no campo, na denitrificação "invitro", 
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FIG. 1. Efeito das épocas de coleta e adubação nitrogenada no acúmulo de N20 (-denitrificação) em quatro períodos 
experimentais. As plantas foram cortadas e adubadas com N no início de cada período. 
Coletas: 2 semanas (D—E]). 4 semanas (O—O), 6 semanas 	E, 8 semanas (S—S). 10 semanas (&—ó). 12 

semanas (X—X). Cada dado é média de 10 amostras (5 espécies planta x 2 repetições). As barras verticais re-
presentam os valores do teste Tukey, ao nível p <0,05. 

e, mais ainda, a falta de produção de N 2 0, quatro 
semanas após a adubação, em raízes supridas de 
NO3 , confirmam a validez do m6todo usado. 

Os aumentos no ac1mulo de N 2 0, proporcio-
nados pela adubação nitrogenada em coletas de 
duas semanas após o corte das forrageiras, foram 
bem definidos com 50 kg N/hat, em todos os 
períodos do ano, e com 25 Icg Nfhi', s6 para o 
terceiro período. A aplicação de nitrato no campo 
tem aumentado a produção de N 2 0, mesmo sem 
uso de C 2 1—1 2  (Ndmmik 1956, Blackmer & Bremner 
1978, Ryden et aI. 1979, Terry & Tate 1980), o 
que, neste caso, foi atribuído à inibição da óxido 
nitroso redutase pelo nitrato ou por este ser prefe- 

rido como receptor de el&rons (Bethlach & 
Tiedje 1981). 
Efeitos de níveis tão baixos, como 25 kg N/hi', 
que podem causar denitrificação no período de 
menor crescimento das forrageiras (terceiro perío-
do), devem ser considerados nas pdticas de fertili-
zação das pastagens. 

Efeito do gen6tipo 

Os resultados apresentados na Tabela 1 permi-
tem avaliar o potencial de denitrificação em coM-

paração 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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