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RESUMO

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) em gramineas forrageiras pode contribuir com
quantidades significativas do nitrogénio acumulado pela planta. Objetivou-se com esse
trabalho avaliar cinco gendtipos de Pennisetum purpureum Schum. quanto ao potencial
de FBN e de associacdo endofitica de bactérias diazotroficas na raiz e colmo, em duas
épocas distintas, bem como a producdo de matéria seca e altura da planta desses
gendtipos em funcéo de niveis de nitrogénio. O experimento foi implantado em 2009,
na Estacdo Experimental de Itambé pertencente ao Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), adotando-se o delineamento de parcela subdividida em blocos ao
acaso, com trés repeticdes. A parcela principal foi formada pelos niveis de adubacgéo de
0, 30, 60 e 90 kg ha* de N corte, e a subparcela pelos gendtipos Mineirdo, Elefante B,
IRl 381, Taiwan A-146 e Pioneiro. Foi avaliado o efeito dos niveis de adubacédo
nitrogenada sobre aspectos produtivos e de altura da planta e, nas parcelas com nivel
zero de adubacdo, a FBN em quatro ciclos de avaliacdo. A ocorréncia de bactérias
endofiticas associadas as raizes e colmos dos genétipos Elefante B, Venezuela e
Pioneiro, foram avaliadas nas épocas seca e chuvosa. Os genétipos Taiwan A-146,
Elefante B e IRI 381 foram os mais promissores na FBN, com contribuic6es de até 57,2,
58,0 e 61,9% do N total acumulado pela parte aérea. A presenca de bactérias
diazotréficas associada as raizes do Pioneiro foi maior no periodo mais seco do ano. O
cultivar Venezuela apresentou as maiores densidades de endofiticos no colmo. Né&o
houve efeito da adubacdo nitrogenada para a producdo de MS, sendo 0s genotipos
Taiwan A-146, Elefante B e IRI 381 os mais produtivos, com 870, 1208 e 899 g m™
corte de MS. Para altura foi observada efeito da adubac&o nitrogenada, em que os

genotipos, Pioneiro e Mineirdo, apresentaram efeito linear e quadrético,
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respectivamente. Os gendétipos de capim-elefante estudados sdo potencialmente
fixadores de N. A ocorréncia de bactérias endofiticas associadas aos gendtipos de capim
elefante é influenciada pelo tecido de colonizagdo e estacdo do ano, sendo necessario
que estes isolados sejam caracterizados geneticamente e avaliados quanto ao seu

potencial de FBN.

Palavras-chave: Pennisetum purpureum, FBN, Abundancia natural de **N, Producio

de matéria seca, Associacdo endofitica
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ABSTRACT

Biological nitrogen fixation (BNF) in forage grasses can contribute significant amounts
of nitrogen accumulated by the plant. The objective of this study was to evaluate five
Pennisetum purpureum Schum. about the potential of BNF and endophytic association
of diazotrophs in the root and stem, at two different times, as well as the dry matter
yield and plant height of these genotypes due to nitrogen levels. The experiment was
established in 2009 at the Experimental Station belonging to Itambé Agronomic
Institute of Pernambuco (IPA), adopting the split plot design in randomized blocks with
three replications. The main plot was formed by N fertilization levels of 0, 30, 60 and
90 kg ha® N per cut, and the subplot with genotypes Mineirdo Elephant B, IRI 381,
Taiwan A- 146 and ‘Pioneiro’. The effect of nitrogen fertilization on production aspects
and plant height, and in plots with zero fertilizer level, BNF has been reported in four
cycles of review. The occurrence of endophytic bacteria associated with the roots and
stems of genotypes Elephant B, Venezuela and ‘Pioneiro’, were evaluated in dry and
rainy seasons. Genotypes Taiwan A-146, Elephant B and IRI 381 were the most
promising in the BNF, with contributions of up to 57.2 , 58.0 and 61.9 % of the total N
accumulated in shoots. The presence of diazotrophs associated with roots of ‘Pioneiro’
was higher in the dry season. The cultivar Venezuela had the highest density of
endophytes in the stem. There was no effect of nitrogen fertilization for the production
of MS, with genotypes Taiwan A- 146, Elephant B and IRI 381 the most productive,
with 870, 1208 and 899 g m™ per cut DM. For height effect of nitrogen fertilization on
the Pioneer and legume genotypes showed linear and quadratic effects, respectively was
observed. The elephant grass genotypes studied are potentially fixers N. The occurrence

of endophytic bacteria associated with elephant grass genotypes is influenced by tissue
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colonization and season, being necessary that these isolates were genetically

characterized and evaluated for their potential to FBN.

Keywords: Pennisetum purpureum, BFN, N natural abundance, dry matter

production, endophytic association

XVi



INTRODUCAO

A intensificacdo da producéo de leite e carne se baseia no uso de forrageiras com
elevado potencial de producéo (Mota et al., 2010), como por exemplo, o capim elefante
(Pennisetum purpureum Schum.). Essa graminea tropical é caracterizada por apresentar
boa qualidade forrageira, podendo ser utilizada para corte, pastejo, silagem, feno,
consorcio e para producédo de bioenergia (Pereira et al., 2008; Morais et al., 2009).

O potencial produtivo das plantas forrageiras € determinado geneticamente,
porém a produtividade € fortemente influenciada, dentre outro fatores, pela
disponibilidade de nutrientes no solo, em especial do nitrogénio (Fagundes et al., 2005).
Embora esse elemento corresponda a, aproximadamente, 80% dos gases da atmosfera,
as plantas ndo sdo capazes de utiliza-lo na forma gasosa, podendo apenas absorvé-lo do
solo na forma de nitrato (NO3z") e amonio (NH4*) (Boddey et al., 1992). A adubacdo
mineral com N-inorganico e a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) constituem as duas
principais fontes fornecedoras de N as plantas. Entretanto, devido ao elevado custo dos
fertilizantes nitrogenados, ao preco dos produtos finais obtidos nas pastagens e as
grandes perdas desse nutriente no sistema, principalmente por volatilizacdo, a adubacéo
mineral, muitas vezes, torna-se uma pratica de baixa rentabilidade (Martha Janior et al.,
2009). Como alternativa, tem-se enfatizado a necessidade de maior exploracdo do
potencial da FBN em gramineas tropicais (Silva et al., 2010).

A FBN é o processo pelo qual bactérias fixadoras de N (diazotréficas), se
utilizam de um complexo enzimatico, denominado nitrogenase, para converter o N2
atmosférico em uma forma disponivel para as plantas, a aménia (NHs") (Unkovic et al.,
2008). Estudos realizados por Silva et al. (2010) em pastagens de Brachiaria
decumbens, B.humidicola e P.purpureum, indicaram que a FBN contribuiu com 10% a

42% do N acumulado na planta. Quesada (2001), em um experimento de campo



utilizando a técnica de abundancia natural de °N, observou que a FBN, associada a P.
purpureum Schum., foi capaz de contribuir com até 57% do N acumulado pela planta.

Um aspecto que deve ser considerado quando se trata de FBN em espécies ndo
leguminosas, é o efeito que o gendtipo da planta pode exercer sobre o processo de
fixacdo de N2 (Reis Junior et al., 2000). Morais et al. (2009), avaliando diferentes
genotipos de P. purpureum, obtiveram contribui¢cdes de FBN variando entre 21% a 43%
para o cultivar Roxo e, de 32% a 52%, para o acesso CNPGL F06-3. Urquiaga et al.
(2012), avaliando diferentes variedades comerciais de cana-de-acucar (Saccharum spp.)
em condigBes de campo, por 14 anos, observaram que pelo menos 40 kg N ha™ano™
foram provenientes da FBN.

Dentre as bactérias diazotréficas associadas as plantas ndo leguminosas, as do
género Azospirilum parecem ser uma das principais responsaveis pelas altas taxas de
FBN observadas em capim elefante. Essas bactérias podem ser isoladas através do meio
semisélido NFb que, elaborado sem fonte nitrogenada, proporciona um ambiente com
baixo nivel de oxigénio, semelhantemente ao que ocorre no solo ou na planta, onde
estas bactérias se encontram em associagdo as raizes das plantas (Kuss et al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a fixacéo
biolégica de N em diferentes genétipos de P. purpureum cultivados na Zona da Mata de
Pernambuco, sem adubacdo nitrogenada, bem como o potencial de associacdo de
diazotréficos endofiticos associados a essas plantas, a producdo de matéria seca e altura

desses genotipos submetidos a diferentes niveis de N.
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Capitulo |

REFERENCIAL TEORICO

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.)

O capim elefante (P. purpureum Schum.) é uma graminea tropical de grande
importancia forrageira, devido ao seu elevado potencial de producdo de biomassa,
qualidade, aceitabilidade, vigor e persisténcia, aléem de ser adaptado a quase todas as
regides tropicais e subtropicais do mundo. Na producdo animal, o capim elefante é
comumente utilizado para corte e fornecimento da forragem verde picada no cocho
(capineira), mas também pode ser utilizado para pastejo, na forma conservada, como
feno e silagem, e em consdércio com outras culturas (Pereira et al., 2010).

Originario da Africa Tropical (atual Zimbabue), onde ocorre naturalmente em
areas com precipitacdo acima de 1000 mm/ano, o capim-elefante apresenta grande
variabilidade de tipos morfologicos (Brunken, 1977). Os territérios da Guiné,
Mocambique, Angola, Zimbabue e Sul do Quénia sdo apontados como as principais
areas de biodiversidade desta espécie (Ferreira; Pereira, 2005). Seu descobrimento e
divulgacdo como planta forrageira se deu em 1905, pelo Coronel Napier Springer, cujo
nome dessa espécie também passou a ser conhecida (Granato, 1924).

A espécie P. purpureum é caracterizada por apresentar plantas vigorosas, de
porte variavel, com ciclo vegetativo perene, crescimento cespitoso, colmos cilindricos e
cheios, folhas de comprimento e largura variaveis e, inflorescéncia tipo panicula.
(Whyte et al., 1975; Nascimento Junior, 1975). Uma vez que essa espécie apresenta
grande variagédo dos caracteres morfoldgicos entre os diferentes ecotipos, Pereira (1993)
agrupou essa variabilidade dentro do germoplasma de capim-elefante em cinco grupos

distintos:



Grupo Cameroon — representado pelos cultivares Cameroon Piracicaba, Vruckwona,
Capim Cana D'Africa, IAC Campinas e Guagl 1Z-2. Os exemplares deste grupo
apresentam touceiras densas, porte ereto, colmos grossos, predominancia de perfilhos
basais, folhas largas, florescimento tardio ou inexistente;

Grupo Napier — representado pelos cultivares Napier, Mineiro, Taiwan A-146, Gigante
de Pinda e Turrialba. Esse grupo é caracterizado por apresentar touceiras abertas,
colmos grossos, folhas largas e florescimento intermediério;

Grupo Merker — caracterizado por apresentar cultivares de porte baixo, colmos finos,
folhas finas, menores e mais numerosas e florescimento precoce, algumas de suas
cultivares sdao Merker, Merker Comum, Merker Pinda, Merker México e Merkeron;
Grupo Ando — O cultivar Mott é o principal representante desse grupo, apresentando
porte baixo (até 1,5 m de altura), internddios curtos e elevada relagdo folha/caule;

Grupo dos Hibridos Interespecificos — formado por cultivares resultantes do cruzamento
entre espécies de Pennisetum, como o P. purpureum e o P. americanum. Como
caracteristicas, os cultivares desse grupo apresentam florescimento precoce e
esterilidade das sementes, como, por exemplo, os cultivares Pusa Gigante Napier, Bana
Grass, Mineiro x 23A e Mineiro x 293DA, HV 241, HexaplGide e Paraiso.

O capim-elefante é uma espécie exigente quanto a fertilidade do solo, ndo tolera
geada e solos encharcados. Desenvolve-se bem entre as latitudes de 10° Norte a 20° Sul,
em altitudes variando do nivel do mar até 2.200m, com temperaturas médias de 18° C a
30° C e precipitacbes de 800 a 4.000 mm/ano (Rodrigues et al., 1975; Jacques, 1997).
Trata-se de uma espécie sexuada, protoginica (mecanismo que evita a autofecundagéo) e
albgama (alta heterozigose das sementes formadas), facilitando a realizacdo de

cruzamentos (Pereira, 1993). Assim, a producdo de sementes no capim elefante é



inconsistente, e as sementes apresentam baixa viabilidade. Portanto, o principal meio de

propagacao do capim elefante é o vegetativo, como partes de colmo (Carvalho, 1985).

Importancia do N em Pennisetum spp.

Embora o0 N seja um dos elementos mais abundantes na natureza
(aproximadamente 80% dos gases da atmosfera), ele ndo esta diretamente disponivel
para as plantas, devido a presenca da tripla ligagdo entre os dois &tomos de N2 (N = N),
que torna esse gas estavel a temperatura ambiente. A fixacdo do N atmosférico requer a
quebra dessa tripla ligacdo, que pode ser obtida, principalmente, por processo industrial
e natural (Taiz; Zeiger, 2006).

O processo industrial, conhecido por processo de Haber-Bosch, é um processo
de alto custo energético que requer altas temperaturas (300 a 600 ‘C) e pressées (200 a
800 atm) para realizar a fixacdo de N e envolve o uso de combustiveis fésseis como o
gas natural e petréleo. Em termos globais, estima-se que o processo industrial possa
contribuir com, aproximadamente, 25% das entradas de N na Terra (Vitti; Heirinchs,
2007; Hungria et al., 2007).

J& o processo natural é realizado por meio de bactérias fixadoras de N,
denominadas diazotréficas, que se associam a diversas espécies vegetais em diferentes
graus de especificidade, sendo classificadas como associativas, endofiticas ou
simbidticas (Hungria et al., 2007). Estas bactérias utilizam-se da energia celular na
forma de adenosina trifosfato (ATP) e do complexo enzimatico, denominado
nitrogenase, o qual catalisa a conversdao de N2 a NH3, a temperatura e pressao ambientes
(Barbosa et al., 2012). Estima-se que o processo biologico contribua em torno de 65%
de todas as entradas de N na Terra, sendo que, quase 50% desta entrada, € atribuida a

FBN, que ocorre pela associacdo simbiotica de plantas da familia Leguminosae com



bactérias pertencentes a diversos géneros (rizobios). O restante, cerca de 10%, é oriundo
de processos naturais, como a reacao de descargas elétricas com o N2, a combustdo e o
vulcanismo (Hungria et al., 2007).

No Brasil, e na maioria dos paises tropicais, a baixa disponibilidade de
nutrientes dos solos é responsavel, em grande parte, pelos baixos niveis de
produtividade das culturas (Resende et al., 2003). O aumento na fertilidade do solo,
principalmente de N-fertilizante, € um dos principais fatores que aumentam a producao
de matéria seca e proteina bruta do capim-elefante. Vérios trabalhos na literatura
evidenciam a importancia do N para o capim elefante. Vitor et al. (2009) em estudos
com o cultivar Napier adubado com doses crescentes de N (100, 300, 500 e 700 kg ha™
anol) e laminas de irrigagdo (0, 20, 40, 80, 100 e 120% da evapotranspiracdo de
referéncia), os autores observaram efeito linear para a producdo de MS, obtendo
21.128,43 kg ha de MS no periodo chuvoso e 8.066,73 kg ha™ de MS no periodo seco,
com a dose de 700 kg de N ha? ano. Mota et al. (2010), também trabalhando com os
mesmos tratamentos de Vitor et al. (2009) no norte de Minas Gerais, observaram efeito
linear para a producdo de MS do cv. Pioneiro, atingindo o maior valor (6.445,72
kg/corte) quando foi aplicada lamina de irrigacdo de 100% da evapotranspiragdo com
500 kg hat ano™ de N, no periodo seco do ano. Flores et al. (2012), avaliando o efeito
da aplicacdo de quatro niveis de N (0, 50, 100 e 150 kg ha) e trés idades de corte (120,
150 e 180 dias ap6s o brotamento) do cv. Paraiso para producdo de bioenergia,
observaram efeito linear para a producéo total de MS no corte realizado aos 180 dias,

atingindo 41,2 t ha™ na dose de 150 kg ha de N.



Fixacdo bioldgica de N em gramineas forrageiras

A FBN representa uma importante fonte de N para a nutricio mineral dos
sistemas agricolas, em que a associagdo entre bactérias fixadoras de N e plantas
cultivadas acontece (Zanetti, 2010), principalmente, quando se trata de culturas
produtoras de biomassa utilizadas como fontes alternativas de energia, onde se faz
necessario que o balango energético seja positivo (Quesada et al., 2001).

Ao contrério da simbiose dos rizébios com plantas leguminosas, as bactérias
diazotréficas associadas as gramineas ndo formam nddulos e localizam-se, de
preferéncia, na regido rizosférica, na superficie das raizes ou dentro do tecido vegetal,
sendo denominadas como bactérias endofitas ou endofiticas (Faleiro et al., 2011).
Segundo Pereira (1995), o termo endofitico se refere a microrganismos que vivem a
maior parte de suas vidas no interior dos tecidos vegetais sem promover sintomas de
patogenicidade a planta hospedeira. Além de fixar N, estes microrganismos também
sdo capazes de produzir fitohormdnios de crescimento vegetal (auxinas, giberelinas e
citoquininas), antibidtico natural (lisozima), bem como promover atividade antifingica
e aumentar a solubilidade do fosfato e do zinco (Solano et al., 2008; Richardson et al.,
2009).

De acordo com Baldani & Baldani (2005), o inicio do trabalho com bactérias
fixadoras de N ndo simbidticas em uma graminea forrageira tropical foi descrita por
Dobereiner em 1966, com Paspalum notatum e Azotobacter paspali. Boddey et al.
(1983), utilizando a técnica da diluicdo isotopica de °N, demonstraram que P. notatum
cv. Batatais conseguiu obter, aproximadamente, 10% do seu N via fixacdo bioldgica, o
que resultou em 20 kg de N ha-! ano™. Boddey & Victoria (1986), também utilizando a
técnica de diluicio isotopica de °N, observaram que Brachiaria humidicola e B.

decumbens obtiveram de 30 a 40% de N através da FBN, resultando em contribuicdes



de 30 e 45 kg ha? ano! de N, respectivamente. Miranda et al. (1990) em diferentes
ecotipos de Panicum maximum, encontraram que a FBN foi capaz de contribuir entre 16
a 39% de todo o N acumulado pelas plantas.

No que se refere a contribuicdo da FBN associada a genotipos de P. purpureum,
alguns trabalhos foram relatados na literatura, como Silva et al. (2010a), que avaliaram
a contribuicdo da FBN e a ocorréncia de bactérias diazotroficas em plantas de capim-
elefante manejado sobre trés intensidades de corte (5, 25, 50 e 50 cm + 80 kg N hal) em
Itambe, PE. Estes autores observaram a presenca de bactérias do género Azospirilum
spp. e da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus associados ao capim-elefante, com
contribuicdo da FBN variando entre 18,4% e 32,0%, para as intensidades de corte de 5 e
50 cm, respectivamente. Quesada (2001), utilizando a técnica da abundéncia natural de
>N em condicdes de campo, observou que a FBN associada a P. purpureum contribuiu
com até 57% do N acumulado pela planta.

Quando se aborda o processo de FBN em plantas ndo leguminosas, sdo comuns
relatos de que o gendtipo da planta exerce influéncia no processo (Urquiaga et al.,
1992; Reis Junior et al., 2000; Urquiaga et al., 2012). Morais et al. (2009) trabalharam
com cinco gendtipos de P. purpureum (CNPGL F06-3, Gramafante, BAG 02, Roxo e
Cameroon) em dois tipos de solo de baixa fertilidade (Planossolo e Argissolo) para a
producdo de bioenergia. Os resultados demonstraram que 0s gendtipos Cameroon,
CNPGL F06-3 e BAG 02 foram o0s mais promissores, obtendo acimulo de nitrogénio
entre 232 e 343 kg ha e contribuicdes da FBN de até 47, 52 e 41%, respectivamente.
Morais et al. (2011) conduziram trés experimentos a campo em solos de baixa
fertilidade, dois no Rio de Janeiro e um no Espirito Santo, com as variedades
Gramafante, Cameroon, BAG 02, CNPGL F06-3, CNPGL F79-2 e Roxo, e quatro dos

genotipos avaliados obtiveram de 18% a 70% do N derivado da FBN. Estas diferencas

10



entre gendtipos de gramineas em relagdo & FBN mostram um grande potencial para a
sua melhor exploracao através de melhoramento vegetal (Dobereiner, 1990).

Assim, pode-se dizer que a FBN pode contribuir, consideravelmente, com
grandes quantidades de N para plantas, principalmente em solos com baixa
disponibilidade desse nutriente, reduzindo a necessidade de aplicagdo de N-fertilizantes

e contribuindo para a preservacao do meio ambiente (Zanetti, 2010).

Técnica da abundancia natural de **N

Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos e adaptados uma série de métodos
com o objetivo de quantificar a contribuicdo da FBN na nutricdo das plantas. Dentre
esses métodos, as técnicas isotdpicas apresentam a importante vantagem de permitir a
discriminacdo e quantificacdo das fontes de N que contribuem para a nutrigdo
nitrogenada das plantas de forma indireta, possibilitando saber qual fracdo do N
acumulado pela planta € proveniente do solo, do fertilizante nitrogenado quando
aplicado e/ou do processo de FBN quando associado as plantas. Além disso, as técnicas
isotdpicas sdo as Unicas que apresentam elevada precisdo da contribuicdo da FBN para a
nutricdo de plantas ao nivel de campo, em culturas de plantas ndo leguminosas (Boddey
etal., 2001).

Dentre os métodos isotdpicos, a técnica da abundancia natural de °N (5°N) tém
se destacado, principalmente com o aperfeicoamento da sensibilidade dos
espectrometros de massa (Resende et al., 2003).

O N possui dois is6topos estaveis de ocorréncia natural, o “*N e o N. A
abundancia natural do *®N do N atmosférico é de 0,3663% e do *N, 99,6337%. Esta
técnica fundamenta-se no fato de que o N mineral do solo (NOs™ e NH4") possui uma

abundancia natural de N um pouco maior do que a do N, atmosférico, devido ao
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fracionamento isotopico entre N e N que ocorre nos processos fisicos, quimicos e
biologicos que envolvem o N da matéria organica e do solo (Unkovich et al., 2008).
Essas variagdes sdo extremamente pequenas, entdo se convencionou que cada unidade
de 8™°N seria a abundancia natural dividida por mil, ou seja, 0,0003663 4tomos % de
®’N em excesso (Rezende et al., 2003). Portanto, uma planta que ndo fixa N2 da
atmosfera, crescendo nessas condicdes, terd sua composicdo em °N semelhante a do N
disponivel do solo. J& a planta fixadora do N2 da atmosfera apresentaréa teores menores
de N, devido ao efeito de diluicdo que esse N, causara, uma vez que o °N em excesso
da atmosfera é zero. Assim, usando-se uma planta ndo fixadora como marcadora do **N
do N mineral do solo, a taxa de fixagdo pode ser determinada pela proporcdo com que
este °N foi diluido (Shearer; Kohl, 1986).

Para tanto, € necessario que a planta ndo fixadora de N2 explore um volume de
solo semelhante ao da fixadora, apresentando, ainda, padrdes de absor¢éo e assimilacéo
do N parecidos. Como na realidade isso é quase impraticavel de ser atendido, usa-se a
média do N de algumas espécies de plantas que ndo tenham, reconhecidamente,
nenhum histérico comprovado de fixacdo bioldgica associada (Miranda et al., 2003). A
determinacdo da proporcdo de N derivado da FBN (%) é entdo obtida pela equacao de

Shearer & Kohl (1986):

15 15
9% FBN = & NPlantareFerEncia_ & NPlantateste %100
5N sncia— B
Planta referencia

Onde:

3N da planta referéncia — Valor de 8N do solo obtido através de plantas ndo
fixadoras;

5'°N da planta teste - Valor de §'°N da planta fixadora de N2;

B — Valor da discriminagdo isotopica de '°N feita pelas plantas durante o processo de

FBN (Normalmente considerado zero para gramineas).
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As limitacbes do uso desta técnica incluem o alto custo das analises, a
necessidade de um maior cuidado com a manipulagdo das amostras e de que as plantas
fixadoras e ndo fixadoras de N, crescendo no mesmo solo, absorvam nitrogénio com a
mesma marcacdo de N (Rezende et al., 2003). Levando em consideragdo que existam
diferencas na exploracdo do volume do solo pelas raizes das plantas teste e referéncia e
diferencas na curva de absor¢do de nutrientes entre elas, o uso de mais de uma planta
referéncia se faz necesséario (Shearer; Kohl, 1986). Baptista et al. (2014) avaliando
quatro espécies de plantas invasoras como referéncia (Panicum miliaceum, Eleusine
indica, Sorghum bicolor, Commelina benghalensis) em diferentes profundidades do
solo (0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60 e 60-75 cm), observaram maiores valores
da abundéncia natural de N nas camadas mais profundas, entre 6,7 e 8,6%o, quando
comparado & profundidade de 0-10 cm. Estes resultados demonstram que plantas-
referéncia que explorem volume de solo diferentemente das plantas teste, absorverédo N

em proporcdes diferentes, resultando em estimativas erréneas da FBN.
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Capitulo 11

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM GENOTIPOS DE Pennisetum
purpureum Schum.

18



Fixacao bioldgica de nitrogénio em gendétipos de Pennisetum purpureum Schum.

Resumo — O objetivo desse trabalho foi avaliar a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
a ocorréncia de bactérias endofiticas, producdo de matéria seca da parte aérea (PMSPA)
e altura em gendtipos de capim elefante cultivados na Zona da Mata de Pernambuco, em
diferentes niveis de nitrogénio (N). O delineamento em blocos casualizados, com trés
repeticdes, consistiu dos niveis de adubacio de 0, 30, 60 e 90 kg de N ha™* corte™? e dos
gendétipos Mineirdo, Taiwan A-146, Elefante B, IRI 381 e Pioneiro. No nivel zero de
adubacdo de N, avaliou-se a FBN e a densidade bacteriana endofitica nas raizes e
colmos dos gendtipos Elefante B, Pioneiro e Venezuela na época chuvosa e seca. A
PMSPA e altura foram avaliadas em todos os niveis de adubacdo, em quatro cortes. Os
genotipos Taiwan A-146, Elefante B e IR1 381 foram os mais promissores na PMSPA e
FBN, indicando contribuicdes de até 57,2, 58,0 e 61,9%, respectivamente. A densidade
de bactérias diazotréficas associada aos genoétipos foi influenciada pelo tecido de
colonizagdo e época do ano. Os gendtipos Pioneiro e Mineirdo apresentaram,
respectivamente, efeito linear e quadratico em resposta aos niveis de N. Os genétipos de

capim elefante estudados sdo potencialmente fixadores de N.

Termos para indexagdo: Pennisetum purpureum, FBN, °N, producdo de matéria seca,

endofiticos
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Biological nitrogen fixation in Pennisetum purpureum Schum. genotypes

Abstract - The aim of this study was to evaluate the biological nitrogen fixation (BNF),
the occurrence of endophytic bacteria, dry matter production of shoots ( PMSPA ) and
height in genotypes grown elephant grass in the forest zone of Pernambuco , at different
levels of nitrogen ( N ). The randomized block design with three replications, consisted
of fertilizer levels of 0, 30, 60 and 90 kg N ha* cutting™ and legume genotypes, Taiwan
A- 146, B Elephant, IRI 381 and Pioneer. At zero level of N fertilization, evaluated the
BNF and endophytic bacterial density in the roots and stems of genotypes B Elephant,
Pioneer and Venezuela in the rainy and dry season. The PMSPA and height were
measured in all fertilization levels in four sections. The genotypes Taiwan A- 146,
Elephant B and IRl 381 were the most promising in PMSPA and FBN, indicating
contributions to 57.2, 58.0 and 61.9%, respectively. The density of diazotrophic bacteria
associated with genotypes was influenced by tissue colonization and time of year. The
Pioneer and legume genotypes, respectively, linear and quadratic effect in response to

levels of N. The elephant grass genotypes studied are potentially fixers N.

Index terms: Pennisetum purpureum, FBN, N, production of dry matter, endophytic
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Introducgéo

O capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma das gramineas
forrageiras tropicais de maior potencial produtivo e, consequentemente, de elevada
extracdo de nutrientes do solo, principalmente quando utilizada para corte, pois toda a
forragem produzida é removida, reduzindo a ciclagem de nutrientes (Fonseca;
Martuscello, 2010).

A produtividade dessa forrageira decorre, dentre outros fatores, do fornecimento
de nitrogénio ao solo (Silva et al, 1996). Diversos estudos comprovaram que a adubacgéo
nitrogenada pode aumentar a producdo de matéria seca de forrageiras com elevado
potencial de producdo (Magalhaes et al., 2006; Flores et al., 2012).

O processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em plantas de capim
elefante tem sido relatado por diversos autores como uma importante fonte de
contribuicdo de N (Souto, 1982; Souto; Takahashi, 1989; Quesada et al., 2001; Morais
et al., 2011). Morais et al. (2009), trabalhando com os genétipos CNPGL F06-3,
Gramafante, BAG 02, Roxo e Cameroon em solos de baixa fertilidade para producdo de
bioenergia, observaram que os genétipos Cameroon, CNPGL F06-3 e BAG 02 foram os
mais promissores, obtendo contribuicdes da FBN de até 47, 52 e 41%, respectivamente.

Dentre as bactérias diazotroficas encontradas em associacdo com plantas de
capim elefante, destacam-se aquelas pertencentes aos géneros Azospirillum e
Herbaspirillum (Reis et al., 2000). Assim, Kirchhof et al. (1997) isolaram e
identificaram bactérias desses dois géneros do interior de raizes das gramineas
forrageiras Pennisetum purpureum, Miscanthus sinensis, Miscanthus sacchariflorus e
Spartina pectinata. Silva et al. (2010a) observaram a presenca de bactérias do género
Azospirilum spp. e da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus associados as raizes de

P. purpureum na Zona da Mata de Pernambuco, municipio de Itambé. Entretanto, o
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potencial de fixacdo dessas bactérias depende da interagdo destas com o gendtipo da
planta, dos fatores ambientais e da competitividade com os demais microrganismos do
local (Bergamaschi et al., 2007). Santos et al. (2013), avaliando a ocorréncia de
bactérias diazotroficas, em meio NFb, associadas a forrageiras Andropogon
(Andropogon gayanus Kunth), capim Tanzénia (Panicum maximum Jacg. cv. Tanzania)
e capim Buffel (Cenchrus ciliari L.) em duas épocas distintas no Semiarido Paraibano,
observaram maior diversidade de espécies do género Azospirillum associadas as raizes
no periodo mais seco do ano. Segundo estes mesmos autores, a ocorréncia destas
bactérias foi influenciada pelo gend6tipo da planta e estacdo do ano.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a contribuicdo de N
derivado da fixacdo bioldgica de nitrogénio entre os diferentes genétipos de capim-
elefante cultivados na Zona da Mata de Pernambuco, sem adigcéo de N-fertilizante, bem
como a ocorréncia de bactérias diazotroficas endofiticas associadas as raizes e colmos
de dois dos gendtipos estudados, em duas épocas distintas. Também foram avaliadas a
altura e producdo de matéria seca desses mesmos gendtipos submetidos a diferentes

niveis de adubacdo nitrogenada em quatro ciclos de avaliacéo.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Itambé, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA (7° 24’ S, 35° 06 W e altitude de 190 m). O clima,
segundo a classificagdo de Thornthwaite, é do tipo umido subumido megatérmico, com
pluviosidade anual média de 1.300 mm e temperatura anual média de 25,1°C (CPRH,
2003). Durante o periodo experimental, de junho de 2012 a junho de 2013, a

precipitagdo acumulada foi de 1246,6 mm (Figura 1) (APAC, 2014).
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O solo é classificado como Argissolo Vermelho-amarelo distrofico, com
horizonte A proeminente de textura média/argilosa, fase florestal tropical subcaducifélia
e relevo suave ondulado (Jacomine et al., 1973;Embrapa, 2006).

Os gendtipos de capim-elefante foram plantados em maio de 2009, tendo sido
aplicado 5 Mg ha* de calcario dolomitico (PRNT = 75,6%) 60 dias antes do plantio, e
uma adubacéo fosfatada (44 kg ha de P; superfosfato simples) e potassica (66 kg ha*
de K; cloreto de potassio) 60 dias apOs o plantio, com base na saturacdo de bases
desejada (65%) e de acordo com a analise quimica de solo.

O experimento foi implantado com 30 gendtipos de capim-elefante, sendo 6
cultivares de Pennisetum spp., 23 hibridos provenientes do cruzamento interespecifico
entre os cultivares e milheto (IPA Bulk-1) e, 0 HV 241 (Elefante B x 23A). Porém, no
presente trabalho, optou-se por trabalhar apenas com os cultivares Mineiréo, Taiwan A-
146, Elefante B, IRl 381 e Pioneiro, pois foram 0s que sobreviveram em todas as

parcelas em quantidade suficiente para realizar a analise estatistica. Aqueles gendtipos
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que foram perdidos devido a ndo adaptacdo as condicGes edafocliméticas, no inicio do
experimento, foram substituidos pelo cultivar IRI 381.

A éarea experimental foi disposta em delineamento em blocos ao acaso, com trés
repeticdes, em esquema de parcelas subdivididas. As parcelas principais consistiram de
quatro niveis de adubagdo de N (0, 30, 60 e 90 kg de N ha* corte?, na forma de uréia) e,
as subparcelas, os genotipos Mineirdo, Taiwan A-146, Elefante B, IRl 381 e Pioneiro.
representados por uma Unica touceira (unidade experimental). As parcelas foram
compostas por cinco fileiras de onze metros cada, com espacamento de 1,0 x 2,0m (2 m?
touceiral), sendo a area Util de 10 m?, e a bordadura representada pela cultivar IRI 381.

Entre maio de 2009 e agosto de 2011, a area experimental foi utilizada para a
tese de Cavalcante (2011), sendo utilizados os mesmos tratamentos experimentais e 0s
genotipos cortados durante seis ciclos de avaliacao.

Em margo de 2012 foi realizada a amostragem do solo para andlise quimica,
coletando-se doze amostras simples e uma amostra composta por bloco, a profundidade

de 0-0,2 m (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo coletado (0-0,2 m) da area de cultivo dos
gendtipos de capim-elefante na Estacdo Experimental do IPA, municipio de Itambé,
Pernambuco.

pH P Na K* Ca?+Mg* Ca? APF* H+Al CO M.O.
(H20) mgdm? cmolc dm g kg
5,82 12,25 0,15 0,09 5,67 393 0,13 6,12 28,3 488

C.0O: Carbono organico
M.O: Matéria organica

Em junho de 2011, foi realizado um corte de uniformizagéao rente ao solo, sendo
essa produgdo desconsiderada da estimativa final da producdo. Foram realizadas
adubagcdes fosfatadas (60 kg ha™ de P; superfosfato simples), potassicas (120 kg ha™* de

K; cloreto de potassio), e de micronutrientes (20 kg ha*; B: 1,6%, Cu: 0,8%, Mn: 2%,
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Mo: 0,1% e Zn: 9%), juntamente com os tratamentos nitrogenados, apos cada corte de
avaliacdo, sendo os adubos aplicados na superficie do solo, ao redor da touceira. Sempre
que necessario foram realizadas capinas manuais.

As variaveis analisadas foram: producdo de matéria seca da parte aérea (g.m=
corte’), altura da planta (cm), abundéncia natural de >N (%), N acumulado (g m™ corte”
1y, nitrogénio derivado da atmosfera (%), fixacdo bioldgica de N (g.m™ corte) e
densidade de bactérias diazotroficas endofiticas. Foram realizados quatro ciclos de
avaliacdes, num intervalo de 90 dias entre os cortes (setembro/2012, dezembro/2012,
marco/2013 e junho/2013), devido as baixas precipitagdes durante o periodo
experimental.

Para determinacgdo da producdo de matéria seca da parte aérea, as touceiras da
area util das parcelas foram cortadas rente ao solo e pesadas a campo. Trés perfilhos,
selecionados de forma a representar a touceira, foram retirados e a altura obtida a partir
da base do perfilho mais desenvolvido até a extremidade da folha mais alta. Uma
subamostra desses trés perfilhos foi acondicionada em sacos de papel, pesada e pré-seca
em estufa de circulagcdo forcada de ar a 65° C por 72 horas. Posteriormente, estas
subamostras foram moidas em moinho de facas tipo Wiley, em malha de 1 mm e uma
aliquota retirada para determinacdo da matéria seca definitiva (Silva e Queiroz, 2002).
No caso das parcelas no nivel zero de adubacdo, a fracdo folha e colmo dos trés
perfilhos foram pesadas separadamente e, apds pré-secagem, aliquotas de
aproximadamente 20g foram trituradas em moinho de bola até obtengdo de um po fino e
depois encaminhadas ao CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura) para
determinacéo da abundancia natural de ®N e %N, utilizando o espectrometro de massa

acoplado a um auto-analisador de C e N total.
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A fixacdo bioldgica de nitrogénio nos gendtipos estudados foi estimada
utilizando-se a técnica da abundancia natural de N, com o percentual de nitrogénio da
planta derivado da atmosfera (%Ndda), calculado através da seguinte formula (Shearer;

Kohl, 1986):

15 15
% FBN = & NPlanta referéncia = & NPlantateste +100
51EN incia— B
Planta referencia

Onde:

N da planta referéncia: valor médio de 8°N de plantas de jurubeba (Solanum
paniculatum L), ndo fixadoras de N;

3N da planta-teste: valor de 31°N dos cultivares de capim-elefante;

B: valor da discriminagdo isotopica de °N feita pelas plantas durante o processo de
FBN. Neste estudo, o valor considerado foi igual a zero.

As plantas de Jurubeba (Solanum paniculatum L) utilizadas como plantas de
referéncia ndo fixadoras de N, foram colhidas na mesma area experimental a cada ciclo
de avaliacgdo, coletando-se amostras de folha de varias plantas e fazendo-se uma amostra
composta.

A quantidade de N fixado foi estimada multiplicando-se o valor de %Ndda pelo
teor de N e producdo de matéria seca de folhas, colmo e total (PMS de folha + PMS de
colmo).

Em um experimento realizado a parte, para avaliar a ocorréncia e densidade de
microrganismos endofiticos associados ao capim-elefante, foram coletadas trés amostras
de raiz e de colmo dos genotipos Elefante B, Pioneiro e Venezuela, escolhidas
aleatoriamente nas parcelas sem adubacdo nitrogenada. As coletas foram realizadas no
periodo seco (outubro/2012) e no periodo chuvoso (maio/2013), aproximadamente 45 e
60 dias apos o corte, respectivamente. Na primeira coleta (outubro/12), apenas amostras

de raizes foram analisadas, sendo estas retiradas de um perfilho nos primeiros 20 cm de
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profundidade do solo. As amostras de colmo foram retiradas entre 15 e 30 cm da base
da planta. As amostras identificadas foram conservadas em recipiente térmico com
bolsas de gelo e encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia do Solo da UFRPE
para determinacdo da densidade de bactérias diazotroficas endofiticas de raiz e colmo,
segundo metodologia de Ddbereiner et al. (1995) e Kuklinsky-Sobral et al. (2004). As
amostras de raizes e colmos foram lavadas em &gua corrente para retirada de particulas
de solo aderidas e, depois de pesadas 5 g de cada, estas foram submetidas & desinfec¢do
superficial (1 minuto em alcool 70 %; 3 minutos em hipoclorito de sédio; 30 segundos
em dlcool; e duas lavagens em agua destilada estéril). Com auxilio de bisturi
descartavel, as raizes e colmos foram cortados em tamanhos menores e, posteriormente,
procedeu-se com a maceracdo e a diluicdo seriada (101, 102, 103, 10* e 10°) em
tampé&o fosfato salino (PBS: 1,44 g L de Na;HPOq; 0,24 g L™ de KH,PO4; 0,20 g L
de KCI; 8,00 g L de NaCl; pH 7,4), com posterior inoculagdo em triplicatas, em meio
semisolido NFb, especifico para Azospirillum spp. [5 g L de 4cido malico; 0,5 g L™ de
K2HPO4; 0,2 g L de MgS04.7H,0; 0,1 g Lt de NaCl; 0,01 g L de CaCl2.2H,0; 4 mL
L de Fe.EDTA (solugdo 1,64 %); 2 mL L* de azul de bromotimol (0,5 %); 2 mL L*
de solugdo de micronutrientes (0,2 g L? de NaMo0O4.2H.0; 0,235 g L de
MnSO4.H20; 0,28 g L de H3BOs; 0,008 g L de CuS04.5H,0); 1,75 g L da agar; pH
6,8]. Em cada recipiente inoculado foi acrescido 50 ng mL™ do fungicida Cercobin 700
WP (Tiofanato metilico, 700g/kg) para evitar a contaminacao por fungos.

Todos os indculos foram incubados a 28°C em incubadora BOD, sendo
considerados positivos os frascos que apresentaram a formagdo de um halo de
crescimento em forma de véu no interior do meio, no oitavo dia. Utilizou-se a tabela de
McCrady para determinar o Nimero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotroficas

por grama de tecido fresco de raizes e colmo, segundo Ddbereiner et al. (1995).
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Os dados de produgédo de MS, altura e FBN foram analisados utilizando o proc
mixed do SAS. Foram considerados efeitos fixos os gendtipos, avaliagGes, niveis de N e
suas interagdes. Bloco foi considerado efeito aleatorio. Foi utilizado o procedimento
‘repeated’, sendo a avaliacdo considerada a medida repetida. As médias dos quadrados
minimos foram comparadas utilizando o procedimento PDIFF do SAS, ajustado para
Tukey a 5%. Para varidveis que apresentaram efeito significativo dos niveis de N, foi
realizado contraste ortogonal polinomial, observado se ocorreu efeito linear ou
quadratico (P < 0,05). Para a FBN, devido a maior variabilidade, foram considerados
significativos os resultados com P < 0,10.

As andlises quantitativas de densidade populacional foram submetidas a anélise de
variancia (ANOVA) através do programa estatistico SISVAR 5.3® e a comparac&o entre

as médias, realizada pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

Resultados e Discusséo

Né&o foi observado efeito significativo (P>0,05) da adubacéo nitrogenada para a
producdo de matéria seca da parte aérea dos gendtipos de capim elefante (Tabela 2),
provavelmente devido as baixas precipitacdes pluviais que ocorreram durante a
execucdo do experimento, resultando em baixa eficiéncia de utilizagdo do adubo
nitrogenado, uma vez que este foi aplicado a lanco e na superficie do solo. Além disso,
o0 erro padrdo muito alto pode ter mascarado o efeito das doses de N sobre os genotipos
de capim-elefante.

Os genotipos mais produtivos foram o Taiwan A-146, Elefante B e IRI 381,
seguido pelo Mineirdo, que obteve rendimento intermediario, € o Pioneiro, 0
rendimento mais baixo. A producdo de MS do Taiwan A-146 obtida nesse trabalho foi

inferior aos valores observados por Santos et al. (1994) que, ao aplicar 10 t ha de
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esterco de curral no inicio de cada periodo chuvoso, obtiveram producdo (média de

dois anos) de 1,63 g m2de MS no agreste Pernambucano.

Tabela 2. Producgdo de matéria seca (PMS) da parte aérea dos gendétipos de Pennisetum
purpureum Schum., cultivados na Estacdo Experimental do IPA, Itambé, PE. Média de
quatro ciclos de avaliacao.

Genotipos PMS (g mcorte™) Erro Padréo
Mineirdo 503 B 139
Taiwan A-146 870 A 131
Elefante B 1208 A 133
IRI 381 899 A 131
Pioneiro 395C 137

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Na Tabela 3 é demonstrada a producdo de matéria seca dos genotipos de P.
purpureum por ciclo de avaliagdo. Os resultados demonstraram que as maiores
producdes de biomassa dos gendtipos ocorreram no ciclo de setembro e junho, devido a
maior intensidade de chuvas que ocorreu durante o periodo critico de crescimento das
plantas nos meses que antecederam o corte, sendo registrada precipitagdo acumulada de

393,1 e 406,6 mm para os ciclos de setembro e junho, respectivamente.

Tabela 3. Producdo de matéria seca (PMS) da parte aérea dos genétipos de Pennisetum
purpureum Schum. em funcdo dos ciclos de avaliacdo, cultivados na Estacdo
Experimental do IPA, Itambé, PE.

Ciclos de avaliacbes PMS (g m~corte™) Erro Padréo
Setembro/2012 1075 A 134
Dezembro/2012 553 B 134

Margo/2013 445 B 132
Junho/2013 1027 A 137

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Em relacdo a altura, houve interacdo significativa (P<0,05) entre genotipos e

ciclos de avaliacdo (Tabela 4), sendo as maiores alturas verificadas nos genotipos
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Taiwan A-146 (ciclo de setembro), Mineirdo, Elefante B e IRI 381 (ciclo de dezembro)
e Mineirdo (ciclo de junho).

De modo geral, todos os gendétipos nos ciclos de setembro e junho, exceto o
Taiwan A-146 neste Ultimo, apresentaram altura da planta acima de 200 cm. A maior
intensidade de chuvas que ocorreu nos meses anteriores ao corte favoreceu o
crescimento das plantas e, como verificado anteriormente, a produgdo de MS nestes dois
ciclos de avaliagéo.

Os resultados obtidos neste estudo foram superiores ao de Silva et al. (2010b) e
Silva et al. (2008a), que encontraram altura de 147 cm para o Mineirédo, e de 130 e 112

cm para o IR1-381 e Elefante B, respectivamente, aos 60 dias de crescimento.

Tabela 4. Altura (cm) dos gendtipos de P. purpureum Schum. em funcédo dos ciclos de
avaliacOes, Estacdo Experimental do IPA, Itambé, PE

Ciclos de Avaliagéo

Gendtipos

Set/12 Dez/12 Mar/13 Jun/13
Mineirdo 210 Bb (10) 160 Ac (10) 147 Ac (10) 247 Aa (10)
Taiwan A-146 233 Aa (9) 158 Bc (10) 141 Ac (9) 198 Cb (10)
Elefante B 200 Ba (10) 168 Ab (10) 156 Ab (9) 220 Ba (10)
IRI 381 205 Ba (9) 180 Ab (9) 157 Ac (9) 221 Ba (10)
Pioneiro 206 Ba (10) 158 Bb ( 9) 150 Ab (9) 210 Ba (11)

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os numeros entre
parénteses referem-se ao erro padréo.

Foi observada interacéo significativa (P<0,05) entre os gendtipos e niveis de N
na altura das plantas (Tabela 5). De modo geral, ndo houve diferenca entre os genotipos
de capim elefante nos tratamentos sem adubagcéo e adubados com 60 e 90 kg de N ha
corte’l, exceto para os genotipos Pioneiro, Taiwan A-146 e Mineirdo, respectivamente,
0s quais apresentaram os menores valores de altura. No nivel de adubacéo de 30 kg de

N ha? corte, o Mineirdo e o IRl 381 foram os que se destacaram. Estes resultados

foram superiores aos de Bhering et al. (2008) que, com o cultivar Napier Roxo,
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apresentaram altura média de 127 cm aos 90 dias, durante a época seca, na Depressdo
Cuiabana.

A andlise de regressdo revelou significancia da adubacdo nitrogenada sobre a
altura das plantas dos genétipos Mineirdo e Pioneiro, que apresentaram efeito
quadrético e linear, respectivamente. Mota et al. (2010), avaliando a aplicacdo de
laminas d’agua e doses de N no cultivar Pioneiro no norte de Minas Gerais, também
observaram resposta linear positiva para a altura de plantas. Cruz et al. (2010),
trabalhando com o cv. Cameroon, no Norte de Tocantins, observaram que a altura de
plantas no Argissolo, apresentou tendéncia quadratica em resposta as doses de N, e, no
Neossolo, resposta linear. Por outro lado, Cavalcante et al. (2013), em estudos na Zona
da Mata de Pernambuco, observaram que a altura dos genétipos Mineirdo, Taiwan A-
146, Elefante B, IRl 381 e Pioneiro se ajustou a uma funcdo cubica, cujo ponto de
maxima foi 1,54 m com a dose de 75 kg N ha corte™X. Segundo esse autor, os diferentes
comportamentos dos gendtipos, em fungdo das doses de N, podem ser explicados pela

variacdo genética dos gendtipos.

Tabela 5. Altura (cm) dos gen6tipos de P. purpureum Schum. em funcdo das doses de
nitrogénio (kg de N ha* corte), Estacdo Experimental do IPA, Itambé, PE

Adubagcio nitrogenada (kg de N ha! corte™®)

Gendtipos 0 30 60 90 Efeito

Mineirio 166 A (12) 219A (11) 205A(11) 174B(12) Q
Taiwan A-146 178 A(11) 194B(11) 177B(11) 180 A (11) NS
Elefante B 184 A (11) 182B(11) 181 A(11) 197 A (10) NS
IRI 381 182 A(11) 195A(11) 197A(11) 187 A(11) NS
Pioneiro 153B(11) 169B(11) 195A(12) 206 A (11) L

Médias seguidas por letras iguais, maiusculas na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Q = quadratico (P = 0,0114); L = linear (P = 0,0107)
e NS = ndo significativo (P > 0,05). Os nimeros entre parénteses referem-se ao erro
padréo.

Houve interacdo significativa (P<0,05) entre genétipos de P. purpureum e ciclos

de avaliacdo para a abundancia natural de °N (Tabela 6). Com excec¢do dos genétipos
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Mineirdo e Taiwan A-146 no ciclo de marco, os valores da abundancia natural de §*°N
observados nos genotipos de P. purpureum foram inferiores aos obtidos da planta
referéncia (Jurubeba), ndo fixadora de N (6,48%o0), possibilitando a aplicacao da técnica
do 8N para a estimativa da contribuicdo da FBN nas plantas de capim-elefante. Silva
et al. (2010a), em experimento na Zona da Mata de Pernambuco, utilizando Jurubeba
como planta referéncia ndo fixadora de N, encontraram abundancia natural de *N em

média de 5,8%o.

Tabela 6. Abundancia natural de N (%o) dos gendtipos de P. purpureum, no nivel
zero de N, em funcdo dos ciclos de avaliacdo, na Estacdo Experimental do IPA, Itambé,
PE.

Ciclos de avaliacédo

Genotipos Set/12 Dez/12 Mar/13 Jun/13

15N

Mineirdo 276 Bc (0,33) 2,45 Ac (0,40) 6,85 Aa (0,40) 3,64 Ab (0,33)
Taiwan A-146 2,77 Bc (0,33) 2,83 Ac (0,33) 6,85 Aa(0,33) 4,15 Ab (0,33)
Elefante B 2,92 Ac(0,33) 2,72 Ac(0,39) 5,23Ba(0,33) 3,80 Ab (0,33)
IRI 381 3,68 Ac(0,33) 2,47 Ad(0,33) 6,06Aa(0,33) 4,07 Ab (0,33)
Pioneiro 3,01 Ac (0,39) 2,34 Ac(0,33) 6,17 Aa(0,33) 3,98 Ab (0,33)

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os nameros entre
parénteses referem-se ao erro padréo. Jurubeba = 6,48%.o.

Foram observadas diferencas significativas entre os gendtipos nos ciclos de
setembro e margo, com valores variando entre 2,76 a 3,68 (Mineirdo e IR1 381) e 5,23 a
6,85 (Elefante B e Mineirdo), respectivamente (Tabela 6). Os maiores valores da
abundancia natural de *N no ciclo de margo podem estar relacionados & menor diluigdo
do N devido a absorgdo do N-mineral do solo pela planta. Considerando que foi
realizada uma capina manual, as precipitagdes durante este ciclo favoreceram a
decomposicdo e mineralizacdo da matéria orgdnica aumentando, desta forma, a
disponibilidade de N no solo e, consequentemente, inibindo a fixacdo de N por bactérias

diazotréficas. Ja nos ciclos de dezembro e junho, ndo houve diferenca significativa
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entre 0s genotipos. Os menores valores da abundancia de N ocorreram nos dois
primeiros ciclos (setembro e dezembro), possivelmente devido a associagdo de bactérias
diazotréficas associadas as plantas de capim-elefante (Tabela 6).

Quanto a contribuicdo do N derivado da atmosfera (Tabela 7), diferencas
significativas foram observadas no ciclo de setembro, em que a menor contribuicdo de
N foi obtida pelo IRI 381 (43,2%), e, a maior, pelo Mineirdo (57,4%), que n&o diferiu
significativamente do Taiwan A-146, Elefante B e Pioneiro. Ja no ciclo de margo, o0s
maiores valores foram observados no Elefante B (19,3%) e IRI 381 (6,4%), que foram
superiores aos demais genotipos. Nao houve diferenca significativa entre os genotipos
nas avaliagdes de dezembro e junho.

As maiores contribui¢cdes ocorreram nos dois primeiros ciclos de avaliagdo para
todos os genoétipos, o0 que era esperado, devido aos menores valores da abundancia
natural de >N nesses ciclos. Considerando que estes genétipos ndo foram adubados com
N-fertilizante hd mais de quatro anos de cultivo, pode-se dizer que a matéria organica
do solo e a FBN foram as principais fontes fornecedoras de N nas parcelas zero de
adubacdo. A FBN contribuiu com até 63,9% de N derivado da FBN.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Morais et al. (2009) e Morais et
al. (2011) que, trabalhando com diferentes genotipos de capim elefante e utilizando o
valor médio de ®N das espécies de referéncia Emilia sonchifolia, Tradescantia
fluminensis, Arnica Montana e Richardia brasiliensis, encontraram contribuicdes entre
21% e 52% e 18% e 70% da FBN, respectivamente.

Em relacdo ao acimulo de N (Tabela 7), foi verificada interacdo significativa
(P<0,05) entre os gendtipos e ciclos de avaliagcdo. Diferencas entre os genétipos foram
observadas nos ciclo de marco e junho, sendo os maiores valores observados nos

genotipos Elefante B, IR1 381 e Taiwan A-146. Diferencas significativas também foram
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observadas nestes mesmos gendtipos e no Mineirdo em relacdo aos ciclos de avaliacéo,
que também obtiveram o maior acimulo de N nos ciclos de mar¢o e junho.

Considerando a média dos quatros ciclos de avaliagdo, os gendtipos Elefante B,
IRI 381 e Taiwan A-146 obtiveram, apos 12 meses, 0 equivalente a 22,29, 31,34 e 30,5
g m?2 de N acumulado pelas plantas, respectivamente. O elevado actimulo de N nesses
genotipos, aliado ao alto desempenho destes quanto a produgdo de matéria seca, pode
ser um forte indicativo de contribui¢es da FBN, uma vez que nenhum N-fertilizante foi
adicionado nessa area. Morais et al. (2009), trabalhando com cinco gendtipos em dois
tipos de solo (argissolo e planossolo), obtiveram, em trés cortes, médias de 29,6 e 28,7 ¢
m?2 de N acumulado em 22 meses, respectivamente. Morais et al. (2011), em
experimento em Seropédica, RJ, observaram que o maior acimulo de N, em 34 meses,
foi obtido nos os geno6tipos Bag 02, CNPGL F06-3 e Cameroon, com 51,5, 45,9 ¢ 43,3 ¢

de N m™, respectivamente.

Tabela 7. Estimativa da contribuigcdo de nitrogénio derivado da atmosfera (%Ndda) e
acumulo de N (g m corte?) dos genétipos de P. purpureum, no nivel zero de N, em
funcdo dos ciclos de avaliacdo, na Estacao Experimental do IPA, Itambé, PE.

Ciclos de avaliacédo

Gendtipos Set/12 Dez/12 Mar/13 Jun/13
%Ndda
Mineirdo 574 Aa(514) 622Aa(6,12) 0,0Bc(6,11) 437 Ab (5,14)
Taiwan A-146 57,2 Aa(5,14) 56,4 Aa(5,14) 0,0Bc (5,14) 359 Ab (5,14)
Elefante B 55,0 Aa (5,14) 58,0 Aa(6,05) 19,3 Ac (5,14) 41,4 Ab (5,14)
IRI 381 432Bb (5,14) 61,9Aa(514) 6,4 Ac(514) 37,2 Ab(514)
Pioneiro 53,4 Aa(595) 63,9Aa(514) 4,8Bc(514) 38,6 Ab (5,14)
Acumulo de N (g m corte™)

Mineirdo 1,98 Ab (1,83) 0,58 Ab(2.10) 1,03Bb(2.10) 5,80 Ba(1.83)
Taiwan A-146 5,08 Ab (1,83) 3,46 Ab(1.83) 5,98Ba(1.83) 7,77 Aa(1.83)
Elefante B 6,29 Ab (1,83) 2,85 Ab(2.08) 11,3Aa(1.83) 10,9 Aa(1.83)
IRI 381 6,76 Ab (1,83) 4,15 Ab (1.83) 10,7 Aa(1.83) 8,89 Aa (1.83)
Pioneiro 1,82 Aa(1,94) 1,32 Aa(1.83) 3,10Ba(1.83) 3,02 Ba(1.83)

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os ndmeros entre
parénteses referem-se ao erro padréo.
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Houve efeito significativo das fragdes colmo e folha dos gendétipos de capim
elefante sobre as variaveis 86°N, teor de N, %Ndda e FBN (Tabela 8). Quanto a
abundancia natural de N (8°N), os menores valores foram obtidos na fragdo colmo,
que, consequentemente, apresentou o maior percentual de contribuicdo de N derivado
da atmosfera. Porém, a quantidade de N fixado pela contribuicdo da FBN foi maior nas
folhas, provavelmente devido ao maior acimulo de N nesses tecidos, seja esse

proveniente da FBN ou da absorgéo de N do solo.

Tabela 8. Abundancia natural de ®N (%), teor de N (%), contribuicdo de nitrogénio
derivado da atmosfera (%) e FBN (g mcorte) da fragdo colmo e folha dos genotipos
de P. purpureum, no nivel zero de N, na Estacdo Experimental do IPA, Itambé, PE.

Tecido da

olanta N %N %Ndda FBN*(g m~corte™)
Colmo 357B(0.16) 0.74B(0.07) 44.9A (251) 0,67 B (0,16)
Folha 431A(0.16) 122A(0.07) 335B(251) 0,89 A (0,16)

Meédias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * Significativo a 10% de probabilidade. Os numeros entre
parénteses referem-se ao erro padréo.

No que se refere a quantidade de N fixado biologicamente, os maiores valores
foram encontrados nos genotipos Elefante B, IRI 381 e Taiwan A-146 (Tabela 9),
provavelmente devido as maiores producfes de matéria seca dos mesmos (Tabela 2) e

ao %Ndda dos genotipos (Tabela 7), que estd relacionada a presenca de bactérias

diazotroficas endofiticas associadas aos tecidos das plantas.

Tabela 9. Fixagdo bioldgica de nitrogénio (g de N m?) dos genétipos de P. purpureum
no nivel zero de N, na Estacdo Experimental do IPA, Itambe, PE.

Genotipos FBN (g m“corte™) Erro Padrédo
Mineirdo 0.90B 0.68
Taiwan A-146 1.89 A 0.65
Elefante B 312 A 0.66
IRI 381 219 A 0.65
Pioneiro 0.71B 0.66

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
10% de probabilidade.
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O gendtipo Pioneiro foi 0 que obteve os menores valores da FBN, néo diferindo
do Mineirdo. Estes resultados evidenciam o forte efeito que o gendtipo exerce sobre a
contribuicdo de N proveniente da associagdo ndo simbidtica com bactérias diazotroficas.

Na Tabela 10 sdo demonstrados os resultados quanto a densidade populacional
de endofiticos de raiz em duas épocas do ano. Houve interagdo significativa (P<0,05)
entre 0s genotipos de capim elefante e o periodo de ano, sendo que ndo houve diferenca
entre genotipos dentro de cada periodo. Silva et al. (2010a) em plantas de capim
elefante na Zona da Mata de Pernambuco, detectaram bactérias do género Azospirillum
spp. na intensidade de corte de 25 cm de altura, na época das aguas.

N&o foi observada diferenca entre os periodos de avaliacdo, com excecdo do
cultivar Pioneiro, que apresentou as maiores densidades no periodo seco. Resultados
semelhantes também foram observados por Santos et al. (2013), que trabalhando com
Andropogon (Andropogon gayanus Kunth), capim tanzénia (Panicum maximum Jacq.
cv. Tanzénia) e capim buffel (Cenchrus ciliaris L.) no Semiérido Paraibano, observaram
maior densidade de bactérias do género Azospirillum associadas as raizes das
forrageiras, no periodo mais seco do ano e, por Brasil et al. (2005) que, trabalhando com
Brachiaria humidicola, Elyonurus muticus (capim-corona) e Axonopus purpisii (capim-
mimoso) no Pantanal Sul Matogrossense, encontraram menor nimero de bactérias nas
raizes e solo na época chuvosa. Reis Junior et al. (2004) também observaram influéncia
da espécie vegetal e da época do ano sobre a populagdo de bactérias associadas as raizes
de Brachiaria spp. Segundo os autores, esse efeito pode ser explicado pela influéncia de
fatores ambientais, principalmente estresse hidrico, sobre as populacGes de

microrganismos diazotroficos.
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Tabela 10. Log do nimero mais provavel (NMP) de células g de tecido vegetal fresco
(TVF) da densidade populacional de bactérias endofiticas associadas a raiz de genotipos
de P. purpureum, cultivados no nivel zero de N, em duas épocas do ano, na Estacéo
Experimental do IPA, Itambé, PE.

Log do NMP de células g* de TVF

Genotipos Periodo chuvoso Periodo seco CV (%)
(Mai/13) (Out/2012)
Elefante B 4,06Aa 4,47Aa
Venezuela 3,68Aa 4,00Aa 19,53
Pioneiro 3,95Ab 5,14Aa
CV (%) 23,86 23,86

Médias seguidas por letras iguais, maitsculas na coluna e minudsculas na linha, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Houve interacdo significativa (P<0,05) entre gendtipos de capim elefante e
nichos de colonizacdo (Tabela 11), sendo que ndo foi observada diferenca entre os
gendtipos para cada nicho de colonizagdo, exceto para o cultivar Venezuela, em que as
maiores densidades populacionais foram obtidas no colmo. Estes resultados divergem
dos obtidos por Pariana-Llanos et al. (2010), que avaliando a influéncia da fertilizacdo
organica em cana de acgucar, observaram maior numero de bactérias diazotroficas
endofiticas no nicho de raiz e por Mendes et al. (2007) que, trabalhando com cana-de-
acucar encontraram menor densidade de bactérias endofiticas isoladas no colmo,

guando comparadas a endofiticas de raiz e da rizosfera.

Tabela 11. Log do nimero mais provavel (NMP) de células g de tecido vegetal fresco
(TVF) da densidade populacional de bactérias endofiticas associadas a gendtipos de P.
purpureum, cultivados no nivel zero de N, nos nichos de colonizacdo de raiz e colmo,
durante a época chuvosa, na Estacdo Experimental do IPA, Itambé, PE.

Log do NMP de células g* de TVF

Genotipos Nicho de Raiz Nicho de Colmo
Elefante B 4,06 Aa 4,18 Aa
Venezuela 3,68 Ab 4,78 Aa
Pioneiro 3,95 Aa 4,18 Aa
CV (%) 11.99 9,46

Médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna e letras mindsculas iguais na
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Apesar de ter sido observada a ocorréncia de bactérias endofiticas do género
Azospirillum, colonizando raizes e colmos de gendtipos de capim-elefante cultivados
em solo sem adubacdo nitrogenada, €& necessario que esses isolados sejam
caracterizados, fisiologicamente e geneticamente, e avaliados quanto ao seu potencial

em fixar nitrogénio eficientemente.

Conclusdes
A contribuicdo da FBN em capim-elefante € influenciada pelo gendtipo da
planta e ciclos de avaliagéo.

Os genotipos Taiwan A -146, Elefante B e IRl 381 foram os mais promissores
na FBN e os que apresentaram os maiores valores de PMS e acimulo de N.

Bactérias diazotroficas endofiticas ocorrem em associacdo com os genotipos de
capim-elefante. A densidade populacional, no entanto, é influenciada pelo tipo de tecido
da planta e época do ano.

Faz-se necessaria a realizacdo de estudos mais aprofundados, para que estes

isolados sejam caracterizados geneticamente e avaliados quanto ao seu potencial de FBN.
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