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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s — Graduagdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO E MICORRIZACAO EM GRAMINEAS DOS
CAMPOS SULINOS

AUTOR: ANDERSON CESAR RAMOS MARQUES
ORIENTADOR: Dr. FERNANDO LUIZ FERREIRA DE QUADROS

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de fevereiro de 2014

O conhecimento do nivel de associacdo que ocorre entre bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) nos ecossistemas campestres, pode ser importante para a o
entendimento das alteracdes provocadas pela adicdo de fertilizantes, contendo fdsforo (P) e
nitrogénio (N), na producdo e na composicdo botanica das pastagens naturais. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar (a) a ocorréncia de trés géneros de bactérias diazotréficas no sistema
radicular sob fertilizagdo com N e P, e determinar a contribuicdo de N via FBN, e (b) avaliar o
comportamento da associacao entre FMAs e gramineas nativas. Foram utilizadas quatro gramineas
de maior abundancia nas pastagens naturais dos Campos Sulinos no Rio Grande do Sul, Axonopus
affinis, Paspalum notatum, Andropogon lateralis e Aristida laevis, cultivadas em casa de vegetacao,
sendo conduzidos dois estudos (A e B). Em A, foram aplicados dois tratamentos: 50 mg kg™ de solo
de P + 100 mg kg™ de N solo (NP) e uma testemunha, sendo avaliados, 0 nimero de bactérias
diazotrdficas dos géneros Azotobacter, Azospirillum e Herbaspirillum, e a contribuigdo da FBN
através da técnica da abundancia natural de >N. Em B, os tratamentos consistiram na aplicacéo de
50 mg kg™ de solo de P (P); aplicacdo de 50 mg kg™ de solo de P + 100 mg kg™ de N solo (NP), e
uma testemunha, em ambos foi determinada a colonizagdo micorrizica. A espécie A. laevis
demonstrou ser mais dependente da fixacdo bioldgica de N que as demais espécies. A espécie P.
notatum em comparacdo as demais espécies, demostrou ser mais habil em absorver o N disponivel
no solo. A matéria seca acumulada da parte aérea das espécies nativas foi maior com a aplicacao de
NP. A colonizacdo micorrizica foi semelhante entre a testemunha, P e NP para as raizes de A.
lateralis e A. laevis, apresentando assim uma maior dependéncia da associacdo micorrizica.
Diferentemente, nas especies A. affinis e P. notatum, a colonizacdo micorrizica foi menor quando
submetidas a adubacdo com P e NP, apresentando assim uma menor dependéncia. Conclui-se
assim, que a adubacdo com N e P reduz a colonizacdo de bactérias diazotroficas, aumentando a
producdo de matéria seca e teor de N no tecido. A. laevis apresentou a maior contribuicdo da
fixacdo biologica de nitrogénio, ja P. notatum apresentou maior acimulo de N do solo. As espécies
A. laevis e A. lateralis apresentam maior dependéncia da micorrizagdo que as espécies A. affinis e
P. notatum.

Palavras-chave: Rizosfera. Exsudatos radiculares. Bactérias associativas. Colonizag¢do micorrizica.
Dependéncia micorrizica.
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The knowledge of the level of association that occurs between diazotrophic bacteria and fungi
arbusculares mycorrhizae (AMF) in grassland ecosystems may be important for the understanding
of the changes caused by the addition of fertilizers containing phosphorus (P) and nitrogen (N), in
the production and botanical composition of natural pastures. The objective of this study was to
evaluate. (a) the occurrence of three genera of diazotrophic bacterial in the root system under
fertilization with N and P, and determine the contribution of N via BNF, and (b) evaluate the
behavior of the association between AMF and native grasses. Four most abundant grasses in natural
grasslands of the Southern “Campos” in Rio Grande do Sul , Axonopus affinis, Paspalum notatum,
Andropogon lateralis and Aristida laevis were grown in pots of 5 kg, in a greenhouse, two studies
being conducted (A e B). In A, two treatments were applied: 50 mg kg™ soil P and 100 mg kg™ of
soil N (NP) and a control, being evaluated, the number of diazotrophic bacteria of the genera
Azotobacter, Azospirillum and Herbaspirillum, and the contribution of BNF was determined by the
technique of natural >N abundance. In B, the treatments consisted of applying 50 mg kg™ soil P
(P), application of 50 mg kg™ soil P and 100 mg kg™ of soil N (NP), and a control, in both
treatments mycorrhizal colonization was determined. For A, A. laevis demonstrate to be more
dependent on biological N fixation than the other species. The grass P. notatum compared with
other species demonstrated to be more efficient to absorb available soil N. The dry matter
accumulation in shoots of the native species was higher with the application of NP. In B the
mycorrhizal colonization was similar between the control, P and NP to the roots of A. lateralis and
A. laevis, thus presenting a greater dependence on the mycorrhizal association. Differently, in A.
affinis and P. notatum, the mycorrhizal colonization was lower when subjected to fertilization with
P and NP, thus presenting a lower dependence. It is concluded for A that fertilization with N and P
reduces diazotrophic colonization, increasing the production of dry matter and N content of the
tissue. A. laevis showed the highest contribution of biological nitrogen fixation, since P. notatum
showed higher N accumulation in soil. In relation to B, A. laevis and A. lateralis have a higher
dependence on the mycorrhizal than A. affinis and P. notatum.

Key words: Rhizosphere. Root exudates. Associative bacteria. Mycorrhizal colonization.
Mycorrhizal dependency.
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INTRODUCAO

Os solos ocorrentes sobre pastagens naturais no Rio Grande do Sul na sua maioria sao
pobres em fosforo (P) e nitrogénio (N) disponiveis, sendo estes nutrientes os mais limitantes ao
crescimento de gramineas forrageiras nativas. A variabilidade de solo e clima, aos quais as
espécies destas pastagens naturais foram submetidas, proporcionaram a existéncia de uma
significativa quantidade de gramineas, responsaveis pela maior parte da massa de forragem.

Dentre as mais de 400 espécies de gramineas, existem espécies de crescimento rapido,
adaptadas a solos de maior fertilidade, e espécies de crescimento mais lento, adaptadas a solos
mais pobres, sendo esta, uma forma de se adaptarem a fertilidade natural destes solos. Estas
espécies, ao longo de sua evolugdo, desenvolveram outros mecanismos de sobrevivéncia a
restricdo de P e N no solo para manutencdo do seu crescimento e persisténcia, como a
associa¢do com microrganismos.

Considerando a nutricdo de P e N, e o0s aspectos relacionados a associacdo das
gramineas nativas com microrganismos do solo, destaca-se a importancia dos fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) e da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) realizada pelas
bactérias diazotroficas, como mecanismos de obtencdo destes nutrientes em solos de baixa
disponibilidade de nutrientes.

O P é um macronutriente presente nos solos tropicais em baixas concentragdes nas
formas disponiveis &s plantas, sendo pouco movel em solos intemperizados, como 0s dos
Campos Sulinos. Nessas condi¢Bes os FMAs assumem papel importante na sobrevivéncia de
espécies vegetais.

As espécies que apresentam dependéncia da associacdo com FMASs ndo crescem
satisfatoriamente na auséncia destes microrganismos, principalmente em solos com baixos
teores de nutrientes. As espécies que apresentam baixa dependéncia apresentam sistema
radicular bem desenvolvido, com muitas raizes finas e pélos radiculares. Apesar disso, sdo
plantas ruderais que se desenvolvem, em geral, em solos com altos teores de nutrientes
disponiveis, apresentando também competitividade em solos pobres em P, devido a

plasticidade do sistema radicular.
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As espécies mais dependentes da associagdo com microrganismos, quando submetidas a
elevacdo no teor de nutrientes, em geral, ndo alteram a sua micorrizagcdo radicular, uma
caracteristica de dependéncia que pode ser atribuida as espécies de crescimento mais lento. Ja
as espécies com crescimento mais rapido apresentam uma reducdo na colonizacéo,
comportamento que pode ser atribuido a sua plasticidade em resposta ao aumento da
fertilidade.

A FBN ¢é uma via importante para a entrada de N no solo, sendo um processo realizado
por microrganismos procarioticos conhecidos como diazotroficos. Os diazotroficos, que
associados a gramineas forrageiras, sdo de vida livre, podem contribuir com o fornecimento de
nitrogénio aos ecossistemas naturais. A FBN é um processo regulado pela necessidade do
ambiente e das espécies fixadoras, pois, a enzima nitrogenase, responsavel pela reducdo do N,
tem sua atividade regulada pela presenca de N no solo e atividade das plantas.

Em pastagens nativas, a FBN pode responder pela entrada de boa parte do N que estas
espécies necessitam. Aparentemente, a fixacdo associada a gramineas funciona como uma
alternativa da planta frente a necessidade de sobrevivéncia em baixa disponibilidade de N, e
ndo como forma efetiva para aumentos da producdo. A FBN esta relacionada com o
crescimento vegetal, caracteristicas do solo e diferentes manejos adotados, como a adubacao,
que podem modificar a atividade destes microrganismos no solo.

Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram avaliar a colonizacdo por micorrizas
arbusculares e a fixacdo bioldgica de nitrogénio em quatro gramineas nativas dos Campos

Sulinos sob fertilizacdo com P e N.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Atividade de microrganismos em pastagens naturais

O solo é capaz de sustentar uma comunidade microbiana extremamente grande, com
uma dindmica muito complexa, atuante nos processos de decomposi¢do da matéria organica e
nos ciclos dos nutrientes, mediando sua disponibilidade. A biomassa microbiana total no solo
funciona como um reservatério de nutrientes para as plantas, com atividade influenciada por
fatores bidticos e abidticos do ambiente (FILHO & MINHONI, 2007), desta forma, um solo
com alta atividade microbiana pode ser caracterizado como de boa qualidade. Estima-se que a
comunidade microbiana ocupe menos de 5% do espaco poroso do solo, e que cerca de 90% da
sua atividade seja realizada por bactérias e fungos (ANDREOLA & FERNANDES, 2007).

Das distintas regides do solo onde ocorrem estas interagGes, na rizosfera observa-se a
maior atividade dos microrganismos, devido principalmente, a influéncia direta da atividade
das raizes, que proporcionam caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas das demais fracbes
do solo, e que desta forma tornam-se responsaveis pela maior parte das interagdes entre
microrganismos e plantas (DANTAS et al., 2009), estando relacionadas a capacidade de
promover o crescimento vegetal pela disponibilizacdo, principalmente, de nitrogénio (N) e
fosforo (P).

A atividade biol6gica do solo compreende uma série de reagdes, sendo as reacdes
bioquimicas catalisadas por enzimas responsaveis por acelerarem a reciclagem da matéria
organica e o fluxo de nutrientes para formas disponiveis. As enzimas extracelulares constituem
uma estratégia que permite estender o volume de solo explorado, além de implicar de forma
direta na mobilizacdo de nutrientes, podem atuar como sinais simbioticos aos microrganismos.

As fosfomonoesterases, que genericamente recebem a denominacdo de fosfatases, séo
as enzimas mais estudadas, por atuarem na mobilizagdo de fosforo inorgénico utilizando como
substrato ortofosfatos de monoésteres (GATIBONI et al., 2008). Os trabalhos conduzidos em
condicdes hidroponicas ndo detectaram atividade de fosfatases alcalinas em material vegetal,
sugerindo que as raizes produzem apenas fosfatases acidas. A producéo de fosfatases acidas é
atribuida a atividade metabolica de raizes e fungos (DAKORA & PHILLIPS, 2002).
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A concentracdo de nutrientes na solucdo do solo regula a atividade das enzimas
extracelulares de origem vegetal. Assim, a baixa concentragdo de fésforo nas raizes, como
resultado de deficiéncia desse nutriente na solucao do solo, induz a sintese de fosfatases intra e
extracelular, seguido por um aumento na liberacdo de fosfatases extracelulares dentro dos
exsudatos radiculares (DAKORA & PHILLIPS, 2002). O aporte de adubos fosfatados sollveis
promove um aumento da forma inorgénica do fosforo e, em consequéncia, a diminui¢do na
atividade de fosfatases, pela baixa necessidade de uso das formas organicas como fonte de
fosforo pelas plantas (GATIBONI et al, 2008).

Desta forma, os processos bioldgicos tém um papel importante no fluxo de nutrientes
em pastagens naturais, regulando a disponibilidade do fdésforo e de outros nutrientes ao
crescimento vegetal. Em sistemas naturais, como campos nativos, o fornecimento de P as
plantas mostra-se dependente da ciclagem do P organico, principalmente em solos de regides
tropicais e subtropicais (STEWART & TIESSEN, 1987).

Conforme Oliveira et al. (2011), o P imobilizado na biomassa microbiana, constitui
reserva potencial de P capaz de suprir a demanda de espécies nativas nas pastagens naturais,
sendo o P microbiano um indicador sensivel para detectar as alteracdes promovidas pelo
pastejo. O efeito do pastejo promove incremento temporério no contetdo de P microbiano, isto
ocorre porque o corte de folhas das plantas causa a morte de parte do sistema radicular,
liberando residuos de facil decomposicao ricos em nutrientes, que estimulam o crescimento da
biomassa microbiana do solo. A grande propor¢do de P microbiano no P organico e no P total
do solo evidencia que o P microbiano é a maior e mais importante fonte de reserva potencial de
P para o crescimento e desenvolvimento das plantas em ecossistemas naturais, sem a adi¢do de
fertilizantes fosfatados, como o das pastagens naturais do Sul do Brasil (OLIVEIRA et al.,
2011).

A atividade dos microrganismos no solo, também esta relacionada com o ciclo do N,
bem como na forma como este elemento move-se através dos varios compartimentos ou
"reservatorios” nas pastagens nativas. As pastagens estdo sujeitas a constantes ganhos e perdas
do nutriente, seja através do solo, pasto, animais, clima, ou do sistema de manejo, que
influenciam no ciclo deste nutriente e na possibilidade de perdas indesejaveis (O'CONNOR,
1983).
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Atualmente sabe-se que 0 nitrogénio entra no sistema das pastagens nativas
principalmente na forma de fertilizantes, mas existem outras fontes, como através da excreta de
animais que recebem alimentacdo suplementar, por deposicdo atmosférica com descargas
elétricas, e o N fixado biologicamente. Por outro lado, deixam as pastagens através de rotas
desejaveis, na producdo de forrageira e nos produtos animais, ou perdas gasosas, podendo
ocorrer também a imobilizacdo do N do solo na biomassa microbiana e lixiviacdo
(O'CONNOR, 1983).

Nas pastagens nativas com gramineas do tipo Cy4, a relacdo C:N da liteira é alta, e
favorece a imobilizagdo do N inorganico na biomassa microbiana, comprometendo a
disponibilidade de nitrogénio ao sistema. No entanto, a imobilizagdo do N na biomassa
microbiana impede sua perda por volatilizacdo ou lixiviacdo, e a partir da lise das células
microbianas disponibiliza este nutriente gradativamente as gramineas nativas, de forma
condizente com o crescimento destas pastagens. Este processo de disponibilizacdo de N a partir
da biomassa microbiana pode também ser interessante quando se considera a existéncia de
organismos diazotroficos, responsaveis pela transformacdo do N atmosférico em formas
assimilaveis pelas plantas. Embora possibilite a entrada de N no sistema, este processo é pouco
caracterizado nos Campos Sulinos.

A microbiota do solo encontra-se em continua interacdo, tanto entre seus componentes,
como outras espécies, ocorrendo condi¢des de sinergismo, antagonismo, parasitismo,
mutualismo, entre outras. Estas interacfes biologicas tém um papel fundamental no
funcionamento do solo, ou seja, na sua capacidade de sustentar a vida, principalmente de
plantas em ecossistemas com baixa disponibilidade de nutrientes, como as pastagens nativas
sul-brasileiras.

O estudo da atividade de microrganismos relacionado a ciclagem de N e P nos altimos
anos tem se concentrado em dois grupos principais, nas bactérias diazotroficas, responsaveis
pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e nos fungos de micorrizas arbusculares (FMAS).
Compreender a dindmica tanto de bactérias fixadoras de nitrogénio como FMAS nas pastagens

nativas pode auxiliar no entendimento de sua dinamica.

1.2 Fixacao bioldgica de nitrogénio em gramineas nativas
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A fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico é realizada por microrganismos
procarioticos conhecidos como diazotrdficos. Os diazotrdficos podem ser de vida livre, estarem
associados as espécies vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com leguminosas. A FBN é um
processo regulado pela necessidade do ambiente e das espécies fixadoras, pois, a enzima
nitrogenase, responsavel pela redugdo do N, € inativada quando submetida a presenca de
amonio (RUDNIK et al., 1997).

As bactérias associativas em gramineas podem ser encontradas principalmente no solo
da rizosfera, no rizoplano e no interior dos tecidos vegetais de gramineas. As bactérias
endofiticas facultativas, que habitam a rizosfera de gramineas tém a capacidade de penetrar nas
plantas, como o género Azospirillum. As bactérias que por sua habilidade de colonizar os
tecidos internos das plantas e estabelecer intrinsecas relacbes de associacdo com seu
hospedeiro, tém apresentado eficiente fixacdo de nitrogénio atmosférico, como é o caso de
Herbaspirillum (SANTI et al., 2013).

No Brasil a pesquisa sobre diazotroficos e a sua importancia para a FBN em gramineas
foi iniciada ha mais de 40 anos pela pesquisadora Johanna Dobereiner. Seu primeiro trabalho
com bactérias diazotroficas foi em 1953 no qual relatou pela primeira vez a ocorréncia de
bactérias do género Azotobacter em solos &cidos. A contribuigdo da fixacdo bioldgica de N
associativa que ocorre em gramineas nativas, ndo é tdo significativa como as simbioses,
entretanto se for considerada a grande extensdo de areas recobertas por pastagens nativas esta
se torna importante, em termos globais.

Tem-se verificado que areas de pastagem com gramineas nativas durante anos tém
mantido niveis razoaveis de produtividade sem aplicacdo de fertilizantes nitrogenados.
Conforme Thompson et al. (1984), a fixacdo de nitrogénio por microrganismos de vida livre
provém o maior aporte de N em muitos ecossistemas naturais, como 0s Campos Sulinos.

A espécie A. paspali é a mais estudada ecologicamente (DOBEREINER et al., 1995),
apresentando uma associacdo bastante especifica com a graminea Paspalum notatum
(DOBEREINER, 1966). Em um estudo mais detalnado da ocorréncia desta bactéria
diazotrofica em outras espécies de Paspalum (P. plicatum, P. dilatatum, P. vergatum), pode-se
confirmar a estreita associagdo com a espécie P. notatum (DOBEREINER, 1970). Boddey et al.
(1983) utilizando a técnica de diluicdo de N demonstrou que a contribuicdo da fixacéo

bioldgica de nitrogénio de A. paspali em Paspalum notatum é de 20 kg N ha™ ano™. Em P.
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notatum a maior atividade de nitrogenase foi observada no solo rizosférico aderido as raizes,
enquanto que somente o solo n&o rizosférico apresentou baixa atividade (DOBEREINER et al.,
1973).

Em trabalho realizado por Thompson et al. (1984) com raizes de 39 gramineas nativas,
entre elas Axonopus affinis, P. plicatulum e P. dilatatum, de ocorréncia nos Campos Sulinos,
foi observada a atividade da enzima nitrogenase associada a suas raizes, sendo o género
Azospirillum o responsavel pela maior atividade.

Resultados da medicdo de atividade de reducdo de acetileno (ARA) em solo com
gramineas nativas, entre elas P. urvillei, nativa dos Campos Sulinos, mostrou claramente que,
embora houvesse alguma atividade nas areas nuas, longe das plantas, esta foi bastante reforcada
pela presenca de plantas de P. urvillei, devido ao maior desenvolvimento da raiz e maior
atividade ARA por unidade de massa de raizes, aparentemente incentivada pelo maior teor de
umidade do solo onde esta espécie estava localizada, que para os primeiros dois anos
proporcionou acréscimos de 76 Kg de N ha™, enquanto que nos anos 3 e 4 a quantidade reduziu
para 37 Kg de N ha™* (MAASDORP, 1987).

Evidencia-se que modificacdes significativas nas propriedades fisico-quimicas do solo
causadas por diversos usos, seja por adicdo ou remoc¢do de elementos e/ou praticas de cultivo,
poderdo causar alteracbes na comunidade microbiana (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Diante disto, diversos fatores afetam os organismos do solo, tornando suas populacfes
extremamente variaveis, sendo dependentes do tipo de solo, da vegetacdo e das condigdes
climaticas, podendo ser encontradas grandes variacfes entre ecossistemas distintos, na mesma

regido ou mesmo de distintas regides geogréaficas.

1.3 Fungos micorrizicos arbusculares em gramineas nativas

As micorrizas sdo associag¢fes entre determinados fungos do solo e as raizes das plantas,
ocorrendo de uma forma geral na natureza. Os tipos mais comuns Sd0 as Mmicorrizas
arbusculares, que ocorrem entre os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e mais de 80%
das espeécies vegetais, especialmente nas plantas exploradas pelo homem, existindo uma baixa

especificidade de associacdo entre FMAs e plantas hospedeiras, pois existem em torno de 150
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espécies de fungos identificados para um nimero muito superior de plantas que podem formar
micorrizas arbusculares (BRUNDRETT, 1991).

O papel das associagdes micorrizicas na nutricdo vegetal, em especial na absorcdo de
fosforo, esta bem comprovado. Em troca de fotossintatos, usados como fonte de energia para a
formagdo, manutencéo e funcionamento das estruturas micorrizicas, até 80% do fosforo das
hifas de FMA podem ser disponibilizados ao metabolismo vegetal (MARSCHNER & DELL,
1994).

As micorrizas estendem a zona de absorcdo para areas mais distantes do sistema
radicular, aumentando sua &rea superficial especifica, diminuindo as distancias do fluxo
difusivo dos ions fosfato e interceptando o fosforo apés a mineralizacdo e a solubilizacdo
mediada por outros microorganismos do solo, o que possibilita a absor¢do do nutriente de
fontes ndo acessiveis ou de forma mais eficiente do que plantas ndo micorrizadas (GRANT et
al., 2005).

Assim, com o aumento gradativo de fdésforo solivel no solo, os beneficios das
micorrizas podem diminuir. Em niveis relativamente extremos de disponibilidade de fosforo e
de acordo com o grau de dependéncia micorrizica, o crescimento de plantas micorrizadas pode
ser menor do que plantas ndo micorrizadas, demonstrando que as relagdes entre os simbiontes e
as condicOes edéaficas regulam os efeitos das micorrizas (GRANT et al., 2005).

Em trabalho realizado por Ryan e Ash (1999), ao avaliarem a associagdo micorrizica
utilizando solos de trés areas de pastagens que ndo recebiam fertilizacdo, ou que recebiam
periddicas adicbes de P e N, com um histérico médio de 17 anos com tais manejos, a
colonizacao das espécies forrageiras foi inferior nos solos fertilizados, presumivelmente porque
0 nivel de P no solo era de duas a trés vezes maiores do que 0s solos que ndo receberam
fertilizacdo.

A eficiéncia e a magnitude do efeito da micorriza na nutri¢cdo fosfatada para as plantas
dependem de uma serie de interacOes entre a capacidade da planta de satisfazer sua necessidade
de fosforo através da associacdo (dependéncia micorrizica), a capacidade do fungo de infectar a
planta hospedeira e translocar fosforo do solo para esta (eficiéncia fungica) e as quantidades
relativas das diferentes formas de fosforo no solo (BRUNDRETT, 1991).

Com base nas caracteristicas de crescimento e morfologia radicular vegetal,

apresentadas na Tabela 1, e nas relacGes de dependéncia micorrizica sugeridas por Brundrett
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(1991), a plasticidade e o crescimento do sistema radicular, que estabelecem a habilidade da
planta em responder as mudancas nas condicdes de fertilidade do solo, podem determinar a
dependéncia da associacdo micorrizica. Assim, espécies de menor desenvolvimento radicular
sdo mais dependentes da associacdo micorrizica e plantas com sistema radicular mais plastico,
com mais raizes laterais, podem alterar facilmente a colonizagdo, apresentando menor

dependéncia.

Tabela 1: Caracteristicas do sistema radicular correlacionados com dependéncia micorrizica
(Brundrett, 1991).

. Dependéncia micorrizica
Caracteristicas

Alta Baixa
Area de absorcao superficial das raizes Baixa Alta
Relacdo comprimento / biomassa radicular Baixa Alta
Ramificacdo de raizes laterais Pouco Mais
Frequéncia de ramificacao Espacado Frequente
Pelos radiculares / comprimento Poucos/curtos Muitos/longos
Atividade do sistema radicular Baixa Alta
Crescimento das raizes Baixo Rapido
Capacidade de respostat Baixa Alta
Formacdo de micorrizas Bem regulada Pode ser inibida

1 Resposta das raizes a condigdes temporérias ou localizadas de fertilidade.

As espécies com baixa dependéncia micorrizica na maioria das vezes tém sistemas
radiculares com raizes mais finas, com o cortex estreito, e sistemas radiculares extensos. Estas
espécies possuiriam uma taxa de crescimento radicular mais répida, principalmente quando
estas sdo submetidas a condicdes de alta disponibilidade de nutrientes. As espécies de maior
dependéncia micorrizica apresentam raizes mais grosseiras com poucos pélos radiculares e
crescimento mais lento, sendo adaptadas a ambientes menos férteis.

Em um estudo realizado por Tiecher et al. (2013) avaliando a dindmica de uma
pastagem natural no Rio Grande do Sul, submetida a um histérico de fontes de P e presenca de

calcario, os autores observaram uma correlacdo negativa da espécie A. laevis a elevagéo do pH
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do solo, sugerindo que esta espécie seja mais adaptada a solos acidos. Sendo esta espécie
caracterizada por possuir lento crescimento (MACHADO et al., 2013) e considerando que, 0s
FMAs nativos possuem uma correlacdo negativa com a elevacdo do pH (RHEINHEIMER &
KAMINSKI, 1994), e que A. laevis seja uma espécie de dependéncia micorrizica, o uso do
calcério ndo favoreceria a presenca significativa desta espécie.

Estudos relacionados & micorrizas arbusculares em pastagens naturais sdo menos
frequentes do que para sistemas agricolas (WILSON & HARTNETT, 1997). A associacao
entre FMAs e gramineas nativas pode ser considerada um importante mecanismo para a
obtencdo de P e agua em ecossistemas naturais (BRUNDRETT, 1991), que se caracterizam
pela coexisténcia de espécies (CHEN et al., 2005), como para as gramineas de via metabolica
C4 existentes na Ameérica do Sul (LUGO et al., 2012).

O papel das micorrizas na obtencdo de recursos no solo dos Campos Sulinos esta
relacionado a uma ampla gama de fatores que interagem para determinar o grau das
associacles, a presenca de nutrientes e a resposta das espécies vegetais a elevacdo da
fertilidade, estabelecendo o grau de dependéncia destas com os FMAs. Os FMAs, como um
mecanismo de obtencdo de nutrientes, tem o potencial de influenciar diferentes espécies de
plantas, sendo o favorecimento ou ndo deste grupo de microrganismos um fator que pode

influenciar a diversidade e sucessao de espécies de plantas neste sistema.
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2. HIPOTESES

Nos ecossistemas de pastagens naturais, as limitagdes de fertilidade impostas pelo solo
condicionaram as espécies vegetais, ao longo do processo evolutivo, a desenvolveram
mecanismos que auxiliassem na captura e obtencédo de recursos, em especial nutrientes. Uma
das respostas adaptativas das plantas a baixa disponibilidade de nitrogénio (N) é a associacao
com bactérias diazotroficas, uma forma de obter N, via microrganismos. Considerando a
nutricdo de fdésforo (P), a associacdo com fungos micorrizicos arbusculares € um importante
mecanismo que ocorre nos ecossistemas naturais e que auxilia na absorcdo deste nutriente. As
pastagens dos Campos Sulinos sdo compostas por um grande numero de gramineas forrageiras
nativas, normalmente dotadas de estratégias de aquisicdo de nutrientes. Nos ambientes onde a
limitacdo de fertilidade é maior, ocorrem espécies com lentas taxas de crescimento. Nos locais
com maior disponibilidade de nutrientes, ocorrem espécies com maior capacidade de resposta a
fertilizacdo, podendo o aumento da fertilidade do solo apresentar efeitos sobre estas
associagOes. Considerando estes aspectos foram criadas as seguintes hipéteses.

(@ O uso de adubacdo com N e P tem um efeito negativo sob a ocorréncia dos
principais géneros de bactérias diazotréficas. As espécies nativas de menor taxa de crescimento
relativo apresentem uma maior contribuicdo do N via FBN, enquanto que as espécies com
caracteristicas de crescimento relativamente mais rapido sdo mais dependentes de outros
mecanismos de captura de nutrientes do solo.

(b) As gramineas nativas dos Campos Sulinos de maior resposta a fertilizacdo,
adaptadas a ambientes mais férteis, possuem baixa dependéncia micorrizica, e quando
submetidas a elevacdo na disponibilidade de nutrientes reduzem a micorrizagdo, ja as espécies
de maior dependéncia micorrizica, quando submetidas a elevacdo na disponibilidade de
nutrientes, ndo alteram a sua micorrizacdo radicular, sendo espécies mais adaptadas a
ambientes de menor fertilidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar aspectos microbioldgicos e bioquimicos envolvidos na dindmica do fosforo e
nitrogénio na associacdo micorrizica e fixagdo biolégica de nitrogénio em gramineas

forrageiras nativas dos Campos Sulinos.

3.2 Objetivos especificos

Foram elaborados dois objetivos especificos, 0s quais serviram também de estratégia de

estudo, sendo abordado um em cada estudo do presente trabalho.

1- Avaliar a ocorréncia de trés géneros de bactérias diazotroficas no sistema radicular sob
fertilizacdo com N e P, e determinar a contribuicdo de N via FBN em quatro espécies de
gramineas nativas de maior contribuicdo na massa de forragem das pastagens naturais

dos Campos Sulinos.

2- Avaliar o comportamento da associacdo entre FMAs e quatro gramineas nativas dos

Campos Sulinos sob fertilizacdo com P e N.
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4. CAPITULO1

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM GRAMINEAS NATIVAS DOS CAMPOS SULINOS

Resumo: As bactérias diazotréficas associativas com gramineas desempenham papel relevante para as espécies
das pastagens naturais sob solos pobres, podendo o uso de fertilizantes afetar esta associacdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta da associacao de quatro gramineas nativas e trés géneros de bactérias diazotroficas,
sob fertilizagdo com N e P, e determinar a contribuicdo da FBN através da técnica da abundancia natural de **N.
Foram utilizadas quatro gramineas de maior abundancia nas pastagens naturais dos Campos Sulinos no Rio
Grande do Sul: Axonopus affinis, Paspalum notatum, Andropogon lateralis e Aristida laevis cultivadas em vasos
de 5 Kg, em casa de vegetacg&o, arranjados em blocos casualizados com quatro repeti¢des, sendo conduzidos dois
estudos. No primeiro foram aplicados dois tratamentos: 50 mg Kg™ de solo de P + 100 mg Kg™ de N solo (NP); e
uma testemunha. Foram avaliados, o nimero de bactérias diazotréficas com os meios LG, NFb e JNFb, utilizados
para o isolamento dos géneros Azotobacter, Azospirillum e Herbaspirillum, respectivamente, na rizosfera,
rizoplano e endorizoplano, e o teor de N na matéria seca de parte aérea e raiz. No segundo estudo foi determinada
a contribuicdo da FBN através da técnica da abundancia natural de *°N. A colonizagdo aumentou com o tempo, no
entanto a adubacdo com N e P reduziu a coloniza¢do. A adubagdo aumentou o teor de N na parte aérea, € a
producdo de matéria seca. A espécie A. laevis demonstrou ser mais dependente da fixacdo bioldgica de N que as
demais espécies. A espécie P. notatum em comparacao as demais espécies demostrou ser mais habil em absorver o
N disponivel no solo. Desta forma conclui-se que a adubacdo com N e P reduz a colonizagdo de bactérias
diazotroficas, aumentando a produgdo de matéria seca e teor de N no tecido. A espécie A. laevis apresentou a
maior contribuicdo da fixacéo bioldgica de nitrogénio, ja P. notatum apresentou maior acimulo de N do solo.

Palavras-chave: Rizosfera. Exsudatos radiculares. Abundancia natural de **N. Bactérias associativas.
BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION IN NATIVE GRASSES OF THE SOUTHERN FIELDS

Abstract: Diazotrophic bacteria associated with grasses play a relevant role for the species from natural grasslands
in low fertility soils and the use of fertilizers could affect this association. The objective of this study was to
evaluate the association of four native grasses and three genera of diazotrophic bacteria under fertilization with N
and P, to determine the contribution of BNF using the technique of the natural abundance of **N. Four most
abundant grasses in natural pastures of Campos grasslands at Rio Grande do Sul were used: Axonopus affinis,
Paspalum notatum, Andropogon lateralis and Aristida laevis grown in pots of 5 Kg in a greenhouse in a
randomized block design with four replications, being conducted two studies. In the first two treatments were
applied: 50 mg kg™ soil P and 100 mg kg™ of soil N (NP); and a control. Number of diazotrophic bacteria was
assessed with LG, NFB and JNFb means used for the isolation of the genera Azotobacter, Azospirillum and
Herbaspirillum, respectively, in the rhizosphere soil, surface of the washed roots (rhizoplane) and macerated roots
(endorizoplano) and also N content in dry matter of shoot and root. In the second study the contribution of BNF
was determined by the technique of natural *°N abundance. Colonization increased with periods because of greater
root exudation; however, fertilization with N and P reduced colonization, possibly being related to lower
exudation and decreased root colonization. Fertilization stimulated a higher N content and higher dry matter
production. A. laevis demonstrate to be more dependent on biological N fixation than the other species. The grass
P. notatum compared with other species demonstrated to be more efficient to absorb available soil N. Thus it is
concluded that fertilization with N and P reduces colonization of diazotrophic bacteria, increasing the dry matter
production and N content in the tissue. A. laevis showed the highest contribution of biological nitrogen fixation,
while P. notatum showed higher N accumulation in soil.

Key words: Rhizosphere. Root exudates. Natural abundance of *°N. Associative bacteria.
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4.1 Introducgéo

As pastagens naturais existentes no sul do Brasil sdo caracterizadas por apresentar solos
de baixa fertilidade natural (PALLARES et al., 2005), sendo compostas majoritariamente por
gramineas C4 (BURKAT, 1975). A principal atividade socioecondmica desenvolvida sob estas
pastagens € a pecudria de corte, conduzida na sua maioria de maneira extensiva, com a
alimentacdo do rebanho constituida, principalmente, por espécies forrageiras nativas.

As gramineas existentes neste ecossistema sdo adaptadas a estas condi¢fes de clima e
solo, produzindo expressiva quantidade de forragem, mesmo sob tais condicOes de fertilidade.
Em geral no manejo destas pastagens a aplicacdo de fertilizantes é baixa, embora existam
trabalhos que sugerem o uso de adubacdo fosfatada (GATIBONI et al., 2000) e nitrogenada
(SANTOS et al., 2008; SIEWERDT et al., 1995) para o aumento da producéo de forragem.

Nestes agroecossistemas, a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), associada as
gramineas constitui uma etapa importante no ciclo do nitrogénio (N) (O'CONNOR, 1983) e
esta relacionada a produtividade natural do ecossistema. A FBN é o processo de incorporacdo
do N atmosférico a biomassa vegetal. Este processo é realizado por uma pequena parcela de
microrganismos procariotos através da enzima nitrogenase, responsavel por transformar o N,
na forma inorganica NHgs, tornando o N disponivel as plantas. Os organismos com esse aparato
enzimatico sdo denominados diazotroficos (SANTI et al., 2013).

As bactérias diazotréficas dos géneros Azotobacter, Azospirillum e Herbaspirillum sdo
importantes na disponibilizacdo do N atmosférico as gramineas nativas (BRASIL et al., 2005;
DOBEREINER et al., 1973; THOMPSON et al., 1984). A FBN por microorganismos de vida
livre em ambientes naturais, como no caso das pastagens naturais, € uma das principais formas
de entrada de N para a nutricdo e manutencdo do crescimento de espécies ndo leguminosas
(THOMPSON et al., 1984; MEDINA & IZAGUIRRE, 2004). Nesse sentido, trabalhos de
pesquisas realizadas nas décadas de 60 a 80 evidenciaram a contribuicdo consideravel da FBN
para a nutri¢do nitrogenada de algumas gramineas forrageiras.

Através da técnica de diluicdo isotdpica de °N, Boddey et al. (1983) demonstraram que
a graminea Paspalum notatum ecotipo Batatais obteve 10 % de seu N (20 kg ha™ ano™) via
FBN. Ainda em Paspalum notatum, Dobereiner et al. (1973) demonstraram que a atividade de
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas pode fixar até 90 kg N ha™ ano™. Em estudo de

29



Maasdorp (1987) com gramineas nativas, foi observado um aumento da FBN pela presenca de
plantas de P. urvillei, espécie nativa dos Campos Sulinos, com acréscimos variando de 37 a 76
Kg de N ha® ano, conforme maior teor de umidade do solo onde esta espécie estava
localizada. Assim, as bactérias diazotréficas podem contribuir no suprimento de parte do N
necessario as gramineas nativas, onde em ambientes naturais, a FBN por microorganismos de
vida livre, proporciona o maior aporte de N que entra nestes sistemas (THOMPSON et al.,
1984).

Mesmo assim, ha poucas informacdes disponiveis publicadas sobre a incorporacdo do N
proveniente da associacdo das bactérias diazotr6ficas com as mais de 400 gramineas nativas
dos Campos Sulinos, ja caracterizadas por possuirem distintas taxas de crescimento relativo
(MACHADO et al., 2013; QUADROS et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

Assim, o presente trabalho foi conduzido com os objetivos de (a) avaliar a ocorréncia de
trés géneros de bactérias diazotroficas no sistema radicular de quatro gramineas nativas dos
Campos Sulinos sob fertilizacdo com N e P, e (b) quantificar a contribuicdo do N fixado via

FBN nestas plantas.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Local, solo e espécies utilizadas

Para atender o objetivo do presente trabalho foram realizados dois estudos conduzidos
no periodo de maio de 2012 a maio de 2013, em casa de vegetacdo, em Santa Maria, Rio
Grande do Sul (29°43" S, 53°42' W). Em ambos, foi utilizado um Argissolo Vermelho
distréfico, coletado na camada de 0-20 cm, em uma area de pastagem natural, sem histérico de
adicdo de fertilizante. Apos a coleta, o solo foi seco & sombra e ao ar, peneirado em malha de 4
mm e acomodado em vasos de 5 Kg. As principais caracteristicas fisicas e quimicas do solo
sd0: 18% de Argila; 25 g kg™ de matéria organica; PH(agua 1:1) de 4,6; 30,6% de Al; 26,5% de
saturacdo de bases; 6,2 cmol, dm= de CTC efetiva; 2,8 cmol, dm™ de Ca, 1,4 cmol, dm? de

Mg, 3 mg kgl de P (Mehlich_l) e 76 mg kgl de K (Mehlich_l)-
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Para os dois estudos, foram selecionadas quatro gramineas forrageiras de maior
ocorréncia nas pastagens naturais dos Campos Sulinos, no Rio Grande do Sul: Axonopus
affinis, Paspalum notatum, Andropogon lateralis e Aristida laevis. As espécies de plantas
foram coletadas no més de maio em uma pastagem natural de onde se utilizou o solo e foram

transplantadas para os vasos na forma de mudas (5 afilhos por vaso).

4.2.2 Conducéo dos experimentos e tratamentos

Para ambos os estudos a umidade do solo foi mantida a 70% da capacidade de campo
com a pesagem diaria dos vasos. Para a coleta dos valores de temperatura (Tabela 2), foi

utilizado um data logger marca HOBO®, modelo U12.

Tabela 2: Temperatura média mensal do ar no interior da casa de vegetacdo durante o periodo
de conducdo dos estudos.

Ano Més Dias Temperatura média (°C)
Setembro” 11-30 20,1
Outubro” 1-31 22,1
2012 N
Novembro 1-30 24,1
Dezembro” 1-31 26,3
Janeiro” 1-31 26,1
Fevereiro™ 5-28 241
2013 Marco™ 1-31 22,2
Abril™ 1-30 20,3
Maio™ 1-14 20,1

“Periodo de condug&o do primeiro estudo; = Periodo de conducio do segundo estudo.
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4.2.2.1 Experimento |

Para 0 Experimento |, as espécies passaram por um periodo de aclimatacdo de maio a
setembro de 2012. Em 12 de setembro foi realizado um corte de uniformizagédo a 5 cm do solo
e foram aplicados os seguintes tratamentos: aplicacdo de 50 mg kg™ de P + 100 mg kg™ de N
(N+P); e uma testemunha, sem aplicacdo de P e N. A forma de aplicacdo de P foi o fosfato de
potéssio (KH,PO,) e de N foi nitrato de am6nio (NH4NO3). Na testemunha, o nivel de potéassio
foi equilibrado ao tratamento N+P com cloreto de potéssio (KCI). As espécies em combinacéao
com os tratamentos foram arranjadas em um delineamento de blocos completamente
casualizados, com quatro repeticfes, cada repeticdo em triplicata, referentes a trés periodos de
coleta. O critério de bloqueamento foi um gradiente de temperatura existente na casa de

vegetacao.

4.2.2.2 Experimento Il

No experimento I, foram cultivadas as mesmas espécies do experimento anterior
implantadas em 5 de fevereiro de 2013 e cultivadas até 14 de maio de 2013. O experimento foi
conduzido em um delineamento de blocos completamente casualizados, com quatro repeticdes,
e as espécies foram considerados os tratamentos. Além das quatro espécies testes foram
cultivadas, como plantas testemunhas ndo fixadoras de nitrogénio, Raphanus sativus L., Bidens

pilosa e Sida rhombifolia L.

4.2.3 Coleta das amostras

O critério determinante para a coleta das espécies foi a duracdo da elongagdo foliar de
2,5 folhas, expressa em graus dias (GD), 832,5 GD para Aristida laevis e 437 GD para as
especies Axonopus affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis (Machado et al., 2013).
Sendo a soma térmica o intervalo entre coletas, o uso deste critério visa respeitar os diferentes

ritmos de crescimento que estas espécies possuem.
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4.2.3.1 Experimento |

Para o primeiro ensaio as espécies foram coletadas em trés periodos distintos. Axonopus
affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis foram coletadas nos dias 27/10, 10/11 e
27/11/2012, equivalente a 45, 60 e 76 dias ap0os o inicio do estudo. Aristida laevis 27/11,
15/12/2012 e 03/01/2013, equivalente a 76, 95 e 113 dias apds o inicio do estudo. As plantas
foram separadas nos componentes parte aérea e raiz. Para retirada das raizes, o solo dos vasos
foi peneirado em malha de 4 mm, ap0s as raizes foram lavadas com agua destilada. O material
da parte aérea e radicular foi acondicionado em sacos de papel, e seco em estufa com
circulacdo de ar a 65 °C por 72 horas até peso constante para determinacéo da massa de matéria
seca. Apds pesado, o material seco foi moido em moinho tipo Wiley em malha de 1 mm para
determinacédo da concentracdo de N no tecido. Foram coletadas amostras umidas de raizes com
solo aderido, as amostras foram acondicionadas em caixa de isopor e armazenadas em

geladeira, por até sete dias, até a analise.

4.2.3.2 Experimento |1

No segundo estudo, a data da coleta das espécies foi quatro vezes a soma térmica
estimada. Axonopus affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis foram coletadas no dia 8
de abril, 62 dias ap0s o inicio do experimento (4x437 GD). Aristida laevis foi coletada dia 14
de maio, 98 dias apds o inicio do estudo (4x832,5 GD). O material da parte aérea foi
acondicionado em sacos de papel e seco em estufa com circulagédo de ar a 65°C por 72 horas até
peso constante para determinacdo da matéria seca. Apos pesado, o material foi moido em
moinho tipo Wiley em malha de 1 mm, e macerado em almofariz de porcelana, para
determinacéo do teor de N total e do delta de >N (5™ N).

4.2.4 Medidas e determinacoes

4.2.4.1 Experimento |

33



A andlise do teor de nitrogénio total foi realizada conforte Tedesco et al., (1995), com a
digestédo de 0,2 g de tecido com 0,7 g de mistura de digestdo (100 g de Na,SO,4, 10 g de
CuS0O4.5H,0 e 1 g de selénio) em acido sulfarico (H,SO,) com perdxido de hidrogénio (H,0,)
em bloco a 350 °C, apés 20 mL do estrato foi destilado com 5 mL de NaOH 10M, em
destilador de arraste de vapor micro-Kjeldahl, até se coletar 40 mL, e este titulado com H,SO,
(0,025 M) até atingir coloracao rosada.

Para a determinacdo do numero de bactérias diazotroficas, utilizou-se 0 metodo do
Numero Mais Provavel (NMP) (DOBEREINER et al., 1995). As amostras Umidas foram
separadas em trés fracOes: rizosfera (solo aderido as raizes), rizoplano (superficie das raizes
lavadas com agua destilada), e endorizoplano (raizes desinfestadas com cloramina-T 1 % e
maceradas com solucdo salina). Retirou-se 1g das fracdes rizosfera e rizoplano, que foram
agitadas em 9 mL de solucgdo salina por cinco minutos. O endorizoplano foi obtido a partir de
1g das raizes esterilizadas e maceradas em 9 mL de solucéo salina. Aliquotas de 1 mL de cada
fracdo foram diluidas de forma seriada em 9 mL de solucdo salina, feitas diluicdes 107 até 10°.
Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram inoculadas em triplicata em frascos de 12 mL
contendo 5 mL dos meios semi-sélidos sem nitrogénio LG, NFb e JNFb, utilizados para o
isolamento de Azotobacter, Azospirillum e Herbaspirillum, respectivamente. O género
Herbaspirillum foi quantificado somente na endorizosfera, pois é caracterizado por ser
principalmente endofitico (MONTEIRO et al., 2012). Os meios de cultura foram incubados a
28 °C por sete dias. Apds foi realizada a contagem dos tubos negativos e positivos, sendo
considerados tubos com crescimento positivo aqueles que apresentavam a pelicula
caracteristica de crescimento de bactérias diazotroficas na condigdo microaerofilica. A
determinacdo do numero de bactérias foi realizada utilizando a tabela de Mc Crady para trés

diluicdes.

4.2.4.2 Experimento 11

A avaliacdo da contribuicdo da FBN associada as espécies nativas, foi estimada em
analisador elementar (modelo FlashEA 1112, Thermo Finnigan, Milan, Italia), utilizando-se a
técnica da abundancia natural de N (SHEARERE & KOHL, 1986). De acordo com esta
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técnica, a contribuicdo percentual de nitrogénio derivado da FBN para as espécies foi calculada

através da formula:

(8% N naplanta testemunha — §'* N na planta teste)
bo FEN = =100

(6% N na planta testemunha — B)

Onde: &' N da planta testemunha: valor de 5" N do solo obtido através de plantas n&o
fixadoras, utilizadas como referéncia; 5'°N da planta teste: valor de 8> N da planta fixadora de
N, (pastagem); B: valor da discriminacdo isotépica de °N feita pelas plantas durante o
processo de FBN. Em plantas ndo nodulantes, o fracionamento isotopico, parece ndo ser da
mesma magnitude que em plantas nodulantes, portanto para gramineas, o valor B da formula
geral foi considerado O (zero) (SHEARERE & KOHL, 1986).

A partir desta analise, com base no teor de N total e do valor de ™°N, se obteve a taxa
de fixacéo de N, teor de N no tecido, teor de N no tecido derivado da FBN. Multiplicando-se o
teor de N pela massa produzida calculou-se o N total acumulado no tecido. Multiplicando a
massa produzida pelo teor de N via FBN obteve-se o N acumulado via FBN. Subtraindo o N

acumulado via FBN do N total acumulado no tecido obteve-se o N absorvido do solo.

4.2.5 Andlises estatistica

4.2.5.1 Experimento |

A andlise estatistica do nimero de bactérias foi realizada por um teste de comparacéo de
médias via aleatorizagcdo, com os valores previamente transformados em logaritmo, utilizando a
distancia euclidiana como medida de semelhanca, em que a adubacdo, periodo e fragdo foram
os fatores de agrupamento, sendo consideradas as diferencas apenas quando p<0,05. A analise
multivariada foi realizada no software MULTIV (Pillar, 2006). A escolha da abordagem
analitica com estatistica ndo paramétrica se deveu a falta de normalidade e homocedastidase
dos erros experimentais nos valores, pressupostos para a analise de variancia paramétrica.

A analise de variancia (ANOVA) dos valores de producdo de matéria seca de raiz e

parte aérea, e teor de N na raiz e parte aérea, foram testadas quanto a sua homocedasticidade,
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quando necessario, se utilizou transformacéo logaritmica. As variaveis foram analisadas para
cada espécie de planta sequindo o modelo bifatorial, periodo x tratamento, como segue:
Yijk = M + A + Dj + (AD);; + B + €ij
Onde, Yij € o valor observado, referente a variavel Y; i = média geral experimental; A;
= o efeito do fator A, periodo (i = 1, 2, 3); D; o efeito do fator D, adubagéo (j = 1, 2); (AD);: é 0
efeito da interagdo do nivel i do fator A com o nivel j do fator D; By é o efeito aleatdrio do
bloco k; ejjx = erro experimental. Quando os efeitos dos tratamentos foram significativos a 5%

de probabilidade, as diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

4.2.5.2 Experimento Il

Para o segundo estudo, os valores de cada variavel foram analisados quanto a sua
homocedasticidade, quando necessario, se utilizou transformacdo logaritmica. A analise de
variancia (ANOVA) de todas as variaveis foi realizada comparando as espécies, seguindo o
modelo matematico em blocos casualizados, com quatro repeti¢des, como segue:

Yij =+ Bi+ T+ g
Onde Y;; é o valor observado, referente a variavel Y; p = média geral experimental; B = blocos
(i=1,2,3,4);, T=oefeito das tratamentos, especies (j = 1, 2, 3, 4); ej; = erro experimental.
Quando os efeitos dos tratamentos foram significativos a 5% de probabilidade, as diferencas

entre as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

4.3 Resultados

4.3.1 Numero de bactérias diazotroficas

A ocorréncia dos géneros de bactérias Azotobacter, Azospirillum e Herbaspirillum nas
plantas foi confirmada (Tabelas 3 e 6). O numero de bactérias, no experimento I, do género
Azotobacter na media das quatro espécies de plantas foi 13% menor com a adi¢cdo de N+P em
relacdo a testemunha. Para o género Azospirillum ocorreu reducéo de 10 a 16% no namero de

organismos com a aplicacdo de N+P, exceto para a espécie A. laevis. O nimero de bactérias do
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género Herbaspirillum para a espécie e A. laevis foi semelhante, no entanto, para A. affinis, P.
notatum e A. lateralis foi 17, 15 e 6% menor com a adi¢do de N+P, respectivamente.

Para as quatro espécies de planta, o nimero de bactérias dos géneros Azotobacter,
Azospirillum e Herbaspirillum foi crescente, apresentando no terceiro periodo, em média, 34,
61 e 66%, respectivamente, maior em relacdo ao primeiro periodo (Tabela 3). Para todas as
espécies, a colonizacdo de bactérias do género Azotobacter e Azospirillum foi 10% maior nas

fracdes rizoplano e rizosfera em relagcdo ao endorizoplano.

Tabela 3: Logaritmo (Logio) do nimero de bactérias encontradas no experimento I nos meios
seletivos NFb (Azospirillum), LG (Azotobacter) e JNFb (Herbaspirillum), nos tratamentos
testemunha (Test) e N+P, nas fracdes endorizoplano (ER), rizoplano (RP) e solo da rizosfera
(SR) de quatro gramineas nativas dos Campos Sulinos.

Espécie Tratamento ) Periodo ) ) Fracdo
Test  N+P 27/10-27/11"  10/11-15/12"  27/11-03/01 ED RP SR
---------- LG (Azotobacter) ----------
Axonopus affinis 6,1° 52° 4,7° 5,7 6,6° 53 59* 58
Paspalum notatum 6,00 52° 4,7° 5,5 6,6° 54> 58% 57°
Andropogon lateralis ~ 6,6° 5,7 5,7° 6,1° 6,8° 58" 64* 6,3°
Aristida laevis 6,1° 54° 5,1° 5,4° 7,0° 55° 59° 6,1°
—————————— NFb (Azospirillum) ----------
Axonopus affinis 6,1° 53 4,4° 5,3 7,2° 54° 59a 58a
Paspalum notatum 6,2° 52 4,2° 5,1° 7,8° 55° 59° 58
Andropogon lateralis ~ 6,4*  57° 4,8° 5,9 7,4° 57° 6,0° 6,1°
Aristida laevis 57" 59 4,9° 5,7° 6.9° 54" 60" 6,1°
---------- JNFb (Herbaspirillum) ----------
Axonopus affinis 6,3° 5,2° 4,7° 5,0° 7.4°
Paspalum notatum 6,6° 5,6 5,1° 5,3° 8,0%
Andropogon lateralis 6,12 5,8 5,2° 5,1° 7,5%
Aristida laevis 53 50 3,8 39 7,8°

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; ns= ndo significativo. * As datas 27/11/2012; 15/12/2012 e 03/01/2013 sdo referentes a espécie Aristida laevis.

No experimento Il a colonizagdo dos géneros Azotobacter e Azospirillum foi igual para
as quatro espécies de plantas (Tabela 4). O género Herbaspirillum apresentou a maior
colonizacdo na espécie A. laevis. Os géneros Azotobacter e Azospirillum apresentaram a maior
colonizacao no rizoplano e no solo da rizosfera, mesmo comportamento do experimento I.
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Tabela 4: Logaritmo (Logi0) do numero de bactérias encontradas no experimento II nos meios
seletivos NFb (Azospirillum), LG (Azotobacter) e JNFb (Herbaspirillum), nas fracGes
endorizoplano (ER), rizoplano (RP) e solo da rizosfera (SR) de quatro gramineas nativas dos
Campos Sulinos.

Espécie Fracdo

Axonopus affinis  Paspalum notatum Andropogon lateralis  Aristida laevis ER RP SR

4,5 4,7 4,7 4,6 4,2 4,8 4,9°

5,12 5,22 4,9 5,22 45° 55 522

5,3° 5,2° 5,1° 5,9

Meédias seguidas pela mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 2 ProducGes de matéria seca e teor de nitrogénio

Para as espécies A. affinis, P. notatum, A. lateralis e A. laevis a producdo de matéria
seca de raiz (MSR) com a adubacdo de N+P foi 45, 43, 45 e 81% maior em relagdo a
testemunha, respectivamente, (Tabela 5). No terceiro periodo, a producdo de MSR para A.
affinis, P. notatum, A. lateralis e A. laevis foi 144, 128, 272 e 319% maior em relacdo ao

primeiro periodo.
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Tabela 5: Producdo de matéria seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSPA) de quatro gramineas
nativas dos Campos Sulinos em funcdo de periodos e fertilizacdo com fdsforo e nitrogénio
(N+P) e testemunha.

Espécies

Axonopus affinis ~ Paspalum notatum Andropogon lateralis  Aristida laevis

MSR (g vaso™)

Tratamento
Testemunha 4.0° 7.6 5.5 3.8°
N+P 5.8 10.9° 8.0°% 6.9%
Periodo
27/10-27/11%** 2.9° 5.7° 3.3 2.1°
10/11-15/12*** 4.7° 9.1° 4.7° 5.2°
27/11-03/01*** 7.1° 13.0° 12.3° 8.8
Nivel de significancia (P=)
Tratamento (T) *x ** * *
Periodo (p) *% *%k *% *%k
Interacdo TxP ns ns ns ns
c\V* 13 8 23 35
MSPA (g vaso™)
Tratamento
Testemunha 8.5° 15.1° 4.9 8.3°
N+P 22.5° 28.8% 11.12 13.5%
Periodo
27/10-27/11%** 9.3° 12.7° 2.2° 5.1°
10/11-15/12*** 14.2° 24.1° 8.5° 13.7
27/11-03/01*** 22.9% 29.1° 13.4° 14.0°
Nivel de significancia (P=)
Tratamento (T) ** ** *x *
Periodo (p) * % *%k *% *%k
Interacdo TxP ns ns ns ns
cV* 5 7 14 19

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; ™ nio significativo (p >0.05); ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01); * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p<0.05);  Coeficiente de varia¢do;*** As datas 27/11/2012; 15/12/2012 e 03/01/2013 séo referentes a
espécie Aristida laevis.

A producéo de materia seca de parte aérea (MSPA) com N+P foi, 164, 90, 126, e 62 %
maior em relacdo a testemunhas para as espécies, A. affinis, P. notatum, A. lateralis e A. laevis
respectivamente. No terceiro periodo de avaliagcdo a producdo de MSPA foi 146, 129, 509 e
174% maior em relagdo ao primeiro periodo, para as espécies, A. affinis, P. notatum, A.
lateralis e A. laevis respectivamente.

O teor de N na MSR de A. affinis e P. notatum foi similar entre a testemunha e a
adubagdo com N+P, para A. lateralis e A. laevis o teor de N na MSR com a adubagdo de N+P

foi 28 e 16% maior em relacdo a testemunha, respectivamente, (Tabela 6). No terceiro periodo,
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o0 teor de N na MSR para as espécies foi similar ao primeiro periodo, embora a espécie A.
affinis tenha diluido 30% do N da MSR em relagéo ao primeiro periodo.

Tabela 6: Teor de nitrogénio na matéria seca de raiz (N-MSR) e parte aérea (N-MSPA) de
quatro gramineas nativas dos Campos Sulinos em funcéo de periodos e fertilizacdo com fésforo
e nitrogénio (N+P) e testemunha.

Espécies
Axonopus affinis  Paspalum notatum Andropogon lateralis Aristida laevis
N-MSR (%)

Tratamento
Testemunha 0,9° 0,5° 0,7° 0,6°
N+P 0,9° 0,6% 0,9% 0,8

Periodo
27/10-27/11%** 1,0° 0,6 0,72 0,7
10/11-15/12*** 0,9° 0,5 0,72 0,7
27/11-03/01*** 0,7° 0,5 0,8 0,6
Nivel de significancia (P=)
Tratamento (T) ** ** ** **
Periodo (P) ** ns ** ns
Interacdo TxP ns ns ns ns
cVv! 14 18 16 17

N-MSPA (%)

Tratamento
Testemunha 1,2° 1,0° 1,2° 1,0°
N+P 1,7 1,5 1,8 1,22

Periodo
27/10-27/11%** 1,9 1,6% 1,8 1,3
10/11-15/12%** 1,5° 1,1° 1,6° 1,0°
27/11-03/01%** 0,8° 1,0° 1,2° 1,0°
Nivel de significancia (P=)
Tratamento (T) faled ** ** foled
Periodo (P) ns * *x **
Interacdo TxP ns ns ns ns
cVv! 11 10 9 13

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; ™ ndo significativo (p >0.05); ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01); * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p<0.05); t Coeficiente de variagdo;*** As datas 27/11/2012; 15/12/2012 e 03/01/2013 séo referentes a
espécie Aristida laevis.

O teor de N na MSPA de todas as espécie foi maior com a adubacéo de N+P (Tabela 6).
No terceiro periodo, o teor de N na MSPA para A. affinis, P. notatum, A. lateralis foi 41, 50 e
50% maior na adubagdo com N+P, ja A. laevis apresentou 20% de aumento. Em relacdo aos
periodos, as espécies A. affinis, P. notatum, A. lateralis e A. laevis apresentaram aumentos de

57, 37, 33 e 23%, em relacdo ao primeiro periodo.
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4.3.3 Abundancia natural de *°N

Os valores de & N para as espécies A. affinis, A. lateralis e A. laevis foram em média
10,3% menores em relagcdo a P. notatum (Tabela 7). O teor de N no tecido da parte aérea foi
maior nas espécies A. lateralis e A. laevis, em comparacdo as espécies A. affinis e P. notatum
(Tabela 7). O teor de N via FBN (N-FBN) e a taxa de fixacdo de N (TFN) da espécie A. laevis
foram maiores em relagdo as demais espécies. O menor teor de N-FBN e TFN foi da espécie P.

notatum.

Tabela 7: Abundancia natural de *°N (8*°N), teor de N no tecido (N), teor de N no tecido via
FBN (N-FBN), taxa de fixa¢do de N (TFN), N total acumulado no tecido (NTA), N acumulado
via FBN (NA-FBN), N absorvido do solo (N-Solo), matéria seca de parte aérea (MSPA) e
matéria seca de raiz (MSR) de quatro gramineas nativas dos Campos Sulinos.

N N-FBN  TFN NTA NA-FBN N-Solo MSPA  MSR

Espécie 8 °N
% g--m-mmmmmmm e
Axonopus affinis 6,4 0,9° 0,3 33 6,0° 2,0° 3,8° 6,1° 2,7°
Paspalum notatum 7,1° 0,9° 0,2° 22° 7.4 1,6° 5,2° 6,8° 5,6°

Andropogon lateralis 6,6 1.2 0,3 25° 4,3 1,1° 32° 3,5 3,3°
Aristida laevis 6,1° 1,18 0,4% 36° 5,2 1,9° 3,0° 4,4° 0,8°

CV! (%) 6,6 11 9 6 18 17 22 18 36

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; * Coeficiente de variacéo.

O N total acumulado (NTA) foi maior no tecido das espécies A. affinis e P. notatum, em
relacdo as espécies A. lateralis e A. laevis. No entanto, o N acumulado via FBN (NA-FBN) das
espécies A. laevis, A. affinis e P. notatum foram similares, mas superiores ao da espécie A.
lateralis.

O N absorvido do solo (N-Solo) da espécie P. notatum foi 1,56 vezes maior que a

média das demais espécies. A matéria seca (MS) de parte aérea e raiz produzida pela espécie P.
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notatum foi maior que as MS das demais espécies. A MS de parte aérea produzida pela espécie
A. lateralis foi similar a da espécie A. laevis.

4.4 Discussao

4.4.1 Colonizagéo por bactérias diazotroficas

Todas as gramineas avaliadas possuem géneros de bactérias com capacidade de fixacédo
de N atmosférico em seu sistema radicular, esta associacdo pode explicar a existéncia destas
gramineas em solos de baixa fertilidade h& centenas de anos de evolugdo, bem como o uso
destas pastagens por varios séculos como fonte forrageira sem a entrada de fertilizantes
nitrogenados. A contribuicdo da FBN medida, apresentou diferenca entre as espécies, menor
para o P. notatum que demonstrou alta capacidade de absorcéo de N justificando sua uniforme
ocorréncia nas pastagens sul-brasileiras em relacdo as demais espécies, assim como alta
contribuicdo da FBN para a espécie A. laevis, o que pode justificar sua adaptabilidade em solos
de baixa fertilidade.

A adubacgdo com N+P apresentou um efeito negativo na ocorréncia dos trés géneros de
bactérias diazotroficas reduzindo significativamente o nimero de bactérias independentemente
do periodo e da fracdo do sistema radicular avaliado (rizosfera, rizoplano e endorizoplano). A
maior colonizacdo bacteriana na testemunha pode ser relacionada as quantidades de exsudatos
radiculares secretados pelas espécies nativas. A maneira pela qual as plantas obtém nutrientes
da regido rizosférica pode influenciar o desenvolvimento de bactérias no sistema radicular. A
producdo de substancias extracelulares que servem como fonte de energia aos microrganismos,
assim como, a reducdo na exsudacdo pode diminuir a colonizacdo (DAKORA & PHILLIPS,
2002).

O aumento na disponibilidade de P, pode diminuir a quantidade de exsudatos
radiculares, aumentando a concentracdo de fosfolipios nas células radiculares diminuindo a
permeabilidade da membrana, reduzindo a deposigéo de exsudatos na rizosfera (GRAHAM et

al., 1981) com impacto negativo sob a colonizagéo das bactérias diazotroficas.
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A adubacdo com N pode inibir a colonizacdo por bactérias diazotroficas de forma
indireta, pois 0 aumento na disponibilidade de N estimula a producdo de matéria seca, assim,
aumentando o uso de fotoassimilados para a formacdo de compostos estruturais, diminuindo o
carbono (C) prontamente disponivel na rizosfera, reduzindo assim a colonizacdo desta regido
(KAVADIA et al., 2011).

A espécie A. laevis, que apresentou 0 menor aumento na producdo de MSPA sob
adubacdo com N+P, por possuir um lento crescimento relativo, possivelmente ndo alterou a
deposicdo de C a niveis significativos, ndo apresentando alteracdo na colonizacdo para oS
géneros Azospirillum e Herbaspirillum. Segundo Cohen et al, (2009), o aumento no carbono
disponivel na rizosfera aumenta a FBN, no entanto, a medida que a planta demanda mais C a
FBN ¢é prejudicada (WERY et al., 1986).

A colonizacédo similar entre os tratamentos testemunha e N+P em A. laevis (Tabela 3),
pode indicar que estes géneros associativos sdo importantes para esta espécie. O género
Azospirillum, é um dos mais estudados atualmente sendo altamente eficiente na FBN, possui
estirpes utilizadas como inoculantes em milho (Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum L.) e
arroz (Oryza sativa) (SANTI et al., 2013).

O género Herbaspirillum é caracterizado por realizar principalmente associacdo
endofitica (MONTEIRO et al., 2012), esta forma de associacdo é considerada mais eficiente
que a associacao realizada por bactérias que habitam a rizosfera, pois a FBN realizada no
interior das raizes das gramineas € mais propicia a atividade da nitrogenase e posterior
transferéncia do N fixado as plantas hospedeiras. Considerando estes aspectos do género
Herbaspirillum relacionados a associagdo com A. laevis, e a maior colonizagdo no experimento
Il (Tabela 4), a FBN apresentaria uma grande contribuicdo para o N total na planta, conforme
se evidencia na Tabela 7.

O aumento da colonizacgdo nos periodos, esta relacionado com crescimento e estagio de
desenvolvimento das plantas, e o efeito da rizosfera, com o avanco do ciclo das especies, ocorre
também o aumento da producdo de mucilagens excretadas pelas células radiculares na rizosfera
(WALKER et al., 2003), podendo também ser da descamac&o das células decorrentes do atrito
com o solo & medida que crescem, bem como da senescéncia destas (MONTEIRO et al., 2012).
Este efeito da rizosfera possivelmente € o responsavel também pela maior atividade dos

géneros Azotobacter e Azospirillum no rizoplano e rizosfera (Tabela 3), embora possam
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colonizar a endorizosfera, estes géneros sdo caracterizados como sendo principalmente de vida
livre e assim apresentariam melhor colonizagdo na fracdo externa das raizes (SANTI et al.,
2013).

Mesmo com a reducdo da colonizagdo, ha maior teor de N com a aplicacdo de N+P,
existe um aumento na producéo de matéria seca total, embora com valores condizentes com as
taxas de crescimento das espécies, assim, embora exista a redugdo da colonizagdo, o aumento
da mateéria seca ndo representaria um efeito negativo imediato sob a composicdo boténica. O
teor de N na MSR das espécies A. affinis e P. notatum similar na testemunha e na presenca de
N+P (Tabela 6), € uma resposta da maior capacidade de obter quantidades significativas de N
do solo mesmo sob uma condicdo de baixa disponibilidade (Tabela 7). A capacidade de captura
de N do solo por A. affinis e P. notatum, aliada a suas caracteristicas de crescimento rapido,
resultam em maior producdo de MSPA (Tabelas 5 e 7), assim como, diluicdo de N no tecido
(Tabela 6), sendo A. affinis a espécie que apresentou a maior diluicdo de N na MSPA (Tabela
6). A menor capacidade de resposta da espécie A. laevis a adubacdo, devido ao lento
crescimento (Tabela 5), faz com que esta espécie produza menores quantidades de MSPA,
resultando em um maior acumulo de N na MSPA, também influenciado pelo maior teor de N

fixado biologicamente (Tabela 7).

4.4.2 Contribuicdo da FBN

O maior valor de & N para P. notatum em ralacéo as demais espécies esta relacionado
a sua menor TFN, em geral quanto maior for a TFN das espécies, menor sdo os valores de &
N, como se pode observar para A. laevis (Tabela 7). Em leguminosas nativas a grande
eficiéncia da FBN gera valores de & >N negativos, como nas savanas Sul Americanas, onde
Stylosanthes guyanensis obteve valores de -1,4 (MEDINA & IZAGUIRRE, 2004).

A maior taxa de fixacdo de N (TFN) medida pela técnica de abundancia natural de °N
para A. laevis, indica que esta espécie, possui uma maior associagdo com estes microrganismos,
ou associacdo com especies de bactérias mais eficientes para FBN, assim como discutido
anteriormente, sendo uma espécie de crescimento mais lento, mais adaptada a ambientes de
menor fertilidade, as bactérias diazotroficas sao uma importante via de fornecimento de N para

esta espécie.

44



A alta contribuicdo do N via FBN na A. laevis, aliado a suas caracteristicas de
crescimento, facilitam a adaptacdo a ambientes de menor fertilidade, tornando-a uma espécie
interessante. Em ecossistemas naturais, com baixa fertilidade natural, pode estar
desempenhando um importante servico ecossistémico, possibilitando a entrada de N no
sistema, e a partir da decomposi¢cdo do seu material senescente, disponibilizaria N as demais
espécies, como as especies de captura de recursos. Assim, embora a A. laevis possua um baixo
valor forrageiro (SANTOS et al., 2013), a sua contribuicao através da FBN a torna importante
para as pastagens nativas.

Se considerarmos as condi¢es climaticas dos campos sulinos, em eras geoldgicas
passadas, de baixas temperaturas e baixa pluviosidade, condicdo em que espécies com
caracteristicas similares a A. laevis, conseguiriam se adaptar, estas espécies podem ter auxiliado
as demais espécies que necessitariam de um maior aporte de nutrientes, a colonizarem estas
areas. Portanto, esta espécie é importante para o ciclo biogeoquimico do N nos ecossistemas de
pastagens naturais, assim como outras espécies com caracteristicas de crescimento similares,
porém ainda ndo estudadas.

Em estudo de Medina & Izaguirre (2004), em savanas da América do Sul, para Aristida
sp., do N total acumulado pela espécie, 25% do total obtido foi via FBN, inferior ao valor
obtido neste estudo, sendo uma graminea de ciclo fotossintético C4, é adaptével aos solos
pobres em N, dominando paisagens de savana nos trépicos de todos os continentes,
caracteristica, possivelmente. reforcada pela sua capacidade de usar N fixado biologicamente,
como observado para A. laevis.

Considerando o N absorvido do solo na Tabela 7, a espécie P. notatum apresentou o
maior acimulo de N do solo, em torno de 1,5 vezes mais que as demais especies, 0 que
confirma a hipotese de Quadros et al. (2009) de que esta € uma espécie de captura de recursos,
como se pode observar pela maior MS de raiz produzida (Tabela 7). Esta caracteristica faz com
que seja menos dependente da associacdo com microrganismos, assim, distdrbios que possam
vir a afetar os microrganismos do solo, como fogo e pastejo, ndo afetariam esta espécie,
considerando sua habilidade para obtencdo de nutrientes sob uma condicéo natural.

O estudo da FBN relacionada ao ciclo biogeoquimico do N é essencial para as pastagens
naturais, pois 0 N € de grande importancia para todos os organismos que dependem deste

ecossistema, sendo muitas vezes um fator limitante ao crescimento das pastagens. A
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compreensdo da FBN para os Campos Sulinos é fundamental para o entendimento da funcéo do
ecossistema, e para prever as respostas futuras para as mudancas ambientais globais (REED et
al, 2011). O aumento das concentracdes atmosféricas de CO, resultantes da queima de
combustiveis fosseis e do desmatamento nos tropicos pode aumentar a capacidade
fotossintética das gramineas nas pastagens naturais. Este, por sua vez, pode estimular a FBN
por associagdes entre microorganismos e plantas, uma vez que a sua atividade é limitada pela
oferta de energia em forma de acgUcares sollveis liberados pelas plantas hospedeiras, desta

forma, contribuindo com parte do N, globalmente fixado via FBN (REED et al, 2011).
4.5 Conclusdes

A adubacdo com N e P reduz a colonizacdo de bactérias diazotroficas, mas aumenta a
producdo de matéria seca e acimulo de N no tecido.
A. laevis € a graminea com maior contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio. A

espécie P. notatum apresenta o maior acumulo de N do solo.
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5 CAPITULO II

FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NATIVOS EM GRAMINEAS DOS CAMPOS SULINOS
Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento da associacdo entre FMAs em quatro gramineas
nativas dos Campos Sulinos sob fertilizacdo com P e N. Os tratamentos consistiram na aplicacdo de 50 mg de P
Kg™ de solo (P); aplicacdo de 50 mg de P Kg™ de solo + 100 mg de N Kg™ de solo (N+P); e uma testemunha, sem
aplicacao de P e N. Foram utilizadas quatro gramineas de maior abundancia nas pastagens naturais dos Campos
Sulinos no Rio Grande do Sul, cultivadas em casa de vegetacdo: Axonopus affinis, Paspalum notatum e
Andropogon lateralis, analisadas 76 dias ap0s o inicio do experimento, e Aristida laevis, analisada 113 dias apds o
inicio do estudo. As diferentes datas sdo devido as diferencas nas taxas de crescimento das espécies. Na coleta, as
plantas foram separadas em parte aérea e raiz, a partir da matéria seca obteve o P acumulado no tecido e com a
analise de raizes frescas se obteve a colonizagcdo micorrizica. A matéria seca e 0 P acumulado na parte aérea sob
adubacdo N+P foi maior para A. affinis e P. notatum. O P acumulado na matéria seca de raiz da espécie P.
notatum foi maior quando submetida a adubacdo com N+P, quatro vezes mais em relacdo a testemunha, as
espécies A. laevis, A. lateralis e A. affinis ndo diferiram entre as adubacdes com P e N+P. A colonizagdo
micorrizica foi semelhante entre a testemunha, P e N+P para as raizes de A. lateralis e A. laevis, apresentando
assim uma maior dependéncia da associacdo micorrizica, estando relacionada a menor taxa de crescimento e
acumulo de matéria seca. Diferentemente, nas espécies A. affinis e P. notatum, a coloniza¢do micorrizica foi
menor quando submetidas a adubacdo com P e N+P, apresentando assim uma menor dependéncia, devido a maior
taxa de crescimento e acimulo de matéria seca. Conclui-se assim, que as espécies A. laevis e A. lateralis
apresentam maior dependéncia da micorrizacdo que as espécies A. affinis e P. notatum. A adubacdo com P e N
reduz a porcentagem de colonizagdo micorrizica das espécies menos dependentes A. affinis e P. notatum.

Palavras-chave: Pastagem nativa. Fertilizagdo fosfatada. Coloniza¢&o micorrizica. Dependéncia micorrizica.

ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI NATIVE IN GRASSES OF THE SOUTHERN FIELDS

Abstract: The objective of this study was to evaluate the association between AMF in four native grasses of
Campos Grasslands under fertilization with phosphorus (P) and nitrogen (N). The treatments consisted of applying
50 mg kg™ soil P (P), application of 50 mg kg™ soil P and 100 mg kg™ of soil N (NP), and a control without
application of P and N. Four most abundant grasses in natural grasslands of Rio Grande do Sul were used:
Axonopus affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis analyzed 76 days after the start of the experiment,
and Aristida laevis analyzed 113 days after the start of the study. The different dates are due to differences in
growth rates of the species. During sampling, the plants were separated into shoot and root, from dry matter of
these fractions was obtained P accumulated in tissue, with analysis of fresh roots was obtained mycorrhizal
colonization. The dry matter and the P accumulation in shoots of the A. affinis e P. notatum was higher with the
application of N+P. Phosphorous accumulated in root dry matter of P. notatum was higher when subjected to
fertilization with N+P, four times as compared to control. A. laevis, A. lateralis and A. affinis did not differ
between fertilization with P and N+P for P accumulated in root dry matter. The mycorrhizal colonization was
similar between the control, P and N+P to the roots of A. lateralis and A. laevis, thus presenting a greater
dependence on the mycorrhizal association. This is related to a lower growth rate and dry matter accumulation. In
contrast, in A. affinis and P. notatum, the mycorrhizal colonization was lower when subjected to fertilization with
P and N+P, thus presenting a lower dependence. Due to the higher growth rate and dry matter accumulation. It is
concluded that the species A. laevis and A. lateralis show greater dependence of mycorrhizae than A. affinis and P.
notatum. Fertilization with N and P reduces the percentage of mycorrhizal colonization of the less dependent
species A. affinis and P. notatum.

Key words: Native Grassland. P fertilization. Mycorrhizal colonization. Mycorrhizal dependency
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5.1 Introducao

Os Campos Sulinos desde a metade sul do estado do Rio Grande do Sul (RS), no Brasil,
até Argentina e Uruguai, sdo compostos naturalmente por pastagens nativas. A vegetacao
natural destas pastagens é composta majoritariamente por gramineas megatérmicas (BURKAT,
1975). E um ecossistema complexo, com predominancia de clima subtropical, e solos &cidos,
com baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente deficientes em fosforo (P) disponivel
(PALLARES et al., 2005).

Em condic¢bes de baixa disponibilidade de nutrientes, as espécies vegetais ao longo do
processo evolutivo desenvolveram mecanismos que auxiliassem na captura de recursos, em
especial agua e nutrientes (MOHAMMADI et al., 2011). Uma das respostas adaptativas das
plantas a baixa disponibilidade de P no solo é sua associacdo com microrganismos que
auxiliam na absorcdo deste nutriente, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
(BRUNDRETT, 2009).

Os FMAs sdo microrganismos pertencentes a ordem Glomales, realizam uma
associacdo caracterizada como mutualistica benéfica (MOHAMMADI et al., 2011), onde a
planta supre o fungo com compostos de carbono (C), fixado via processos fotossintéticos, em
especial carboidratos, enquanto os fungos provém as plantas dgua e nutrientes, em especial 0s
de baixa mobilidade no solo, como o P (GRANT et al., 2005; HARTNETT & WILSON, 2002).
A atencdo dada ao P é devido a sua importancia para o crescimento das plantas, pois € um
elemento imprescindivel para véarias fungdes vitais, sendo componente estrutural de acidos
nucléicos, fosfolipidios e acucares fosfatados, tambeém apresentando funcéo regulatéria de rotas
metabolicas no citoplasma e nos cloroplastos, atuando nos processos de respiracdo e
fotossintese (TAIZ & ZEIGER, 2013).

O aumento na absorcdo de P, propiciada pelos FMAs, é atribuido ao aumento do
volume de solo explorado pelas hifas e ao pequeno didmetro destas, o que as permite explorar
espacos no solo inatingiveis pelas raizes, aléem da zona de deplecdo de nutrientes proxima as
raizes (MOHAMMADI et al., 2011), proporcionando maiores taxas de influxo por unidade de
superficie, onde uma raiz associada a FMAs pode transportar fosfato em uma taxa quatro vezes

mais rapida que uma raiz ndo associada a micorrizas (TAIZ & ZEIGER, 2013).
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Entretanto, existem diferencas entre as espécies quanto a sua dependéncia dos FMAs.
Sao consideradas mais dependentes de FMAs, espécies de plantas com caracteristicas de
crescimento lento, sistemas radiculares mais ruderais, com poucos pélos radiculares, e raizes
mais grossas, em geral, adaptadas aos ambientes de menor disponibilidade de nutrientes e agua.
Podendo a dependéncia micorrizica ser observada atraves da colonizacéo radicular por FMAs
entre gradientes de fertilidade, ou seja, espécies mais dependentes ndo alteram a colonizagéo
por FMAs mesmo sob a elevacdo da disponibilidade de nutrientes no solo (BRUNDRETT,
2009).

No solo, a reciclagem de fdésforo envolve a atividade da enzima fosfatase &cida, que
possui a capacidade de transformar o P organico (Po) em P inorgénico (Pi), sendo sua atividade
regulada por diversos fatores ambientais e da planta, como a baixa disponibilidade de P no
solo, que leva ao aumento da atividade dessa enzima (DUFF et al., 1994). Sua atividade na
planta, em resposta a disponibilidade de P, pode ter relagdo também com a sua atividade no
solo, pois segundo Dakora & Phillips (2002), a atividade de fosfatases acidas no solo é
atribuida a fungos, como os FMASs, e a atividade da planta, onde através do sistema radicular,
estas enzimas sao secretadas para a regido da rizosfera.

Ao se considerar 0 manejo das pastagens naturais dos Campos Sulinos, o uso de
fertilizantes minerais contendo, principalmente P e nitrogénio (N), pratica utilizada visando
aumentar a producdo de forragem (GATIBONI et al., 2000), deve ser considerado como um
fator que pode impactar o desenvolvimento das plantas e a atividade dos microrganismos. A
aplicacdo de fertilizantes fosfatados, visando aumentar o teor de P disponivel no solo, pode
diminuir a colonizagdo pelos FMAs no sistema radicular vegetal (GRANT et al., 2005; RYAN
& ASH, 1999), assim como reduzir a atividade da fosfatase acida no solo (GATIBONI et al.,
2008).

Os estudos relacionados a micorrizas arbusculares nas pastagens naturais dos Campos
Sulinos séo pouco frequentes, assim, os padrdes de dependéncia das espécies destas pastagens
sdo ainda desconhecidos. A hipotese do estudo sugere que espécies com baixa dependéncia
micorrizica, sejam espécies de maior resposta a fertilizacdo, adaptadas a ambientes mais férteis,
quando submetidas a elevagdo na disponibilidade de nutrientes reduzem a micorrizacao,
aumentando o acumulo de P no tecido, ja as espécies de maior dependéncia micorrizica,

quando submetidas a elevacdo na disponibilidade de nutrientes, ndo alteram a sua micorrizacao
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radicular, sendo espécies mais adaptadas a ambientes de menor fertilidade, com menor acimulo
de P no tecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a dependéncia da micorrizagdo em quatro
gramineas nativas dos Campos Sulinos sob fertilizacdo com P e N, e a relagdo com o acimulo

de P e matéria seca.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Local, solo e espécies utilizadas

O estudo foi conduzido no periodo de maio de 2012 a janeiro de 2013, em casa de
vegetacdo, no Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio
Grande do Sul (29°43' S, 53°42' W). Foi utilizado um Argissolo Vermelho distréfico, coletado
na camada de 0-20 cm, em uma area de pastagem natural, sem historico de adicdo de
fertilizante. Apo6s a coleta, o solo foi seco ao ar e peneirado em malha de 4 mm e acomodado
em vasos de 5 Kg. As principais caracteristicas fisicas e quimicas do solo sdo: 18% de Argila;
25 g kg™ de matéria organica; PHagua 1:1) de 4,6; 30,6% de Al; 26,5% de Saturagéo de bases; 6,2
cmol, dm™ de CTC efetiva; 2,8 cmol. dm™ de Ca, 1,4 cmol, dm™ de Mg, 3 mg kg™ de P (vieniich”
e 76 mg kg™ de K (mentich™)-

Para o estudo foram selecionadas quatro gramineas forrageiras de maior abundancia nas
pastagens naturais dos Campos Sulinos no Rio Grande do Sul: Axonopus affinis, Paspalum
notatum, Andropogon lateralis e Aristida laevis. Estas foram coletadas no més de maio, mesma
pastagem natural de onde se utilizou o solo, e foram transplantadas para os vasos na forma de

mudas (5 afilhos por vaso).

5.2.2 Conducéo e tratamentos

No periodo de maio a setembro de 2012 as espécies transplantadas passaram por um
periodo de aclimatacdo. Em 12 de setembro foram aplicados os tratamentos e realizado corte de

uniformizacdo a 5 cm do solo, e estas foram cultivadas até janeiro.

54



As espécies foram arranjadas em um delineamento de blocos completamente
casualizados, com quatro repeticdes. O fator determinante do bloqueamento foi o gradiente de
temperatura existente na casa de vegetacdo. Os tratamentos foram constituidos da aplicacdo de:
50 mg de P Kg™ de solo (P); aplicagdo de 50 mg de P Kg™ de solo + 100 mg de N Kg™* solo
(N+P); e uma testemunha, sem aplicacdo de P e N. A forma de aplicacdo de P foi o fosfato de
potéssio (KH,PO,) e de N foi nitrato de aménio (NH;NO3). Na testemunha, o nivel de potéassio
foi corrigido com cloreto de potassio (KCI) nas quantidades equivalentes as aplicadas nos dois
tratamentos. A umidade do solo foi mantida a 70% da capacidade de campo com a pesagem
didria dos vasos. Para a coleta dos valores de temperatura (Tabela 8), foi utilizada um data
logger marca HOBO®, modelo U12.

Tabela 8: Temperatura média mensal do ar do periodo experimental no interior da casa de
vegetacao nos meses de setembro a dezembro de 2012 e janeiro de 2013.

Ano Més Dias Temperatura média (°C)
Setembro 11-30 20,1
Outubro 1-31 22,1
2012
Novembro 1-30 24.1
Dezembro 1-31 26,3
2013 Janeiro 1-3 23,1

5.2.3 Medidas e determinac6es

O critério determinante para a coleta das espécies foi a duracdo da elongacéao foliar de
2,5 folhas, expressa em graus dias (GD), 832,5 GD para Aristida laevis e 437 GD para as
espéecies Axonopus affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis (MACHADO et al.,
2013). O uso deste critério visou respeitar as diferentes taxas de crescimento que estas espécies
possuem.

As espécies Axonopus affinis, Paspalum notatum e Andropogon lateralis foram
analisadas no dia 27/11/2012, 76 dias apds o inicio do experimento (4x437), e Aristida laevis
foi coletada dia 03/01/2013, 113 apds o inicio do estudo (4x832,5).
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As plantas foram separadas nos componentes parte aérea e raiz. Para retirada das raizes,
0 solo dos vasos foi peneirado em malha de 4 mm, ap0s as raizes foram lavadas com agua
destilada. O material da parte aérea e radicular foi acondicionado em sacos de papel, e seco em
estufa com circulacéo de ar a 65°C por 72 horas até peso constante para determinacdo da massa
de matéria seca. Apos pesado, o0 material seco foi moido em moinho tipo Wiley em malha de 1
mm para determinacdo da concentragdo de P no tecido. A analise de P total no tecido das
espeécies foi realizada conforte Tedesco et al., (1995), com a digestdo de 0,200 g de tecido com
0,700 g de mistura de digestdo (100 g de Na SOy, 10 g de CuSO4.5H,0 e 1 g de selénio) em
acido sulfurico (H,SO4) com peréxido de hidrogénio (H,O,) em bloco a 350 °C. A
determinacdo do fosforo nos extratos dos tecidos das plantas foi realizada por colorimetria,
conforme Murphy & Riley (1962).

Foram coletadas amostras Umidas de solo, e amostras de raizes, ambas conservadas em
geladeira a 4°C, para avaliacdo da colonizacdo micorrizica, contagem de esporos, e
quantificacdo de fosfatase acida no solo. No solo seco foi determinado o pH em éagua (10 mL
de solo : 10 mL de agua) (TEDESCO et al., 1995). O teor de P disponivel, foi estimado pelo
método de extracdo com resina de troca aniénica (RTA) com membrana AR 103 placa 434
QDP (TIECHER et al., 2012), saturada com bicarbonato (NaHCO3), brevemente descrito a
seguir: 1,0 g de amostra de solo foi colocada em tubos de centrifuga de 15 mL (solo/extrator,
relacdo 1:10), com 10 mL de agua destilada, e uma membrana RTA, os tubos foram agitados
por 16 h a 25 °C em agitador, as membranas foram removidas e lavadas em 10 mL de solucéo
0,5 M de HClI, o P foi determinada colorimetricamente pelo método de Murphy e Riley (1962).

Para determinar a porcentagem de colonizagdo (PCM), 20 fragmentos de 2 cm de
raizes, foram clarificadas com KOH 10% em capela a 90°C por 30 min, lavadas com HCI 1%
por 5 minutos, e coloridas com solucdo de Tripan blue em lactofenos 0,05% a 90°C em capela
por 15 min na concentragdo de 1:1800 (PHILLIPS & HAYMAN, 1970). A PCM foi avaliada
em lupa, conforme Giovannetti & Mosse (1980), observando os pontos de interse¢do entre 0s
fragmentos de raizes e as linhas de uma placa quadriculada, avaliando a ocorréncia ou ndo de
colonizacdo (hifas, vesiculas ou arbusculos). O calculo da PCM foi realizada pela relacéo entre
0 nimero de fragmentos positivos e o total de pontos analisados.

A quantificacdo dos esporos seguiu metodologia de Gerdemann & Nicolson (1963), 50

mL de uma amostra imida de solo foi centrifugadas em agua a 3000 rpm por trés minutos,
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descartou-se 0 sobrenadante, o material residual do tubo foi centrifugado novamente a 2000
rpm por 2 minutos com solucéo de sacarose 45%. Verteu-se o sobrenadante sobre uma peneira
de 0,053 mm, o material retido na peneira foi transferido para uma placa canelada e a contagem
realizada em lupa.

A determinacdo da atividade da fosfatase &cida foi realizada segundo meétodo de
Tabatabai & Bremner (1969) descrita a seguir: as amostras de solo (1,0 g) foram colocadas em
duplicata em erlenmeyer de 50 mL, utilizando um controle para cada amostra, onde s6 foi
adicionado o substrato apds a incubacdo. Em cada amostra de solo foram adicionados 4,0 mL
da solucdo MUB pH 6,5 e 1,0 mL de substrato p-nitrofenil fosfato 0,05 M. Os erlenmeyers
foram fechados e incubados a 37° C por uma hora. Apds a incubacédo, foram adicionados 1,0
mL de CaCl, 0,5 M, 4,0 mL de NaOH 0,5 M e 1,0 mL de p-nitrofenil fosfato 0,05 M (o ultimo
somente aos controles), procedendo-se em seguida a filtragem em papel de filtro n® 02. A
intensidade da coloracdo amarela do filtrado foi determinada em espectrofotémetro a 410 nm.
A quantidade de p-nitrofenol formada em cada amostra foi determinada com base em uma
curva padrdo preparada com concentragdes conhecidas de p-nitrofenol (0, 10, 20, 30, 40, 50 mg
de p-nitrofenol mL™). A atividade enzimatica foi expressa em mg de p-nitrofenol liberado por

hora por grama de solo (mg p-nitrofenol h™ g™* solo).

5.2.4 Analises estatistica

Os valores de cada variavel foram analisados quanto a sua homocedasticidade, quando
necessario, se utilizou transformacgdo logaritmica. As variaveis foram analisadas para cada
espeécie de planta seguindo o modelo bifatorial, Espécie x Tratamento, como segue:

Yij = H+ Ai + Dj + (AD); + By + eiji

Onde, Yij € o valor observado, referente a variavel Y; i = média geral experimental; A;
= o efeito do fator A, espécie (i = 1, 2, 3, 4); D; o efeito do fator D, adubagéo (j = 1, 2, 3);
(AD)jj: é o efeito da interacdo do nivel i do fator A com o nivel j do fator D; By é o efeito
aleatorio do bloco k; ej = erro experimental. Quando os efeitos dos tratamentos foram
significativos a 5% de probabilidade, as diferencas entre as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.
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Foram utilizadas analises multivariadas de ordenacdo e agrupamento para se testar as
hipGteses, sobre a relacdo entre a coloniza¢do micorrizica e as demais varidveis determinadas.
A ordenacdo foi realizada pelo método de coordenadas principais (PCoA) com os dados
previamente transformados vetorialmente pela amplitude total. A medida de semelhanca
utilizada entre as unidades amostrais (tratamentos) foi a Distancia Euclidiana. As analises
multivariadas foram realizadas no software MULTIV (PILLAR, 2006).

5.3 Resultados

5.3.1 Colonizag&do micorrizica e atividade de fosfatase &cida no solo

A colonizacdo micorrizica foi semelhante entre os tratamentos P e N+P para as raizes
das espécies A. lateralis e A. laevis (Tabela 9). Diferentemente, para as espécies A. affinis e P.
notatum, a colonizag¢do micorrizica foi menor quando submetidas a adubacdo com P e N+P em
relacdo a testemunha. A colonizacdo na testemunha foi maior para A. affinis, no tratamento
N+P A. laevis apresentou a maior colonizacdo.

O numero de esporos ndo foi alterado significativamente pela adicdo de P e N+P em
relacdo a testemunha. Entre as espécies, o numero de esporos foi maior para A. lateralis e A.
laevis, mais dependente que A. affinis e P. notatum.

A atividade da fosfatase &cida foi menor com a adicdo de P para todas as espécies, com
excecdo do P. notatum (Tabela 9). Para a espécie A. laevis, a atividade da fosfatase acida foi
maior com a adigdo de N+P. Para a espécie A. lateralis, a atividade da fosfatase acida foi maior
na testemunha em relagcdo aos demais tratamentos, e para a espécie A. affinis a adicdo de N+P

foi semelhante a testemunha.
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Tabela 9: Porcentagem de colonizacdo micorrizica, numero de esporos e atividade de fosfatase
acida no solo, em quatro gramineas nativas dos Campos Sulinos sob fertilizacdo com fésforo
(P) e nitrogénio (N).

Espécies Testemunha P N+P o
— Média
Colonizacéo micorrizica (%)
Axonopus affinis 42,24 23,1%8 14,68 26,7
Paspalum notatum 26,24 10,9°® 15,18 17,4
Andropogon lateralis 14,1°4 14,04 9,1°4 12,4
Aristida laevis 275" 22,7°4 22,54 24,2
Média 27,5 17,7 15,3
NUmero de esporos (esporo 50 mL solo™)
Axonopus affinis 831 498 600 643°
Paspalum notatum 553 351 447 450°
Andropogon lateralis 1202 1048 1148 1133°
Aristida laevis 866 971 870 902°
Média 863" 717° 766"
Atividade da fosfatase acida (ug p-nitrofenol.h™.g™* solo)

Axonopus affinis 340,9%® 244 2% 406,34 330,5
Paspalum notatum 156,7°4 122,7°4 128,5° 136,0
Andropogon lateralis ~ 338,9* 158,5°° 172,48 223,2
Aristida laevis 53,5°° 27,6% 116,74 66,0
Média 2225 138,3 206,0

Médias seguidas pela mesma letra mintsculas na coluna e maidsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

5.3.2 Matéria seca acumulada e teor de P no tecido

A matéria seca acumulada da parte aérea (MSAPA) das espécies nativas foi maior com
a aplicacdo de N+P (Tabela 10), com aumento médio de 150% em relacdo a testemunha. A
adubacdo com P proporcionou na média de todas as espécies um aumento na MSAPA das
espécies de 62% em relacdo a testemunha. A MSAPA de A. affinis e P. notatum foi maior que
as espécies A. lateralis e A. laevis nos tratamentos P e N+P.

A matéria seca acumulada de raiz (MSAR), para as quatro espécies nativas na
testemunha foi menor em comparacdo a obtida com P e N+P (Tabela 10). Para todas as
espécies, a MSAR foi maior no N+P. A producdo média de MSAR obtida pelas espécies
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quando submetidas a adubacdo com P e N+P corresponderam a acréscimos de 36 e 65 %,

respectivamente, em relagdo a testemunha.

Tabela 10: Producdo de matéria seca acumulada da parte aérea (MSAPA) e raiz (MSAR), e teor
de fdsforo (P) na parte aérea e raiz de quatro gramineas nativas dos Campos Sulinos em fungéo
da fertilizagcdo com fosforo (P) e nitrogénio (N).

Testemunha P N+P

Espécies MSAPA (g vaso’) Média
Axonopus affinis 11,7°¢ 21,1%* 34,17 22,2
Paspalum notatum 19,7% 23,3 38,44 27,1
Andropogon lateralis 7,1 14,1 19,6™ 13,5
Aristida laevis 8,3 12,48 19,6" 13,4
Média 11,7 17,6 28,6

MSAR (g vaso™)
Axonopus affinis 5,6 6,5 8,4 6,8
Paspalum notatum 10,4 12,1 15,5 12,62
Andropogon lateralis 9,5 15,6 15,1 13,42
Aristida laevis 5,7 8,5 11,7 8,6°
Média 7,8¢ 10,7° 12,7
P parte aérea (g vaso™)
Axonopus affinis 3,6 18,7%® 31,3 18,1
Paspalum notatum 5,6 18,4*° 41,04 21,7
Andropogon lateralis 3,7% 10,5" 17,9 10,7
Aristida laevis 4,0% 9,1°® 15,8% 9,6
Média 4,2 14,2 26,5
P raiz (g vaso™)
Axonopus affinis 0,9%® 2,74 4,0 2,5
Paspalum notatum 1,4% 3,6™ 5,5 3,5
Andropogon lateralis 2,3% 6,7 8,94 6,0
Aristida laevis 1,4% 2,9° 4,7° 3,0
Média 15 4,0 58

Médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

$0 P acumulado na MSAPA foi maior para todas as espécies no tratamento N+P, em
relacdo aos demais tratamentos. As espécies A. affinis e P. notatum acumularam mais P na

MSPA que A. lateralis e A. laevis, quando submetidos a adubacdo com P e N+P, em relacdo a
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testemunha. O P acumulado na MSAR da espécie P. notatum, A. lateralis e A. laevis foi maior
quando submetida a adubacdo com N+P, A. affinis ndo diferiu entre as adubagGes com P e N+P.

5.3.3 Fosforo disponivel e pH do solo

O P disponivel no solo extraido por RTA, do tratamento com P foi semelhante ao
tratamento com N+P (Tabela 11). Na média, o P disponivel no solo foi 4,5 vezes maior nos
tratamentos com P e N+P em relag&o a testemunha.

O pH em &gua do solo cultivado com a espécie A. affinis e P. notatum foi igual entre os
tratamentos, para A. lateralis e A. laevis foi maior no tratamento com P. Nos tratamentos
testemunha e N+P o pH foi maior para o solo cultivado com A. affinis e P. notatum, em

comparacdo com A. lateralis e A. laevis.

Tabela 11: Valores de P total extraido por resina (P resina) e pH em agua em solo cultivado
com gramineas nativas dos Campos Sulinos em funcdo da fertilizacdo com fosforo (P) e
nitrogénio (N)

(L Testemunha P N+P o
Espécies - 1 Media
P resina (mg kg™)
Axonopus affinis 2,1 9,0 9,4 6,8°
Paspalum notatum 2,7 10,1 8,9 7,2
Andropogon lateralis 2,3 11,6 10,6 8,2°
Aristida laevis 1,8 10,5 10,6 7,6°
Média 2,28 10,3% 9,94
pH H,0

Axonopus affinis 4,8% 5,0 4,84 4,8
Paspalum notatum 4,84 4,9 4,6%® 4,8
Andropogon lateralis 45 4.7 4.4"® 4,5
Aristida laevis 4,4 5,184 4,4 4,6
Média 4,6 49 45

Médias seguidas pela mesma letra minudsculas na coluna e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

5.3.4 Analise multivariada
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A anélise de agrupamento separou as espécies de plantas nos tratamentos em quatro
grupos nitidos (P<0,1) para o conjunto de variaveis representadas no diagrama de ordenacgdo
(Figura 1). A PCoA foi capaz de representar 86% da variacao destes resultados.

Todas as espécies nativas cultivadas na testemunha foram agrupadas em um grupo
distinto dos demais. Este grupo foi associado a maior porcentagem de coloniza¢do micorrizica

e ao menor teor de P na parte aérea.

/ 4rLa-P \\ PRaiz
i | msRReS
ArLa-T \ 4rLaNp |
\ PaNo-P/
-~ ,/
2 SN o PPA
= |} AvAfT PC
o PaNo-T .+

Eixo I (66%)

Figura 1: Diagrama de ordenacdo das espécies Andropogon lateralis (AnLa), Aristida laevis
(ArLa), Axonopus affinis (AxAf), Paspalum notatum (PaNo), nos tratamentos
testemunha (T), fosforo (P) e nitrogénio + fésforo (NP), em funcdo das variaveis:
porcentagem de colonizacdo (PC), teor de fésforo na raiz (PRaiz), teor de fosforo na
parte aérea (PPA), fosforo no solo extraido por RTA (PRes), massa seca de raiz
(MSR) e matéria seca acumulada de parte aérea (MSPA).

A especie A. laevis cultivada com a adicdo de P e N+P foi agrupada com as espécies A.
affinis e P. notatum, adubadas com P. Este grupo tem como caracteristica menor colonizacéo

micorrizica em relagdo ao grupo formado por todas as espécies na testemunha.
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Ja o grupo formado pelas espécies A. affinis e P. notatum cultivadas no N+P
demonstrou o potencial de resposta em MSAPA destas espécies em relacdo aos demais grupos
e menor colonizacdo micorrizica em relagcdo aos dois grupos acima comentados. Além destes, o
grupo formado pela espécie A. lateralis, cultivada com P e N+P, foi mais correlacionado com a
maior MSR.

5.4 Discussao

5.4.1 Dependéncia micorrizica

As quatro espécies estudadas apresentaram boas condi¢6es de colonizacgéo radicular por
FMAs nativos (HARTNETT & WILSON, 2002; LUGO et al., 2012; RHEINHEIMER et al.,
1994). No entanto, se compararmos a testemunha aos tratamentos com a adicdo de P e N+P,
levando em consideragcdo o P na MSAPA, observamos que a associagdo com fungos
micorrizicos nativos ndo foi um fator determinante para maiores concentracdes de P nas plantas
ndo adubadas.

Com base no que sugere Brundrett (1991) em relacdo a colonizacdo micorrizica, a
plasticidade e o crescimento do sistema radicular, que estabelecem a habilidade da planta em
responder as mudancas nas condicdes de fertilidade do solo, podem determinar a dependéncia
da associacdo micorrizica.

Espécies de menor desenvolvimento radicular, com lento crescimento, sdo mais
dependentes da associacdo micorrizica. Entre as espécies estudadas, esta caracteristica de
crescimento é atribuida a A. lateralis e A. laevis, (MACHADO et al., 2013). A colonizacdo
micorrizica semelhante entre os tratamentos testados para as raizes das espécies A. lateralis e A.
laevis (Tabela 9), pode indicar que a associagdo com FMAS representa um mecanismo
importante para estas duas espécies. Considerando principalmente a auséncia de reducdo da
colonizagdo quando submetidas a elevagdo do teor de P no solo, pode-se considerar que estas
espécies possuem maior dependéncia da associagdo com FMAs, facilitando a adaptacdo em

ambientes menos férteis, e com limitagdes climaticas.
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Em estudo de Martins et al., (1999), com Aristida setifolia Kunth, uma graminea nativa
e pioneira, em condicdes de acidez elevada e baixa disponibilidade de P, foi observado que os
FMAs apresentaram uma consideravel contribui¢do no crescimento desta graminea, destacando
que estes microrganismos nativos contribuem significativamente para o estabelecimento desta
espécie nos solos naturais e de areas degradadas.

O néo favorecimento da presenca de FMAs no solo cultivado com espécies de plantas
dependentes de micorrizacdo, entre elas Sorghastrum nutans e Andropogon gerardii, reduziu a
participacdo destas duas espécies na biomassa total da comunidade, favorecendo a contribuigéo
relativa das espécies ndo dependentes de micorrizas (WILSON & HARTNETT, 1997). As
espécies A. laevis e S. pellitum, conforme classificacdo funcional de Quadros et al. (2009),
estdo agrupadas no TF D, caracterizadas como gramineas C,, com habito de crescimento
cespitoso (formacéo de touceiras), de conservacao de recursos, com lenta taxa de crescimento.
Desta forma pode-se considerar que as espécies com tais caracteristicas de crescimento sejam
mais dependentes da micorrizagdo, como sugerem outros trabalhos (WILSON & HARTNETT,
1997; HARTNETT & WILSON, 2002; BRUNDRETT, 2009; LUGO et al., 2012).

Plantas com sistema radicular mais plastico, com mais raizes laterais, podem alterar
facilmente a colonizacéo, apresentando menor dependéncia (HARTNETT & WILSON, 2002).
Espécies com baixa dependéncia micorrizica na maioria das vezes tém sistemas radiculares
com o cértex estreito, raizes mais finas, e com sistemas radiculares extensos. Estas espécies
possuiriam uma taxa de crescimento mais rapida, principalmente quando estas sao submetidas a
condicdes de alta disponibilidade de nutrientes, caracteristicas das espécies A. affinis e P.
notatum (MACHADO et al., 2013).

O comportamento das espécies A. affinis e P. notatum, reduzindo a colonizagéo
micorrizica, indica uma baixa dependéncia da associagdo. Estas espécies descritas como
espécies com maior plasticidade, e crescimento mais rapido, caracterizadas como de captura de
recursos, de maior abundancia em ambientes com maior fertilidade do solo e/ou
disponibilidade hidrica (CRUZ et al., 2010), sob uma condic¢éo de maior disponibilidade de P e
N, apresentaram reducdo na colonizacdo radicular. Estas espécies sdo agrupadas segundo
Quadros et al. (2009) no TFs A e B, assim pode-se considerar as espécies pertencentes a este

TFs como de baixa dependéncia da associacdo com FMASs.
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Considerando o trabalho de Rheinheimer et al., (1994), em estudo realizado com P.
notatum Flugge var. saureae, a porcentagem da infeccdo foi inversamente relacionada ao
suprimento de P e a colonizacdo radicular de FMAs foi reduzida quando ocorreu adicdo de

altas doses de P no solo, estando de acordo com o que foi observado no presente estudo.

5.4.2 Efeito da adubacdo na colonizag¢éo micorrizica

O ndmero de esporos nao apresentou variagdo entre os tratamentos, no entanto, foi
superior para as espécies A. lateralis e A. laevis, mais dependentes da associacdo com FMAs
que A. affinis e P. notatum. A altera¢do que a colonizacdo por FMAS apresenta apos elevacéao
do teor de P no solo, esta relacionada com o estimulo ao crescimento que a planta recebe. Ao
absorver mais P do solo, a planta altera a morfologia de crescimento das raizes, estas alteracdes
morfologicas impedem a formacéo das estruturas que possibilitaram a associacdo, como 0S
arbasculos. As espécies de crescimento mais lento, ndo apresentam alteracGes severas na
morfologia estrutural das raizes, possibilitando a associa¢do, devido a isto, as espécies A. laevis
e A. lateralis caracterizadas por possuirem crescimento lento (MACHADO et al., 2013), ndo
alteram a colonizacao sob elevacdo do teor de P no solo. Ja as espécies A. affinis e P. notatum
reduzem a colonizacgdo por apresentam maior resposta a adubacdo.

Outro possivel efeito da disponibilidade de P no solo sobre a micorrizagdo parece ser
indireto. O aumento do acumulo de P no tecido vegetal pode ser o fator determinante para a
associacdo. Isto foi demonstrado em estudos onde a colonizacdo das raizes por FMAs foi
semelhante, mesmo na presenca de altas concentragdes de P no solo, enquanto a concentracao
de P na planta em geral foi baixa. Isto sugere que o teor de P no solo ndo influencia a
colonizacdo de plantas antes que inicie a absorcdo de quantidades significativas de P
(BRUNDRETT, 2009; DAKORA & PHILLIPS, 2002), como observado na Tabela 10, em que
as espécies A. affinis e P. notatum acumularam mais P na MSAPA que A. laevis e A. lateralis
sob adubagdo com P e N+P.

Esse comportamento também pode estar relacionada com o trabalho de Graham et al.
(1981), onde os autores observaram que raizes de plantas deficientes em P secretaram até 3
vezes mais aminoacidos na rizosfera, do que plantas com fornecimento de niveis adequados de

P no solo. A magnitude de diferenga na exsudacdo de aminodcidos e agucares entre plantas
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deficientes e bem nutridas em P poderia parcialmente ser um reflexo do conteudo de P na
planta. Segundo os autores, a permeabilidade da membrana das células radiculares é alterada
quando a planta encontra-se em déficit de P, sendo correlacionado o aumento na exsudacéo
com menores niveis de fosfolipidios.

Altos niveis de exsudatos de raiz deficientes em P na rizosfera estimulam o crescimento
e desenvolvimento dos propagulos de FMAs, sob a forma de esporos, hifas, ou fragmentos de
raizes infectadas (DAKORA & PHILLIPS, 2002). A reducdo de exsudacdo pelas raizes em
resposta a maior disponibilidade de P no solo pode ser evidenciada através da maior atividade
das fosfatases acidas na testemunha em comparacdo com a adi¢do de P, para as espécies A.
lateralis, A. laevis e A. affinis.

Considerando a Figura 1 e a correlagdo da colonizacdo micorrizica com as demais
variaveis, obtiveram-se valores negativos principalmente com o aumento da MS de raiz (-0.57),
P na MSAPA (-0.53) e P na MSAR (-0.51), concordando com a afirmacao de Brundrett (2009)
e Hartnett & Wilson (2002) que o aumento da MS de raiz diminui a micorriza¢do. Assim, as
espécies A. affinis e P. notatum, de maior resposta a adubacdo tendem a aumentar a matéria
seca produzida, diminuindo a micorrizacao.

Com excecdo do P. notatum, as espécies apresentaram reducdo na atividade enzimatica
quando adubadas somente com P. Segundo Gatiboni et al. (2008), existe uma correlacéo
negativa entre a atividade da fosfatase acida e teores de P no solo, o que indica que a atividade
de fosfatases aumenta com o decréscimo do teor de P disponivel, como ja discutido
anteriormente. A atividade de fosfatase &cida no solo apresentou correlacdo positiva com a
micorrizagdo (0,05). No entanto, o valor foi inferior a correlagdo com a MS de parte aérea
(0,12), concordando com Dakora & Phillips (2002), que afirmam que os FMAs apresentam
uma relagdo com o aumento da atividade das fosfatases acidas no solo, mas a atividade das
fosfatases via exsudatos radiculares seria o principal fator, sendo atribuida, portanto as plantas,
grande parte do aumento destas enzimas no solo.

O aumento do pH no solo com a adi¢do de P (Tabela 11) esta relacionado com a
atividade do sistema radicular e os mecanismos de absorcdo de P utilizados pelas plantas.
Quando a absorcéo de cétions excede a de anions, ocorre uma extruséo liquida de H* causando

acidez na rizosfera, quando anions sdo mais absorvidos que cations, ocorre extrusdo liquida de
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HCO3™ com consequente elevacdo do pH (HINSINGER et al., 2003; DAKORA & PHILLIPS,
2002).

A colonizacdo por FMAs nas gramineas de pastagens dos Campos Sulinos variou
significativamente entre as espécies, com comportamentos distintos em relacdo a presenca da
adubacdo. Assim, se observa a existéncia de diferencas nos padrdes de dependéncia entre
FMASs e as gramineas nativas, 0 que pode auxiliar na caracterizacdo destas quanto a suas
capacidades para se desenvolverem em ambientes com diferentes condic¢bes climaticas e de
fertilidade. A presenca ou auséncia de FMAS, e as diferencas gerais na dependéncia micorrizica
entre as espécies, podem também contribuir no entendimento dos padrfes de sucessdo neste

tipo de comunidade, como um fator que pode influenciar os padrdes de sucessdo ecoldgica.

5.5 Conclusoes

As espécies A. laevis e A. lateralis apresentam maior dependéncia da micorrizacéo que
as espécies A. affinis e P. notatum. A adubacdo com P e N reduz a porcentagem de coloniza¢édo

micorrizica das espécies menos dependentes A. affinis e P. notatum.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a complexidade dos ecossistemas campestres em relagéo
aos aspectos microbiolégicos e bioguimicos envolvidos na associagdo com bactérias
diazotrdéficas e fungos de micorrizas arbusculares (FMASs), que atuam na dinamica do fosforo e
nitrogénio nas gramineas forrageiras nativas dos Campos Sulinos.

As limitacdes de fertilidade impostas pelo solo, de fato condicionaram as espécies
vegetais a utilizarem estes mecanismos associativos para a obtencéo de nutrientes. No entanto,
o0 nivel de associacdo, bem como a dependéncia das gramineas varia conforme suas
caracteristicas de crescimento. As espécies com lenta taxa de crescimento, mais adaptadas a
ambientes caracterizados por severas limitacOes de fertilidade, apresentam uma associacao
mais especifica, ou mais dependente. As espécies com maiores taxas de crescimento, que
possuem uma maior capacidade de resposta a adubacdo, em geral de maior ocorréncia nos
locais de alta disponibilidade de nutrientes, apresentam reducGes mais severas na associagao.
No entanto, possuem uma maior capacidade de aumento em producdo de matéria seca sob
adubacdo.

O presente estudo confirmou que as gramineas nativas dos Campos Sulinos realizam
associacdo com bactérias diazotréficas, e o uso de adubacdo com N e P tem um efeito negativo
sob a ocorréncia dos géneros de bactérias diazotroficas quantificados. A contribuicdo da FBN
medida, apresentou diferenca entre as espécies, menor para o P. notatum, espécie de maior taxa
de crescimento, que demonstrou alta capacidade de absor¢do de N do solo, justificando sua
maior frequéncia nos Campos Sulinos em relagcdo as demais espécies. A alta contribuicdo da
FBN para a espécie A. laevis, caracterizada pelo lento crescimento, pode justificar sua
adaptabilidade em solos de baixa fertilidade.

Considerando a nutricdo em P e a associacdo com micorrizas arbusculares, as espécies
de lento crescimento, como A. laevis apresentaram uma maior dependéncia micorrizica, e
quando submetidas a elevacdo na disponibilidade de nutrientes ndo reduziram a micorrizagao.
As espécies de menor dependéncia micorrizica, como P. notatum, sob condi¢des de maior
disponibilidade de nutrientes, alteram a sua micorrizagdo radicular, sendo uma espécie mais
adaptada a ambientes de maior fertilidade. Desta forma, apresentam uma maior producgéo de
matéria seca sob elevagédo na disponibilidade de nutrientes embora, diminuam a associacao.

Os estudos da FBN e dos FMAs relacionados aos ciclos biogeoguimico do N e P, sdo
essenciais para os Campos Sulinos, pois sdo nutrientes de grande importancia para todos 0s
organismos que dependem deste ecossistema, sendo muitas vezes fatores limitantes ao
crescimento das pastagens. Novas pesquisas devem avangar visando esclarecer como as
associacGes que ocorrem entre microrganismos e as gramineas forrageiras destas pastagens
podem influenciar na dindmica da vegetacdo, assim como, identificar quais os efeitos que
manejos, como o pastejo e adubacdo apresentam sobre o crescimento destas espécies, com
énfase no sistema radicular, e quais as relacdes destes com alteracdes em nivel de exsudatos
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radiculares. Assim como, explorar as varia¢fes de dependéncia existentes entre as espécies com
habito de crescimento cespitoso e prostrado, e a partir disso, determinar o nivel de importancia
que estas espécies possuem para os ciclos biogeoquimicos, podendo estas espécies
desempenharem importantes servigos ecossistémicos, como este trabalho sugere.
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