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Bactérias indicadoras da emissédo de N,O em solo de pastagens afetado
por urina de bovinos
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RESUMO: Medidas diretas da reducdo de N,O no
campo e suas relagbes com a comunidade
microbiana s&o escassas. O conhecimento mais
atual das associagcbes de emissdo com a
comunidade microbiana tem sido inferido a partir de
condi¢des controladas. Neste estudo avaliou-se as
associagbes das emissdes de N,O com a
comunidade desnitrificante do solo a campo em dois
sistemas de producéo, ILP e PP. A amostragem do
solo foi realizada na estacdo experimental da
Embrapa Agropecuaria Oeste, em Dourados em
dois sistemas de producgdo, integracdo lavoura-
pecuaria (ILP) com sucessao soja/aveia e pastagem
permanente (PP), com aplicacio de doses
crescentes de urina (0 L-controle; 0,8 L, 1,5 L e 2,2
L). Os fluxos de N,O foram determinados por
cromatografia gasosa e o nimero de coépias dos
genes cnorBg e nosZ avaliado por PCR em tempo
real (qPCR). A emissdo de N,O foi maior na ILP do
que na PP, tanto no solo controle (21x) como nas
doses de urina (5 a 16x). As concentragdes de NO3
no solo foram maiores na ILP porém a relagdo NO;
IN,O foi menor. O nimero de cépias de bactéria
total por grama de solo seco foi de quase 2 vezes
maior em PP que ILP. A mesma tendéncia foi
observada para o gene cnorBg, enquanto que maior
abundancia da comunidade de nosZ responsavel
pela transferéncia de N,O para N, foi observada na
ILP. As emissfes de N,O sao influenciadas tanto
pela comunidade microbiana como pela quantidade
de substrato disponivel, os quais dependem do
sistema de manejo do solo.

Termos de indexacdo: ecologia microbiana,
desnitrificacdo, gases de efeito estufa.

INTRODUCAO

O aumento da concentra¢do do gas 6xido nitroso
(NoO) na atmosfera tem recebido especial atencao
em funcdo do seu potencial de aguecimento global,
aproximadamente 300 vezes maior que o CO,. No
Brasil, as atividades agricolas contribuem com
aproximadamente 80% das emissdes de N,O,
sendo que 50% destas emissfes sao referentes a
criacdo de animais em pastagem (MCT, 2013).

A producdo de N,O no solo € mediada pela
dindmica do N no sistema, a qual esta diretamente

relacionada as condi¢des climaticas e as préticas de
manejo do sistema de producdo que afetam as
condi¢bes do solo (Piva et al., 2012). Sistemas de
producdo com alternancia entre lavoura e pecuaria
tem sido apontados como promissores para ambas
as atividades, resultando em melhorias da qualidade
do solo quando comparados a sistemas
exclusivamente com pastagem (Salton et al., 2012).
A urina depositada durante o pastejo representa
uma importante fonte de N disponivel para as
reacbes microbianas (Luo et al.,, 2010), podendo
aumentar as emissdes de N,O do solo.

A producdo de N,O no solo estd associada
principalmente ao processo de desnitrificacao,
resultado da respiragdo microbiana dentro do ciclo
do N, responsavel em retornar o N fixado para
biosfera. Este processo é favorecido sob altas
condicdes de umidade, onde o oxigénio é limitado, e
o0 NO;3; e o carbono organico estédo disponiveis (Luo
et al., 2010). Apesar dos solos sob pastagem
apresentarem em geral boa drenagem, podem
ocorrer micro-sitios no interior de agregados com
baixa disponibilidade de oxigénio, condicbes
favoraveis a desnitrificacéo (Carter, 2007;).

Desta forma, o sistema de producdo pode
influenciar diretamente o potencial do solo para
emissdo de N0, tanto antes como apoés adi¢do de
N, como na forma de urina dos animais.

Surpreendentemente, pouco se sabe sobre o0s
possiveis reguladores e redutores de N,O por
enzimas associadas a desnitrificacdo. Estas
enzimas tém sido usualmente estudadas pela
abundéancia dos genes cnorBg e nosZ (Mergel et al.,
2001). Ademais, a comunidade microbiana do solo é
capaz de regular as emissdes de N,O naturalmente,
podendo atuar como fonte ou dreno de N,O
(Morales et al., 2010).

Contudo, ndo ha registro de estudos com
avaliacho da abundéancia da comunidade
desnitrificante em solo afetado por urina em
pastagens conduzidas em integracdo lavoura-
pecuaria (ILP) e pastagem permanente (PP). O
objetivo deste estudo foi avaliar as associacdes das
emissdes de N,O com a comunidade desnitrificante
do solo a campo em dois sistemas de producéo, ILP
e PP.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na area experimental da
Embrapa Agropecuaria Oeste, em Dourados, Mato
Grosso do Sul (22°16'56,08" S and 54°48'17,17" W).
O solo é Latossolo Vermelho, com 630 g kg'l de
argila, e o clima classificado como Cwa (kdppen)
com verdo quente e inverno seco. O experimento foi
instalado em duas é&reas de pastagem, sendo uma
em sistema de integracdo lavoura-pecuaria (ILP) e
outra com pastagem permanente (PP), ambas
pertencentes a um experimento de longa duracao
implantado em 1995. A area de ILP é alternada a
cada 2 anos com pastagem de braquiaria
decumbens (Urochloa decumbens syn. Brachiaria
decumbens Stapf) e a rotacdo soja/aveia em plantio
direto. Na PP é utilizada a mesma graminea, porém
ndo recebe correcdo do solo nem fertilizacdo desde
sua implantagéo.

Trés meses antes da instalacdo do experimento
uma érea de 50 x 30 m foi isolada em cada
pastagem, para evitar interferéncia de fezes e urina
previamente. A area da ILP encontrava-se no inicio
da fase de pastejo, com a pastagem vigorosa devido
influéncia da lavoura, enquanto que a PP estava
bastante debilitada em funcdo da forte geada no ano
anterior.

Nos dois sistemas de manejo (ILP e PP) aplicou-
se trés doses crescentes de urina (0,8L, 1,5L e 2,2L)
e, uma parcela foi deixada sem aplicagdo para
controle, seguindo o delineamento em blocos
casualizados com trés repeticoes.

A urina foi coletada de vacas leiteiras
alimentadas com mesmo tipo de forragem, sem
suplementagcdo no cocho, armazenada a + 4°C por
no maximo cinco dias. As doses de urina foram
aplicadas sob a pastagem na parte interna de bases
metalicas (0,36 x 0,56 cm) previamente fixadas no
solo, simulando as excre¢bes dos animais.
Simultaneamente, numa area adjacente, com
mesmo delineamento experimental, foram aplicados
0S mesmos tratamentos em areas de 1,5 x 2 m, em
quantidades equivalentes a area da base para
avaliacdo das variaveis de solo.

A amostragem de ar para avaliacdo das
emissdes de N,O foi realizada pelo método da
camara estatica com procedimentos descritos por
Parkin e Venterea (2010), adaptando-se camaras
com 36,5 x 56,5 cm e 32 cm altura, confeccionadas
com caixas de polipropileno e revestimento de
manta térmica aluminizada. Foram coletados trés
seringas de cada camara, nos tempos 0, 15 e 30
minutos e a concentracdo de N,O determinada por
cromatografia gasosa. Os fluxos de N,O do solo
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foram calculados pelo aumento da concentracdo do
gés no interior da cAmara na unidade de tempo.

O DNA foi extraido de amostras de solo
congeladas, usando PowerSoil lizer DNA Isolation
Kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Os
genes funcionais que codificam 16S rRNA, cnorBB e
nosZ foram quantificados pela técnica de PCR em
tempo real (gPCR), utilizando StepOne Plus real-
time PCR system (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Foi construida uma curva padrdo para
guantificacdo do niumero de cépias do gene usando
uma diluicdo seriada 10° a 10° de um fragmento
conhecido de DNA sequenciado por M13 PCR de
clones gerados durante este estudo. a correlagcédo
linear entre a diluicdo e o niUmero de cépias do gene
(R=0,99) mostrou que nio houve interferéncia dos
inibidores de PCR na quantificacdo do gene.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo séo apresentados os resultados do
9° dia apds aplicacdo da urina, quando foi
observado aumento nas emissdes de N,O (Figura
01). Os fluxos de emissédo de N,O aumentaram com
0 aumento da dose aplicada, em ambas as
pastagens. Para o0 solo com urina, a emissao na ILP
foi de 5 a 16 vezes maior que na PP (Figura 1A),
enquanto que no solo controle a diferenca foi de 21
vezes. Dentre as variaveis que podem influenciar a
emissdo de N,O estdo a porosidade preenchida por
agua, o carbono prontamente disponivel, a
temperatura do solo, a quantidade de N mineral
disponivel (Carter, 2007) e a especificidade da
comunidade microbiana (Richardson, 2012). A
temperatura do solo e a porosidade preenchida por
agua nao diferiram entre os tratamentos (dados nao
apresentados), portanto ndo foram considerados
como fonte de variacéo.

Os maiores teores de NO; disponivel no solo na
ILP (Figura 1B) foram determinantes para o0s
maiores fluxos de N,O. Este comportamento foi
observado também no solo controle, o que deve-se
a influencia do sistema de producéo na dindmica do
N mineral do solo. A pastagem da ILP havia sido
implantada logo apds a rotagdo com lavoura e
provavelmente disponibilizava de N residual da
cultura da soja, por outro lado, a PP néo recebia N
desde sua implantacdo. Desta forma, a aplicacdo de
urina na ILP resultou em maiores concentracdes de
NO;  disponivel no solo visto que necessitava menor
entrada de N no sistema para suprir as exigéncias
da graminea. Por outro lado, na PP a demanda do
sistema por N era maior, de forma que maior parte
do N pode ter sido imobilizado pela absorcéo da
planta ou utilizacdo pela comunidade microbiana.
Somente na PP foi possivel observar visualmente
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variacdo no desenvolvimento e coloragdo da
graminea, principalmente na maior dose.

Entretanto, apesar da maior concentragdo de
NO; na ILP, a taxa de conversdo de NO; em N,O
foi menor, como pode ser verificado na relagdo NO3
IN,O (Figura 1C). Varios estudos apontam a
desnitrificacdo como principal fonte de produc¢éo de
N,O (Luo et al., 2010; Carter, 2007), no entanto, a
emissdo de N,O do solo depende também da
atividade das bactérias envolvidas no processo de
transformacéo do N no solo.

A comunidade total de bactérias resultou em
menores densidades do gene na ILP (FiguralE) e
similarmente a comunidade desnitrificante cnorBg,
responsavel pela transferéncia de NO para N,O foi
menor na ILP (Figura 1D), o que explica a menor
taxa de conversdo do NO; em N,O comparado a
PP.  Adicionalmente, foi observado  maior
abundancia da comunidade de nosZ responsavel
pela transferéncia de N,O para N, na ILP que na PP
(Figura 1F). Caso a comunidade de nosZ fosse
menor, a emissdo de N,O na ILP poderia ser
aumentado. Portanto, pode-se inferir que a
funcionalidade da comunidade microbiana variou em
funcdo do sistema de manejo e influenciou na
emissdo de N,O do solo. Em uma relacdo global dos
possiveis fatores que podem regular as emissdes de
N,O observou-se que a concentracdo de NO3 no
solo resultou em uma correlagcdo de R*= 0.99".
Outros fatores podem ser menos impactantes, mas
ndo deixando de ser significativos reguladores dos
fluxos de N,O (Figura2).

Todas estas hipGteses levantadas precisam ser
ainda melhor elucidadas, repetindo o experimento
outros periodos durante a fase de pastagem da ILP,
pois ao longo do pastejo é esperado uma reducéo
no N do solo, o que pode influenciar nas emissdes
entre outro fatores.

Apesar da menor emissdo de N,O na area com
PP é necessério avaliar com cautela este resultado,
visto que este sistema apresentou na comunidade
microbiana um maior potencial para emissdo de
N,O. Além disso, para avaliacdo da qualidade do
sistema de manejo € importante a quantificacdo das
demais fontes de emissao de gases de efeito estufa.

CONCLUSOES

Medidas diretas da emissdo de N,O do solo a
campo e suas associacdes com a comunidade
microbiana mostraram conexfes da producdo de
N,O e o0s genes associados as enzimas
desnitrificantes.

A disponibilidade de NO; foi determinante na
emissao de N,O pelo solo.
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Os genes 16S rRNA, cnorBg e nosZ foram
afetados pelos diferentes sistemas de producdo e
doses de urina aplicada.
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Figura 1. Fluxo de de N;O (A), teores de NOgz (B), relacdo NOs/ N2O (C), determinacéo dos genes 16S rRNA
(D), ccnorBBg (E), nosZ (F) apds 10 dias da instalacdo do experimento. A aplicagdo das doses de urina
foram distribuidas da seguinte forma T= sem urina, Ul= 0.8L, U2= 1.5L, U2= 2.2L corresponde a um
animal aldulto em dois sistemas de manejo do solo. ILP= integragdo lavoura-pecuéria e PP= pastagem
permanente.
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Figura 2. Representacdo das network das variaveis microbiolégicas e biogeoquimicas. Somente as
correlagdes com p<0,05 foram usadas para construcéo da network.



