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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL FIXADOR DE NITROGENIO EM GENOTIPOS DE
DESMANTHUS
Encontradas em diversos tipos de solos e climas, as leguminosas possuem uma
ampla distribuicdo geografica. Elas apresentam uma rica e importante diversidade
taxondmica que as colocam como uma das maiores familias em nimeros de espécies,
além de, em sua maior parte, proporcionarem simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio, comumente conhecidas como rizébio. As leguminosas forrageiras também
possuem reflexos diretos sobre a produtividade animal, devido ao seu valor nutricional,
pois participando da dieta animal contribuem para incrementar o ganho em peso bem
como aportam maior quantidade de nutrientes a dieta, além de poder minimizar os
custos de produtividade quando comparados com pastagens de graminea exclusiva,
submetidas a adubac¢édo com nitrogénio mineral. Nesse sentido o Desmanthus, género
nativo do Brasil, apresenta-se como uma alternativa de grande interesse como fonte
de leguminosas forrageiras para os tropicos semiéridos. Sendo assim, este trabalho
visa avaliar o potencial fixador de nitrogénio e compatibilidade simbidtica de estirpes
rizobianas provenientes do semiarido pernambucano com quatro acessos de
Desmanthus que foram diferenciados através do marcador molecular ISSR. Estes
foram avaliados em sacos de polietleno em casa de vegetacdo, em blocos
casualizados, com quatro repeticdes, avaliando matéria seca da parte aérea (MSPA),
raiz (MSSR), numero de nédulos (NN), peso de nddulo (MSN), acumulo de N da parte
aérea (ANPA), e eficiéncia relativa (ER), submetidos a analise de variancia e ao teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade. Cada gendétipo de Desmanthus obteve maior
fixagcdo com determinados isolados especificamente, os genotipos 31D e 13AU foram
0S que apresentaram maior capacidade de fixacdo de nitrogénio, em relacdo aos

demais gendtipos avaliados.

Palavras- Chave: Leguminosa forrageira, FBN, melhoramento genético
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ABSTRACT

DESMANTHUS GENOTYPES NITROGEN FIXING POTENTIAL EVALUATION

Found in different types of soils and climates, the legumes have a wide geographical
distribution. They have a rich and important taxonomic diversity that places them as
one of the largest families in numbers of species, and, for the most part, provide
symbiosis with nitrogen-fixing bacteria, commonly known as rhizobia. Forage legumes
also have direct effects on animal productivity due to their nutritional value, since
participating in the animal diet contribute to increase the gain in weight as well as
contribute more nutrients to the diet, besides being able to minimize productivity costs
when compared with exclusive grass pastures, submitted to fertilization with mineral
nitrogen. In this sense Desmanthus, a native genus of Brazil, presents as an interesting
alternative as a source of forage legumes for the semi-arid tropics. Thus, this work
aims to evaluate nitrogen fixation potential and symbiotic compatibility of rhizobial
strains from the semi - arid region of Pernambuco with four accessions of Desmanthus
that were differentiated through molecular marker ISSR. These were evaluated in
polyethylene bags in a greenhouse in a randomized complete block design, with four
replications, evaluating shoot dry matter (MSPA), root (MSSR), number of nodules
(NN), nodule weight (MSN), accumulation (ANPA), and relative efficiency (ER),
submitted to analysis of variance and the Scott Knott test at 5% probability. Each
genotype of Desmanthus obtained greater fixation with certain isolates specifically, the
genotypes 31D and 13AU were those that presented greater capacity of fixation of

nitrogen, in relation to the other evaluated genotypes.

Keywords: forage legumes, FBN, plant breeding
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REFERENCIAL TEORICO
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1. REFERENCIAL TEORICO

As leguminosas apresentam um importante recurso forrageiro, pois podem
contribuir relevantemente no que se refere a composicéo e utilizagdo das dietas dos
animais.

O semiarido brasileiro apresenta elevadas temperaturas, intensidade luminosa
(2.800 horas/ano), e baixa umidade relativa do ar que promovem o déficit hidrico,
favorecendo elevada evapotranspiracdao (Alves, et al.; 2009); exibindo medidas de
2.700 mm anuais (Araujo Filho, et al.; 2010).

Na regido semiérida, o uso de leguminosas com potencial forrageiro vem sendo
visada como destaque na forma de minimizar a caréncia de forragem nas épocas
secas, em virtude da adaptacdo destas plantas as condi¢cdes do clima do semiarido
(Santos et al., 2008a). Algumas espécies desse grupo apresentam a capacidade de
permanecerem verdes por mais tempo que gramineas forrageiras durante a estacao
seca (Santos et al., 2008).

As folhas de espécies lenhosas, sdo adicionadas a dieta animal na época de
estiagem, e podem desempenhar o Unico recurso forrageiro disponivel. Os ramos
finos de plantas de porte arboreo-arbustiva nativas da caatinga, auxiliam na porcao
volumosa da dieta dos ruminantes ( Bakke et al.,2010).

O Nordeste brasileiro € considerado o centro de origem de varias leguminosas
forrageiras, que ocorrem de forma espontanea, e apresentam propriedades favoraveis
como grande resisténcia as condi¢des edafoclimaticas da regido, sendo encontradas
em varios tipos de solos e clima, (Loiola et al., 2010).

Segundo Gardiner et al. (2010), o Desmanthus é uma leguminosa utilizada para
pastejo com grande potencial para melhorar expressivamente a sustentabilidade e o
sistema de producéo nos tropicos secos.

Fiqueiredo et al. (2000) asseguram que leguminosas do género Desmanthus
spp. apresentam alta rusticidade, agressividade e persisténcia, possibilitando o
pastejo direto ou em consorcio com gramineas. Oliveira et al. (2014) citam que
Desmanthus pernambucanus podem ser cultivados para formagdo de banco de
proteina, com estimativas de fixar grandes quantidades de N/ha/ano. Em estudos
realizados por Diniz (2016), foi notado a variacdo da fixacdo em Desmanthus spp.
entre 85 e 978 kg N/ha ano™.
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O nitrogénio fixado no solo, e sua transferéncia ao agroecossistema, expressa

a ampla importancia das leguminosas, que atuam como plantas de cobertura,

adubacao verde, consorcio, aplicados na recuperacgéo de solos degradados em meios

ecoldgicos sucessionais como espécies pioneiras, e na pecuaria com

desenvolvimento de legumineiras e de pastejo, seja em pastagens associadas com

gramineas ou como banco de proteinas (Fontenele et al., 2009; Andrade et al., 2010).
Perante a grande importancia das leguminosas do semiarido,esse trabalho

objetivou avaliar a fixacdo bioldgica de nitrogénio em gendétipos de Desmanthus.

1.1 Importancia das leguminosas nativas do semiéarido

No semiéarido brasileiro, o Bioma Caatinga faz parte do ciclo de agricultura
itinerante e ocupa uma area de aproximadamente 734.478 km2 do Nordeste Brasileiro,
onde é conhecido principalmente pelas visiveis adaptacfes as adversidades do meio
em que esta inserido (Medeiros, 2013)

A caatinga também é a principal forma de pasto nativo da atividade pecuéria da
regido, com destaque para as plantas leguminosas (Leguminosae), apresentando 86
géneros nativos e 320 espécies (Queiroz, 2009). Segundo Lima et al., (2013), essa
familia apresenta cerca de 212 géneros nativos no Brasil que possuem cerca de 2.732
espécies.

Pertencente a ordem Fabales e representada por arvores, arbustos e ervas, a
familia Leguminosa e € uma das maiores e mais importantes familias botanicas sendo
fonte de produtos alimentares, medicinais, ornamentais e madeireiros, entre outros. A
familia Leguminosae/Fabaceae Lindl. Benth, Sub-Familia Mimosoideae Benth,
compreende cerca de 80 géneros com aproximadamente 3300 espécies, muitas delas
de grande importancia medicinal, disseminadas por regides temperadas e tropicais
(Scalon, 2007; Missouri Botanical Garden (2009).

Elas estdo presentes em grande parte na composi¢do botanica da Caatinga e
na dieta dos animais em pastejo (Moreira et al., 2006; Santos etal.2008; Santos et al.,
2010), com larga abundancia de espécies nativas, em sua maior parte caducifélia,

podendo ser de uso forrageiro (Maia e Gurgel, 2013).
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De acordo com Pereira Filho et al., (2013) as plantas herbaceas e as folhas e

ramos das espécies lenhosas produzem cerca de 4.000kg de matéria/ha/ano, mas
apenas 10% (400kg) fica acessivel ao pastejo dos animais. Entretanto, as plantas
forrageiras da caatinga séo os integrantes basicos da dieta de caprinos e ovinos da
regiao.

Pereira et al., (2007), mencionam que os sistemas de producdo mais intensos
tém demandado por cultivares forrageiras mais produtivas, de melhor qualidade e
mais adaptadas a ofertas ambientais especificas. Neste sentindo, as leguminosas do
género Desmanthus sao altamente selecionadas pelos animais, Santos et al., (2010),
e normalmente sdo consumidas in natura (em ramoneio ou no cocho), ou na forma de
feno (FAO, 2010; Cook et al., 2015). No entanto, o género tem sido avaliado como de
grande potencialidade para pastagens, podendo melhorar consideravelmente a
sustentabilidade e o sistema de producéo nos periodos de secas.

Embora estas espécies nativas de potencial forrageiro sejam usadas, ainda
existe caréncia de algumas informacgdes sobre o uso e manejo dessas espécies e as
potencialidades que estas podem integrar para a regido semiarida (Maia e Gurgel,
2013).

Por outro lado, as leguminosas forrageiras apresentam associagdo com
microorganismos diazotréficos, que sado bactérias capazes de fixar nitrogénio
tornando-o disponivel para absorcao pelas plantas. As leguminosas que apresentam
esta associac¢ao, tem a capacidade de fixar biologicamente taxas de 40 a 290 kg N ha
Lano, com a grande maioria situando-se entre 70 a 140 kg ha-1 ano-1 (Benedetti,
2013). Entretanto, a fixacdo de N em leguminosas nativas do semiarido ainda é pouco
investigada (Santos et al., 2010).

A utilizacdo de leguminosas nativas como forrageira tem sido uma alternativa
no intuito de suprir a deficiéncia nutricional dos rebanhos e proporcionar melhores
aportes de N para o solo(Maciel et al., 2012). Contudo, apesar das leguminosas da
Caatinga possuirem elevado conteudo de PB, algumas apresentam reduzida
digestibilidade, em virtude da associacdo com a fibra em detergente acido (Santana
et al., 2011; Santos et al., 2010). No entanto, a disponibilidade de N pode contribuir

COMo mecanismo importante no processo de sucessao natural.
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1.2 Potencial forrageiro das leguminosas

Os principais quesitos que apontam uma espécie com potencial forrageiro,
segundo Carvalho et al. (2001), sdo apresentar boa germinacao, facilidade de
estabelecimento, boa aptiddo de rebrota, habituacdo ao meio, ser resistente a seca,
geada ou encharcamento do solo, resisténcia ao ataque de pragas e doencas,
potencialidade produtiva de forragem, habilidade de fornecer 6timo valor nutritivo e
falta de influéncias toxicas para os animais.

Silva & Andrade (2008), relatam que a pratica de cultivar forrageiras nativas é
essencial para aumentar a disponibilidade de forragem para o rebanho na regiéo
Semiarida. Segundo Lima (2006), o potencial forrageiro das leguminosas nativas do
Nordeste é grande, dentre as quais estdo: Macroptilium, Desmanthus, Sthylosanthes,
Centrosema, rhyncosia, Zornia e Phaseolus.Exercendo relevantes valores para a
economia nos dias de hoje, as leguminosas nativas do Brasil, sdo bastante cultivadas
em paises como China, india, Tailandia, e paises do continente africano.(Skerman et
al., 1988; Vuthiprachumpai et al., 1998; Singh et al., 2007; Ajayi et al., 2008; Liplang
et al., 2008; Liu et al., 2008).

Estudos de procedéncias em diferentes espécies tém evidenciado que existem
diferencas entre si em crescimento, reproducdo, producdo de biomassa e
componentes quimicos (Liu et al., 2002), capacidade de enraizamento de estacas
(Puri & Swamy, 1999) entre outros aspectos, significando que a variabilidade entre
populacdes pode ser aproveitada de diferentes formas, de acordo com a necessidade
do sistema de producdo (Ohashi et al.,, 2010).Porém, € de grande importancia
possibilitar o conhecimento e exploracdo do potencial das leguminosas de interesse,
gue traduza as reais possibilidades de utilizacéo.

O género Desmanthus tem manifestado grande interesse como uma
leguminosa forrageira para os tropicos e o Semiarido (Costa et al., 2008). Tal género
tem sido avaliado como grande potencialidade para alimentacdo animal, além de
apresentar crescimento rapido, alta palatabilidade, esta espécie resiste ao corte e ao
pastejo e apresenta alta producdo de sementes. Em face da capacidade de fixacao
simbiotica do nitrogénio atmosférico e a sua contribuicdo para a produgédo animal, sdo

fatores importantes para incrementar a produtividade e constituem um caminho da



18
SANTANA, J.A. Avaliacéo do potencial fixador de nitrogénio em genétipos de
Desmanthus

direcédo da sustentabilidade de sistemas agricolas e pecuarios (Barcellos et al., 2008;
Diniz Neto et al. (2013).

1.3. O Género Desmanthus

O género Desmanthus apresenta desde plantas com portes eretos nos tropicos
umidos, e arbustos espessos, ha zona semiérida, até plantas prostradas nas regides
montanhosas (Burt, 1993). Este género contém 24 espécies pertencentes a sub-
familia Mimosoideae (Luckow, 1993).

Possuem ramos alongados e finos, folhas bipinadas, foliolos ablongos e frutos
do tipo vagem, com altura que varia de 0,5 a 1,5 m, com nervuras auriculares opostas
ao peciolo, a inflorescéncia axilar e do tipo capitulo, hastes finas, vagens estreitas,
raizes sdo duras e penetrantes (Queiroz, 2009). As raizes sdo penetrantes, duras,
persistentes e devido a formacao de xilopddios, érgdos armazenadores de agua e
nutrientes, tem grande resisténcia a seca (Alcantara & Bufarah, 2004). As flores
androginas ou unissexuais, actinomorfas, diclamideas, pequenas com prefloracao
valvar, distribuidas em inflorescéncias do tipo racemosa (Luckow, 1993). Os frutos sdo
do tipo legume, digitado, deiscente, monocarpelar, seco e possui comprimento de 50
a 90mm e 3 a 4mm de largura com 20 a 30 sementes; (Lewis & Schire, 2003).

E uma leguminosa arbustiva, perene, de larga ocorréncia na regido Nordeste e
em solos arenosos e areno argilosos. Essa cultura possui uma 6tima producéo de
sementes, o que facilita a sua propagacao (Luckow, 1993).

Apresenta grande rusticidade, agressividade, podendo ser usada tanto pelos
melhoristas de forrageiras para melhoria das pastagens (Aragdo& Martins, 1996),
como por ecologistas para a recuperacdo de areas degradadas, como planta de
cobertura de solo e como espécies primarias em formagdes sucessionais (Souza,
2005). Distribuidas espontaneamente em regifes secas em zonas tropicais e
subtropicais das Ameéricas, como Estados Unidos, Argentina, Peru e Brasil
(Vavilov,1992),as plantas do género Desmanthus apresentaram maior diversidade no
México (14 espécies) e sul do Texas, EUA (8 espécies) (Lucrow, 1993; Muir, 2014).

No Brasil a sua ocorréncia € muito ampla, segundo estudo taxonémico de
Lucrow (1993) sdo cinco as espécies nativas no Brasil, composta de Desmanthus

leptophyllus Kunth;Desmanthus paspalaceus (Lindm.); Desmanthus tatuhyensis;
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Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung; e Desmanthus virgatus (L) Willd), sendo
as duas ultimas espécies com destaque aos estados de Pernambuco, Paraiba, Piaui,
Maranhdo e Bahia,apresentados também em pesquisas da flora do Brasil (Morim e
Lima, 2015).

Desmanthus pernambucanus L Thell., e D. virgatus sdo espécies arbustivas,
autdégamas (Santos et al., 2012). Sao consideradas plantas autbgamas, por realizarem
preferencialmente a autofecundacdo (acima de 95%), caracterizadas pela
homozigose. Uma populagéo de plantas autbgamas € representada por uma ou Varias
linhas puras. Apesar de preferencialmente realizarem autofecundacéo, pode ocorrer
uma baixa taxa de fecundacdo cruzada nas espécies autégamas. Esta freqiéncia
depende da populacao de insetos polinizadores, intensidade do vento, temperatura e
umidade.

Santos et al. 2008, em estudos de determinag¢do da composi¢cao botanica da
dieta de ovinos em pastejo na Caatinga, observaram Desmanthus virgatus L., entre
outras espécies, com altos indices de seletividade. Demonstrando grande importancia
no que diz respeito ao seu potencial forrageiro, como pastagem resistente em época
de estiagem, a Jureminha (Desmanthus Virgatus) € uma espécie arbustiva perene,
pertencente a sub-familia Mimosoideae, que se desenvolve nas Regifes Nordeste,
Sudeste e Sul do Brasil. Adaptada a altitudes desde o nivel do mar até
aproximadamente 1.800 m, prefere vegetar em areas de menor altitude (Moreira &
Braganca, 2011). Tratando-se de uma cultura de rapida propagacéo, e elevada
producdo de sementes. Sao habituais a diferentes ambientes, sucedendo-se desde
areas do semiarido, a condicGes de alta umidade e existentes em solos arenosos e
argilosos (Skerman, 1977).

O uso do material biolégico como insumo na agricultura inclui desde o acesso
do material vegetal existente em bancos de germoplasma para o uso em programas
de melhoramento a materiais de base biotecnoldgica, bem como o emprego de
microorganismos na fixacao biolégica de nitrogénio (Altieri, 2002).

Vérios acessos de Desmanthus spp., foram retirados e inseridos na Australia
por diferentes instituicbes, ao longo dos utimos 50 anos, principalmente pela
Organizacdo de Pesquisa da Comunidade Cientifica e Industrial e Departamento de

Indastrias Primarias de Queensland (Reid, 1983; Pengelly e Liu 2001).
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Ja em Pernambuco, Queiroz (2012) realizou amostragens em 11 municipios
nos diferentes solos no Semiarido de Pernambuco, no qual avaliou a ocorréncia de
Desmanthus sp. e verificou a presenca deste género nos 11 municipios
representativos da caprinovino cultura, sendo os acessos retirados e inseridos no
banco de germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco, entretanto
Albuquerque (2013) verificou que existe pouca variabilidade morfolégica entre 17
acessos deste banco de germoplasma, havendo a formacgéao de um grande grupo com
quinze acessos.

Segundo Andrews (2011), as leguminosas quando realizam a simbiose com
rizébios, geralmente obtém mais que a metade do seu Nitrogénio através dessa
fixacdo biologica, nas regibes aridas e semiarida. A quantidade de N fixado varia
muito, dependendo da capacidade da simbiose e das propriedades ambientais, que
afetam a producao de biomassa vegetal (StahLet al., 2002; Raddad et al., 2005).

1.4 Fixacao bioldgica de Nitrogénio em leguminosas

A fixacao biologica de nitrogénio (FBN) é um processo realizado por alguns
microrganismos conhecidos como rizébios, capazes de captar o nitrogénio
atmosférico, possuem o complexo enzimatico denominado nitrogenase, capaz de
quebrar a tripla ligacdo do N2, ocorrendo no interior de estruturas especializadas
denominadas de nédulos. Estas sao formadas por meio da simbiose de bactérias de
alguns géneros, em sua maioria parte com as do género Bradyrhizobium e Rhizobium
com determinadas espécies vegetais, tais como as leguminosas (Alcantara 2011).A
FBN através da simbiose apresenta grande importancia em climas tropicais, pois 0s
solos tém baixa fertilidade e o nitrogénio € pouco disponivel em decorréncia das
perdas deste nutriente no sistema solo-planta (Gualter, 2010).

Entretanto, um elemento que pode delimitar a simbiose em leguminosas, é a
auséncia de bactérias compativeis e eficientes nos solos, que pode ser corrigida por
meio da inoculagdo com rizébios selecionados. Pela auséncia de difuséo da tecnologia
e de respostas na produtividade das culturas no semiarido, a prética de inoculagéo

com rizobios ndo é comum. Caso contrario, poderia maximizar a simbiose
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entre o macro e microbionte. (Freitas et al., 2012). Nesta circunstancia, em que a FBN
depende da simbiose com bactérias nativas, € importante constatar técnicas de
manejo que potencializem essa fixagao.

Devido a eficiéncia do processo de FBN, a simbiose entre rizobios e

leguminosas € um dos mais significativos sistemas simbidticos entre plantas e

microrganismo, com ampla distribuicdo geografica e efeito econébmico para a
agricultura, devido a consideravel economia na utilizacéo de fertilizantes nitrogenados
(Herridge et al., 2008; Belay & Assefa, 2011; Freitas et al., 2011; Gualte et al., 2011).
Para o Desmanthus spp. alguns estudos tém sido destacados no que diz
respeito a simbiose de estirpes rizobianas que sao capazes de se associar com esse
género de leguminosa(Date, 1991; Beyhaut et al., 2003; Beyhaut et al., 2006). Para
obtencao de estirpes eficientes na FBN é necessario explorar a diversidade da
populacado nativa de rizobios de regifes com diferentes condi¢cdes edafoclimaticas
(Guimarées et al., 2012; Mathu et al., 2012).

Date (1991) e Burt (1993), em seus estudos, recomendam a estirpe CB3126
como inoculante para Desmanthus spp. Dessa forma,(Bahnisch et al., 1998), indicam
gue a inoculacédo de D. virgatus com a estirpe de Rhizobium CB3126, aumentou a
producado de folhas nas plantas em relacdo aos controles ndo inoculados, tanto em
estufas, como em campo em estudos feitos por (Brandon et al., 1998).

JA em estudos realizado por Beyhaut (2003), mostraram capacidade em
nodular espontaneamente as espécies Desmanthus illinoensis (Michx.) Macmillan e
D. virgatus, com rizébios ocorrentes no solo, por outro lado, determinando uma estirpe
especifica para que ocorra nodulagdo, a D. bicornutus ndo proporcionou esta
capacidade em nodular espontaneamente. Exigindo assim, rizobios especificos para
que ocorra nodulagéo.

Logo, caracteristicas desejaveis em uma estirpe, incluem habilidade de formar
nodulos, e fixar nitrogénio na espécie alvo. Neste sentido, em programas de
melhoramento, a busca por materiais que estabeleca um eficiente processo simbiético
vem sendo alvo de pesquisas promissoras, (Belane & Dakora, 2009).

Herridge et al (2001), citam que o incremento na FBN por meio do
melhoramento genético e do manejo eficiente tem um alto beneficio econdmico. No
entanto, nem sempre tem apresentado resultados bem sucedidos. Muitos fatores

contribuem para tal, como a dificuldade em combinar caracteristicas como a fixacédo
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de nitrogénio com outras caracteristicas, tais como resisténcia a doencas, qualidade
das sementes e produtividade. Os marcadores de DNA podem contribuir em
programas de melhoramento vegetal para selecdo de gendtipos a serem utilizados
futuramente como genitores de novas cultivares, pois apresentam entre os mais

utilizados atualmente para varias espécies de plantas. (Costa, 2010).

1.5 Utilizagc&o de Marcador molecular ISSR em leguminosas

A utilizacdo de marcadores genéticos em estudos populacionais de espécies
arboreas tem demonstrado tratar-se de ferramenta com grande poder de
discriminacao (Freitas et al., 2005). Neste aspecto, o marcador ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), que se baseia na amplificacdo de regides entre sequéncias
microssatélites adjacentes do DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction), além de
ser abundante no genoma, (Gonzaléz et al., 2002), apresenta elevado grau de
polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo. (Santana et al., 2011)

O uso de marcadores torna-se fundamental para uma selecdo mais eficiente
dos recursos genéticos, e tém sido considerados importantes ferramentas na
identificacdo individual, avaliacdo do grau de parentesco entre individuos, construcéo
de mapas de ligacdo, variabilidade genética, entre outros.
A deteccéo de polimorfismos de DNA pode ser feita de diferentes formas. Os principais
tipos de marcadores séo baseados na hibridizacdo de moléculas de DNA com sondas
e na amplificagdo de sequéncias de DNA via PCR. Com o desenvolvimento da técnica
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (Mullis;Faloona, 1987) surgiram novos
marcadores moleculares. Os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorfism) e minissatélites estdo entre os que sdo baseados na hibridizacdo de
fragmentos de DNA, no entanto, entre aqueles cujo polimorfismo € revelado com base
na amplificacdo de sitios de DNA destacam-se RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfhosm), microssatélites ou SSR
(Single Sequence Repeat), ISSR (Inter seguence simple repeat), SNPs (Single
Nucleotide Polymorfism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), dentre
outros (Borém e Caixeta, 2009).

Os Marcadores ISSR s&o marcadores moleculares de caracteristica dominante,

altamente informativos e capazes de diferenciar individuos altamente apa-
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rentados, sendo importantes para as estimativas da base genética de populacbes
vegetais em programas de melhoramento e conservacdo de espécies florestais e

arbustivas (Ansari et al., 2012).

1.6. FBN e Melhoramento Genético de Plantas leguminosas

Nas leguminosas a FBN é bastante variavel, dependendo da espécie. No
entanto, hd um grande potencial para aumento da contribuicdo na fixacdo de
nitrogénio entre essas espécies. Herridge e Danso (1995) consideram que o
incremento dessa contribuicdo poderia ocorrer por meio do aumento da area de
producdo de leguminosas; da melhoria do manejo da cultura, que favorecesse 0s

determinantes de produtividade; pela modificacdo genética de espécies que
promovesse alta dependéncia da cultura a fixacao bioldgica de N e alta produtividade.

Em razao da variabilidade encontrada nas leguminosas quanto a eficiéncia do

processo de FBN, tem sido enfatizada a importancia do melhoramento genético da
planta para otimizar o fornecimento de N via fixacao biolégica. Vance (1998) cita que
a quantidade de N fixado pela simbiose leguminosa-rizébio poderia ser aumentada
em 300 % em virtude do melhoramento genético e do manejo das culturas.

A busca por leguminosas forrageiras tropicais que apresentam materiais
genéticos superiores esta apenas se iniciando, pois mais de 90% das cultivares
disponiveis no mercado, ou introducdes existentes nos centros de pesquisa, estacdes
experimentais ou universidades do Brasil, sdo selvagens, ou seja, ndo sofreram
nenhum tipo de manipulacdo genética (Araujo et al., 2008), podendo ser usados para
selecBes e hibridacbes (Lira et al., 2010).

Na literatura existem poucos estudos com o melhoramento vegetal de
leguminosas nativas do semiarido brasileiro, sendo essencial para selecdo de
individuos superiores a caracterizacdo da variabilidade dos géneros Desmanthus,
bem como a formacéo de banco de germoplasma.

Estudos genéticos relacionados a Desmanthus spp., foram realizados com
trabalhos incluindo avaliacbes agronOmicas para selecdo de acessos mais
promissores (Albuquerque, 2013; Calado, 2015). A formacdo de bancos de
germoplasma com sementes de acessos dessas plantas, vem potencializando o

avanco de pesquisas genéticas, abrangendo avaliacdes morfoldgicas e nutritivas dos
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acessos (Diniz, 2016). Pontos essenciais em programas de melhoramento de plantas,
para obter materiais propricios para langamento comercial.

A selecao fundamentanda a partir da variabilidade natural das colecbes de
plantas, é o principal método de melhoramento genético de espécies forrageiras
tropicais no Brasil, tendo em vista um propoésito especifico e adaptacdo a uma
determinada regido de producéo ( Sluszz, 2012).

Fundamentando a importancia de que os estudos com a FBN estejam
agregados ao melhoramento genético, foi com o melhoramento da soja, onde houve
a selecado de rizobios especificos, sem que seja necessario a utilizacdo de qualquer
fertilizante nitrogenado, cuja impactacdo séo recorrentes no agronegoécio (Alcantara,
2011)

A expansédo do uso de leguminosas que apresentam eficiéncia simbidtica com
bactérias fixadoras de nitrogénio representa uma ferramenta interessante para o
aumento da producdo agricola e agropecuaria, e também em sistemas que elas
estejam associadas. No entanto, pesquisas desenvolvidas com o objetivo de

selecionar estirpes eficientes que potencializem a FBN s&o de extrema importancia.
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VARIABILIDADE DA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO ENTRE ACESSOS
DE DESMATNHUS
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2. Variabilidade da fixacdo biol6gica de nitrogénio entre acessos de
Desmanthus

2.1 RESUMO

A presenca de leguminosas forrageiras nativas, como Desmanthus, pode
melhorar a dieta dos ruminantes, além de contribuir com a fixacéo biologica de
nitrogénio atmosférico. Este trabalho avaliou o potencial de fixacao biologica de
nitrogénio em genotipos de Desmanthus, sob condicbes controladas. Foram
utilizados isolados rizobianos nativos de solos do semiarido pernambucano e
quatro genotipos de Desmanthus, caracterizados utilizando o marcador molecular
ISSR. Os isolados foram avaliados quanto ao seu potencial para FBN em sacos
de polietileno, em experimentos separados para cada genoétipo de leguminosa.
Foram incluidos tratamentos controle ndo inoculados sem N e recebendo 90 kg
hal. As plantas foram colhidas aos 90 dias, separadas em parte aérea, raizes e
nodulos. Todo material foi seco e pesado, o teor de N foi determinado e o acumulo
de N na parte aérea (ANPA) e a eficiéncia relativa (ER) foram calculados. Para
todos os gendtipos, o tratamento com adubacgdo de N mineral (90 kg ha't), obteve
resultados superiores a todos os isolados, para todas as variaveis analisadas. O
isolado 49 se apresentou com um bom potencial de FBN para o genoétipo 13AU, e
o isolado 32 para o 31D por terem permitido uma ER acima de 50% da obtida no
controle nitrogenado, apresentando assim, um maior desempenho para essa
variavel. Cada gendtipo estabeleceu a fixacdo com isolados especificos, ou seja,
obteve uma melhor fixagdo com um determinado isolado, e em sua maior parte,
com os isolados provenientes dos solos de baixa fertilidade possuindo as maiores
meédias, exceto o0 genotipo 50J que ndo nodulou. A simbiose dos acessos com
isolados do grupo de baixa fertilidade pode resultar de presséo seletiva devido a
maior dependéncia na fixagdo biologica de N nestas condi¢cdes. Os acessos de
Desmanthus avaliados, apresentaram variabilidade da fixagdo de nitrogénio.
Estes apresentaram potencial para selecdo de materiais genéticos da plantacom

maior resposta a inolulagéo.

Palavra- Cave: FBN, leguminosas, inoculante, ISSR.
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2.2 ABSTRACT

Variability of biological nitrogen fixation between Desmanthus accessions

The presence of native forage legumes, such as Desmanthus, can improve the
diet of ruminants, besides contributing to the biological fixation of atmospheric
nitrogen. This work evaluated the potential of biological nitrogen fixation in
Desmanthus genotypes, under controlled conditions. Rhizobian isolates native to
the semi - arid Pernambuco soils and four Desmanthus genotypes were used,
characterized using the molecular marker ISSR. The isolates were evaluated for
their potential for FBN in polyethylene bags, in separate experiments for each
legume genotype. Non-inoculated control treatments without N and receiving 90
kg ha-1 were included. The plants were harvested at 90 days, separated in aerial
part, roots and nodules. All material was dried and weighed, the N content was
determined and the accumulation of N in the aerial part (ANPA) and the relative
efficiency (ER) were calculated. For all genotypes, treatment with mineral N
fertilization (90 kg ha-1), obtained results superior to all isolates, for all variables
analyzed. Isolate 49 presented good FBN potential for genotype 13AU and isolate
32 for 31D because they allowed an ER above 50% of that obtained in the nitrogen
control, thus presenting a higher performance for this variable. Each genotype
established the fixation with specific isolates, that is, obtained a better fixation with
a certain isolate, and for the most part, with the isolates from the low fertility soils
possessing the highest averages, except the 50J genotype that did not nodulate.
The symbiosis of the accessions with isolates from the low fertility group may result
from selective pressure due to the greater dependence on the biological fixation of
N under these conditions. The Desmanthus accesses evaluated showed nitrogen
fixation variability. These presented potentials for selection of genetic material of

the plant with greater response to inolulation.

Keywords: Biological nitrogen fixation, legumes, inoculant, ISSR
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2.3 INTRODUCAO

A introducdo de leguminosas € uma alternativa interessante para a redugéo
da degradacéo de pastagens, devido a fixacdo de N2 atmosférico, através da
simbiose com as bactérias tradicionalmente conhecidas como rizoébio, mas
apresenta grande variabilidade em sua capacidade de fixacdo biol6gica de
nitrogénio (Torres et al., 2009).

O género Desmanthus pertencente familia Leguminosae, expressa alta
producdo de sementes. No entanto, dentre os microorganismos fixadores de
nitrogénio que estabelecem simbiose com plantas, estes em leguminosas
provavelmente se evidenciam por sua importancia econdbmica, que esta
relacionada ndo s6 a distribuicdo geografica e a utilizacdo do hospedeiro, como
também a maior eficiéncia do processo decorrente em uma parceria entre o0 macro
e micro simbionte. Desta forma, diante da grande importancia, tanto para as
plantas como para a nutricdo animal, o nitrogénio favorece para o aumento da
capacidade de suporte da pastagem, prolongando a capacidade produtiva e
melhorando a qualidade da dieta e 0 desempenho animal (Hayat et al., 2010; Reis
Junior et al., 2010).

Como determinar a eficiéncia e tamanho da populacéo rizobiana antes de
implantar uma leguminosa ndo € viavel, a pratica da inoculacdo prévia das
sementes comecou a ser adotada no inicio do século XX (Albareda et al., 2008).
Esta técnica é baseada na selecéo de estirpes rizobianas com alta capacidade de
fixacdo de nitrogénio na maior parte dos ambientes em que a leguminosa sera
implantada, com as sementes sendo inoculadas com este material (Araujo et al.,
2012). Além disto, é amplamente reconhecido que o genotipo vegetal também
apresenta grande efeito na fixacao biolégica de N (Belane e Dakora, 2011; Otsubo
et al., 2013), tornando importante a constante procura por novos materiais para
este fim.

As coletas de germoplasma de algumas leguminosas representam uma
necessidade urgente de garantir a conservacao e, principalmente, de estudar e
conhecer essa diversidade. Porém é importante garantir a disponibilidade, a médio
e longo prazo, de caracteristicas que possam ser utilizadas no desenvolvimento
de novas cultivares, (Karia et al., 2002; Walter et al., 2006).

Estas coletas devem ser realizadas nas areas de ocorréncia natural, que



SANTANA, J.A. Avaliagcéo do potencial fixador de nitrogénio em genotipos de “
Desmanthus

no caso de varias das leguminosas forrageiras com maior potencial de uso no
mundo tropical, como representantes dos géneros Stylosanthes, Desmanthuse
Macroptilium € a caatinga nordestina (Date, 1997).

A introducéo de leguminosas fixadoras de nitrogénio em pastagens pode
contribuir para o enriquecimento da forragem produzida, uma vez que
normalmente essas espécies tém elevado teor de proteinas, bem como para
melhoria da fertilidade dos solos, aumentando o rendimento de outras culturas.

O estudo da fixacéo biolégica de nitrogénio das espécies de Desmanthus
€ importante para a definicdo de estratégias como uma alternativa de grande
interesse como fonte de leguminosas forrageiras para os tropicos semiaridos.
Dessa forma o presente trabalho visa avaliar o potencial fixador de nitrogénio de
gendtipos de Desmanthus, sob condi¢des controladas, e o efeito de diferentes

isolados rizobianos.

2.4 MATERIAL E METODO

Local do experimento

A pesquisa foi conduzida em casa de vegetacdo em Recife, Pernambuco,
situado na latitude de 58’ 61” S, longitude 39’ 89” W e altitude de 169 m, com
temperatura média de + 30,25 °C e umidade relativa do ar de 77,38%, no periodo
de janeiro a outubro de 2016, sob iluminag&o natural.

Amostragem e isolamento de rizébios que nodulam leguminosas por meio
de planta-isca.

Este trabalho foi desenvolvido a partir de material coletado no ano de 2010,
conforme descrito em Lira (2014). Isolados rizobianos nativos de onze municipios
representativos do semiarido pernambucano: Santa Cruz, Parnamirim, Serra
Talhada, Sertania, Petrolina, Floresta, Tupanatinga, Jataluba, Santa Cruz do
Capibaribe, Bom Jardim e Caetés, com amostras obtidas em cada classe de solo
do municipio com base no Zoneamento Agroecoldgico do Estado de Pernambuco
— ZAPE (Silva et al. 2001), foram obtidos utilizando o feijdo-caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.), como planta-isca, segundo metodologias convencionais,
incluindo a avaliagdo de sua capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio no

feijao-caupi.
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Uma analise de agrupamento foi desenvolvida com base nas
caracteristicas quimicas e fisicas do solo para a selecdo de amostras
representativas para a fase de isolamento, dos quais dois apresentaram as
maiores diferencas em relag@o as caracteristicas quimicas e fisicas (Lira 2014).
Um grupo de solo com alta fertilidade formado por amostras de solos dos
municipios de Floresta, Santa Cruz do Capibaribe e Parnamirim. E outro grupo de
solo com baixa fertilidade formado por amostras de solos dos municipios de
Caetés, Petrolina, Sertania, Santa Cruz e Tupanatinga.

Segundo Arruda (2016), foi obtida grande diversidade entre os isolados do
grupo de solo de baixa fertilidade comparado ao grupo de alta fertilidade . A
grande diversidade neste grupo pode ser resultado da influéncia de fatores
abioticos, como a fertilidade do solo.

Para execugéo deste trabalho, foram utilizadas as 10 melhores estirpes dos
solos de alta (1, 19, 20, 22 e 26) e de baixa fertilidade (15,32,49, 107 e 118),
selecionadas apos a determinacdo da média da parte aérea, inoculadas no
processo de autenticacdo para a utilizacdo das mesmas no teste de eficiéncia
simbibtica, (Arruda, 2016).

Material vegetal

As sementes dos genotipos foram coletadas de acessos individualmente
identificados de jureminha Desmanthusspp., hos bancos ativos de germoplasma
ligados ao Departamento de Zootecnia da UFRPE (Unidade Académica de Serra
Talhada). Foram utilizados quatro genétipos, sendo dois pertencentes as
geracbes F1 de acessos coletados em Santa Cruz do Capibaribe (31D), e
Petrolina (50J). Os outros dois gendtipos (10AU e 13AU) foram provenientes do
Banco de Germoplasma de Desmanthus da Embrapa Tabuleiros Costeiros em
Aracaju — SE, e possui origem Australiana.

.O municipio de Serra Talhada esta localizado a uma latitude de 07°59'31”
Sul e longitude 38°17'54” Oeste, na Mesorregiao do Sertdo pernambucano na
Microrregido do Pajel, a uma altitude de 429 metros, (IBGE, 2012). Caracterizado
pelo clima do tipo semiarido, de temperatura média anual em torno de 37°C e
precipitacdo media de 822 mm/ano. De acordo com a classificagcdo climética de
Kdppen, o clima é do tipo BSwh (CPRM, 2005).
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As mudas foram preparadas a partir de sementes desinfestadas e
submetidas a escarificagdo mecéanica com lixa de madeira (Lixa Folha Madeira
Massa P60 Red. Wood Papel leve 225x275mm Bosch) seguida por imersao em
agua destilada por 45 minutos. Apds esse periodo foi realizado a lavagem das
sementes novamente com agua destilada, com auxilio de uma peneira de metal
com malha de 0,5 mm. Estas foram colocadas para germinar, entre 4 e 6 dias em
bandejas contendo substrato esterilizado (areia lavada e vermiculita),

transplantadas, e inoculadas.

Extracdo de DNA e Ensaio ISSR

O DNA das amostras de folhas coletadas dos quatro acessos de espécies
do género Desmanthus, foi extraido de acordo com Alzate-Marin et al.,(2009),
tendo sua pureza e concentracao determinada em espectrofotometro (Nanodrop).

Em seguida, o DNA total foi diluido para uma concentracdo de 10 ng/ul.

Reacbes em Cadeia da Polimerase e Eletroforese

Foram selecionados quatro primers ISSR dentre os utilizados por Moraes
Filho et al., (2011) de acordo com seu polimorfismo e numero de loci
amplificados(Tabela 1).

As reacdes de amplificagao foram realizadas em um volume total de 20 pl,
utilizando-se o Kit GoTagmastermix (PromegaTM), consistindo em 8 ul de H20
mili-q, 8 ul do mastermix (400 nM de cada desoxiribo nucleotidio e 3 mM MgCI2),
1,5 UM de primer e 25 ng de DNA molde. As amplificacdes foram realizadas
seguindo as seguintes programacodes: desnaturacéo inicial a 95° por 15 minutos,
seguidos de 30 a 35 ciclos de desnaturacdo a 94° por 30 segundos, temperatura
de anelamento de 50° por 45 segundos e extensao a 72° por 2 minutos, e extensao
final a 72° por 7 minutos ao fim dos ciclos de amplificacdo em termociclador
Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany Mastercycler)

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese sob
condicdes ndo-desnaturantes em géis de poliacrilamida 8%. Os fragmentos
amplificados foram detectados em coloracdo com nitrato de prata (20%) segundo
protocolo de Sanguinetti et al. (1994). A determinacdo dos tamanhos dos alelos
foi feita utilizando-se marcadores de 50 (ISSR- Inter sequence simplerepeat) pares
de base (InvitrogenTM). Os marcadores ISSR sé&o eficazes na deteccao de
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polimorfismo, tém baixo custo, sdo abundantes no genoma e reprodutiveis entre
laboratorios (Santana et al., 2011).

O polimorfismo obtido pela técnica ISSR foi tabulado segundo presenca (1)
ou auséncia (0) de bandas. Cada banda ISSR foi considerada um locus Unico e bi
alélico, com um alelo amplificavel e um alelo nulo. O Software GenAlex 6.5
(Peakall & Smouse, 2012) foi utilizado para gerar a matriz de distancia genética
segundo Nei (1972) e para calcular a Diversidade Genética de Nei (He), Nimero
de alelos (Na), Numero efetivo de alelos (Ne), e porcentagem de loci polimérficos
(PLP).

Tabela 2.4.1. Sequéncias e caracteristicas dos primers da PCR, utilizados para
andlise de dissimilaridade genética:
Marcador ISSR

Primer sequéncia TA (°C)
UBC#1 ACACACACACACACACT 50
UBC#2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50
UBC#828 TGTGTGTGTGTGTGTGC 50
UBC#834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 50

UBC- primers; TA- Temperatura de anelamento.

A partir da matriz de distancia genética, a analise de coordenadas principais
(PCoA) foi realizada pelo software GenAlex 6.5 (Peakall&Smouse, 2012).
Adicionalmente, o software MEGA5 (Tamuraet al., 2011) foi utilizado para a
geracdo de um dendrograma de dissimilaridade genética com base no algoritmo
UPGMA.

Teste de eficiéncia simbidtica/FBN

Esta avaliacdo foi conduzida em sacos de polietileno utilizando solugéo
nutritiva de Hoagland sem N (Hoagland & Arnon, 1950), em experimentos
separados para cada acesso, em casa de vegetacdo da UFRPE.

Cada experimento avaliou um gendtipo inoculado com isolados

previamente selecionados, e tratamentos controle ndo inoculados sem N (CSN),
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nao inoculado recebendo 90 kg/ha de N (CN), e inoculados com uma estirpe
recomendada para o feijao-caupi, a BR 3267. (Zilli, et al, 2009b)

As plantas foram cultivadas durante 90 dias, colhidas, separadas em parte
aeérea, raizes e nédulos, que foram contados, e colocadas para secar em estufa
de circulacao forgcada a 60°C por quatro dias, e em seguida pesadas. Toda a parte
aérea da planta foi moida para determinacéo do teor de nitrogénio total. Além disto

foi calculada a eficiéncia relativa (ER).

MSPAparcela

ER = (T%N—) %100

O acumulo de N na parte aérea (ANPA) foi calculado a partir do teor de N
total, analisado por meio do método Kjeldahl, de acordo com a metodologia
descrita por Silva e Queiroz (2002), multiplicado pela massa de matéria seca da
parte aérea.

Os dados de matéria seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e nodulos
(MSN), namero de nddulos (NN), ER e ANPA foram submetidos a analise de
variancia com o teste F. Para os dados de MSPA, MSR e MSN, os dados foram
transformados em raiz quadrada. Para o NN, ANPA, e ER foram utilizados
log10(n+1), utilizando SISVAR 5.3 (Ferreira, 2008)

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos de ISSR foram tratados como marcadores dominantes e
avaliados como caracteres binarios: presente (1) ou ausente (0). Em analises
subsequentes, somente foram considerados os fragmentos polimérficos que
puderam ser avaliados de forma reproduzivel em todos os individuos analisados.
Foram amplificados um total de 55 loci, onde 32 apresentaram polimorfismo
(58,18%). A amplificacao foi conduzida com DNA amostrado dos acessos de
Desmanthus. Os quatro primers utilizados geraram uma média de 13,75 loci,
variando entre 6 (#UBC2 e #UBC828) e 13 (#UBC1), como pode ser observado

na tabela abaixo, (Tabela 2.5.1).

Tabela 2.5.1. Sumario da diversidade genética obtida por ISSR- PCR (Reagdo em
cadeia da polimerase):
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Marcador Molecular ISSR

N NL LP LM %LP He
#UBC1 19 13 6 68,42 -
#UBC2 11 6 5 54,55 -

#UBC828 10 6 4 60,00 -
#UBC834 15 7 8 46,67 -
Total 55 32 23 58,18 0,221

N= Primers, NL = Numero de Loci, LP = Loci Polimérficos, LM = Loci Monomérficos, He =

Diversidade Genética de Nei.

Considerando-se todos 0s genoétipos, observou-se que houve diferenca
genética entre os genotipos Desmanthus, onde (He= 0,221). A diversidade génica
ou heterozigosidade esperada (He), conforme Nei (1972), refere-se ao nivel de
heterozigosidade de uma populacéo obtido a partir de freqiéncias alélicas desta.
Este valor equivale a quantidade de heterozigotos esperada (heterozigosidade)
em uma populacdo de cruzamentos ao acaso (panmitica).

Esta medida pode representar a variacdo tanto em populacdes de espécies
alégamas quanto autbgamas. E considerada uma medida mais apropriada de
diversidade génica. A identidade genética de Nei, calculada entre os acessos, de
he=0,221 valor este que, por ndo serem préximos a 1, mostram o grau de
dissimilaridade genética entre as genotipos avaliados, Nei (1978).

Os quatro gendtipos sdo geneticamente distintos, sendo 10AU e 31D os mais
préximos geneticamente, com 19% de dissimilaridade genética entre si e 31D e
13AU os mais distantes geneticamente com 30% de dissimilaridade genética, e o
50J com 23% de dissimilaridade. A matriz de distancia genética apresentou baixas

distancias genéticas entre os genotipos estudados. (Tabela 2.5.2)

Tabela 2.5.2 Matriz de Distancia Genética;

Genaotipos
10 AU 31D 50J 13AU
10AU 0
31D 0,19 0
50J 0,21 0,20 0
13AU 0,28 0,30 0,23 0




47
SANTANA, J.A. Avaliacéo do potencial fixador de nitrogénio em genétipos de
Desmanthus

Além da matriz de distancia genética dos gendtipos, a dissimilaridade

genética destes foi observada, como mostra no dendograma na figura (2.5.1)

Figura 2.5.1. Dendograma de dissimilaridade genética dos genoétipos de

Desmanthus :

10AU

31D

50J

13AU

12 10 8 6 4 2 0

Porcentagem de Distancia genética entre os genotipos

Dendrograma obtido pelo método UPGMA, gerado a partir das medidas de dissimilaridade através

da analise com marcadores ISSR para 4 individuos de Desmanthus.

A matriz de dissimilaridade e o dendrograma obtido através de marcadores
moleculares ISSR avaliados isoladamente, pelo método UPGMA, apresentaram
gue existe diferenca entre os quatro genaétipos analisados, mesmo trabalhando
com uma amostra relativamente pequena. A andlise do dendrograma identificou
subgrupos principais, cujas composicdfes mostram que ha relacdo clara entre
distancia genética. O gendtipo 13AU, mostrou-se completamente diferenciado dos
demais acessos 10AU, 31D e 50J, formando um grupo exclusivo. Embora estes
sejam pouco distantes, 0s genotipos analisados apresentaram variabilidade
geneética, e mostraram haver relacéo de grau de parentesco.

Quanto ao teste de eficiéncia simbiotica, para os gendtipos 10AU, 13AU e
31D, os tratamentos inoculados sempre apresentaram resultados
significativamente inferiores as plantas fertilizadas com nitrogénio, porém,

geralmente foram superiores as plantas ndo inoculadas sem nitrogénio.

w o n n ® 0 >
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Para o gendtipo 10AU, diversos isolados apresentaram resultados
superiores a BR3267 quanto ao NN, ANPA e ER. Os isolados 15, 32 e 118
apresentaram maior NN. O isolado 118 foi 0 que obteve maior média entre os
demais, e embora todos os tratamentos tenham apresentado ER muito inferior ao
das plantas fertilizadas, o 118 permitiria uma MSPA equivalente a 22% da obtida
com plantas fertilizadas com nitrogénio mineral. Houve grande variacdo nos
valores para a variavel NN, com 10 isolados diferenciando-se dos controles com
e sem nitrogénio, no qual ndo nodularam os isolados 1, 19, 26, e 22, estes,
considerados como estirpes de solo baixa fertilidade. ( Tabela 2.5.3).

Tabela 2.5.3 Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA), sistema
radicular (MSSR) e nddulos (MSN), numero de ndédulos (NN), acumulo de
nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER) de isolados no genétipo

10AU de Desmanthus, obtidos de solos de municipios do semiarido

pernambucano.

MSPA MSSR MSN NN ANPA ER
Isolados ----(mg plan) ---- (mg plan?) (und.) (mgplan?t)  ----%----
1 499,7 b 189,5b 0,0b 0,0c 74,6 b 7,4c
15 935,5b 240,8 b 55,1a 9,0a 110,1b 13,8 ¢
19 857,0b 57,4 c 0,0b 0,0c 841c 1,3d
20 134,4 b 952c 30b 1,3c 13,1c 19d
22 4518 b 154,3 b 30,0 a 50b 48,5¢c 6,7cC
26 141,1b 73,0c 0,0b 0,0c 28,4 c 2,1d
32 338,9b 1336 b 446 a 7,0 a 24,2 c 50c
49 71,4 b 452 c 11,7b 1,7c 35¢c 1,1d
107 416,7 b 165,8 b 29,8 a 35b 66,4 b 6,2cC
118 1.4952b 395,7b 52,3 a 6,7 a 207,2 b 22,1b
BR3267 1245b 52,4b 8,7b 22b 9,8¢c 1,8d
CN 6.765,9 a 1654,2 a 0,0b 0,0c 958,5 a 100,0 a
CSN 630,0b 37,4b 0,0b 0,00 c 3.8¢c 1,0d
CV(%) 54,0 37,0 109,0 129,2 35,0 88,1

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de
SkottKnott. Dados de MSPA, MSSR e MSN transformados em raiz quadrada e NN, ANPA e ER
transformados em Log10. Onde: CN- Controle com Nitrogénio; CSN- Controle Sem Nitrogénio e
CV- Coeficiente de variacéo.
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Para o genotipo 13AU, o isolado 49 apresentou médias superiores a
BR3267 em todas as variaveis, diferindo estatisticamente em MSPA, MSSR, MSN,
NN, ANPA e ER e proporcionando uma MSPA correspondente a 51% em relacéo
as plantas tratadas com nitrogénio. Obtendo diferenca ndo significativas entre os
isolados, 49, 107 e BR3267. Este isolado 49 foi uma das melhores estirpes em
estudo executado por Arruda (2016), sendo considerado com elevado potencial
para inoculante para a cultura do feijdo-caupi. JA os isolados 15 e 19 nao
nodularam, demonstrando que ndo devem ser selecionados para este genétipo
pois ndo existiu afinidade simbibtica entre estes microssimbiontes e a planta
(Tabela 2.5.4).

Tabela 2.5.4 Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA), sistema
radicular (MSSR) e ndédulos (MSN), nimero de ndédulos (NN), acumulo de
nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER) de isolados no genotipo

13AU de Desmanthus, obtidos de solos de municipios do semiarido

pernambucano.
MSPA MSSR MSN NN ANPA ER
Isolados ~ ------- (mg plan)------- (mg plan?) (und.) (mg ----%---
plan?) -
1 460,2 b 136,7 c 142 b 35b 699b 94c
15 67,7b 38,3 ¢ 0,0b 0,0b 4,4 b l4c
19 725b 57,4 c 0,0b 0,0b 150D 15c
20 106,8 b 49,0 c 8,0b 20b 31,3b 22c
22 888,5b 240,0c 220b 15b 141,8b 18,1c
26 2328 b 89,5¢c 22,7b 30b 76,1 b 477 c
32 296,6 b 102,3 ¢ 23,8b 45b 770D 6,0c
49 2.523,8a 515,0b 107,0 a 125a 691,3a 51,3b
107 66,2 b 44,3 ¢ 2,1b 110a 3,6b 1,3c
118 237,2b 106,6 ¢ 1550b 10b 409 b 48¢c
BR3267 4195b 183,0c 97,8 a 120a 785b 85¢c
CN 4.916,9 a 986,8 a 0,0b 0,0b 806,0a 100,0a
CSN 286,8b 133,5c 0,0b 0,0b 69,8 b 58¢c
CV(%) 88,1 51,4 156,6 172,4 37,7 95,5

Na coluna média seguida por mesma letra nao diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de
SkottKnott. Dados de MSPA, MSSR e MSN transformados em raiz quadrada e NN, ANPA e ER
transformados em Log10. Onde: CN- Controle com Nitrogénio; CSN- Controle Sem Nitrogénio, e
CV- Coeficiente de variacéo.
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Quanto ao gendtipo 31D, os isolados 1 e 32 e a BR 3267 foram os que

obtiveram as maiores médias para a maioria das variaveis, porém o 32 foi o que

permitiu a maior MSPA (52%) da obtida pelas plantas do controle com nitrogénio.
Os isolados 1, 15, 20, 32, 49, 107 e BR3267 nédo se diferiram estatisticamente,

com maiores valores de NN.A inoculagdo com a estirpe BR3267 nesse genotipo,

promoveu maiores resultados para ANPA e ER. Tal resultado evidencia a

eficiéncia dessa estirpe em disponibilizar N para este acesso vegetal, de uma

forma mais eficaz do que com os outros isolados inoculados. Porém, este

apresenta um indicativo de boa eficiéncia simbittica com estipe recomendada

para o feijdo caupi. Consistindo em um dos parametros para o potencial de

selecéo de gendtipos superiores (Tabela 2.5.5)

Tabela 2.5.5 Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA), sistema

radicular (MSSR) e ndédulos (MSN), ndmero de nodulos (NN), acumulo de

nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER). de isolados no

gendtipo 31D de Desmanthus, obtidos de solos de municipios do semiarido

pernambucano.
Isolados ~ MSPA MSSR MSN NN ANPA ER
------- (mg plant?) ------ (mgplan?) (und.) (mgplan?t)  ----%---
1 1.0716b 372,4b 75,1 a 8,0a 209,8 a 31,7b
15 966,2 b 290,3 b 79,1 a 8,7 a 150,5 a 28,5b
19 652,0b 259,3 b 23,5b 3,3b 126,5 a 19,7b
20 596,0b 156,9 b 56,8 a 6,3a 74,8 b 17,61b
22 781,1b 277,7b 0,0b 0,0b 193,7 a 23,1b
26 178,2 c 85,2 c 33,2b 3,8b 20,6 b 57Db
32 1.776,0b 551,5b 159,0 a 8,8a 240,5 a 525b
49 748,6 b 256,9 b 93,0 a 7,3a 179,5 a 22,1b
107 9156 b 3199b 95,8 a 10,0 a 2104 a 27,1b
118 867,0b 284,7b 38,6 a 40Db 102,0 a 256 b
BR3267 1.222,0b 372,3b 56,8 a 6,5a 280,6 a 36,1b
CN 3.384,6a 972,5a 0,0b 0,0b 5749 a 100,0 a
CSN 99,2 c 72,7 cC 0,0b 0,0b 58b 30Db
CV (%) 49,2 39,8 82,7 89,8 26,8 40,9

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de
SkottKnott. Dados de MSPA, MSSR e MSN transformados em raiz quadrada e NN, ANPA e ER
transformados em Log10. Onde: CN- Controle com Nitrogénio; CSN- Controle Sem Nitrogénio, e

CV- Coeficiente de variacéo.
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Em relagdo ao gendtipo 50J, este apresentou uma particularidade quanto
aos demais gendtipos, pois foi o Unico que nao estabeleceu simbiose com nenhum
dos isolados, ndo havendo nodulacdo. O fato da nodulacdo nado ter ocorrido
apenas neste gendtipo demonstra que este provavelmente apresenta uma maior
diferenca genética com relacdo aos demais gendtipos estudados, e/ou este fato
também possa ter acontecido em decorréncia de uma possivel interferéncia na
multiplicacdo das bactérias, jA que os inéculos foram preparados para cada

gendtipo (Tabela 2.5.6).

Tabela 2.5.6 Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA), sistema
radicular (MSSR) e nédulos (MSN), numero de nédulos (NN), acumulo de
nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER) de isolados no gendétipo
50J de Desmanthus, obtidos de solos de municipios do semiarido pernambucano.

MSPA MSSR MSN NN ANPA ER
Isolados ~ ------ (mg plant)---  (mg plan™) (und.) (mg plan) ----%----
1 4290 b 88,4 b 0,0a 0,0a 348b 34,1b
15 179,0 b 39,7b 0,0a 0,0a 12,3 c 14,2 b
19 779b 45,7 Db 0,0a 0,0a 40c 6,2b
20 128,2 b 79,7b 0,0a 0,0a 8,2c 10,2 b
22 129,2 b 69,6 b 0,0a 0,0a 13,3c 10,3 b
26 94,2 b 57,8 b 0,0a 0,0a 6,3¢C 75b
32 130,1 b 851b 0,0a 0,0a 150c 10,3 b
49 226,2 b 76,3 b 0,0a 0,0a 49,8 b 179b
107 196,5b 116,7 b 0,0a 0,0a 23,7b 156 b
118 139,0 b 77,2b 0,0a 0,0a 136 ¢ 110b
BR3267 127,2b 81,2b 0,0a 0,0a 120c 10,1 b
CN 1.2579 a 468,3 a 0,0a 0,0a 1354 a 100,0 a
CSN 139,6 b 615b 0,0a 0,0a 10,7 c 111b
CV(%) 133,5 89,58 0,0 0,0 26,7 23,82

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05) pelo teste de
SkottKnott. Dados de MSPA, MSSR e MSN transformados em raiz quadrada e NN, ANPA e ER
transformados em Log10. Onde: CN- Controle com Nitrogénio; CSN- Controle Sem Nitrogénio,
CV- Coeficiente de variacéo.

A massa de nodulos € um parametro intimamente relacionado com a FBN

e tem sido indicado para programas de melhoramento vegetal que buscam o
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aumento da fixacdo de N2. As correlagdes entre esse parametro e a quantidade
de nitrogénio fixado requerem uma reducao nos custos, tempo e materiais desses
programas (Ankomah et al., 1996). Assim, diante da inexisténcia de nodulacéo no
gendtipo 50J e da nodulacdo dos demais genotipos com diferentes isolados,
podemos afirmar que estes parametros sdo realmente Uteis para a selecdo de
gendtipos, como uma das etapas de trabalhos de melhoramento vegetal
relacionados a FBN.

Portanto a auséncia, ou baixa quantidade de N fixada nao se deu pela falta
de nodulacdo provavelmente. No entanto, se sabe que a nodulacdo é uma
condicao necessaria, mas nado suficiente para que haja fixacdo de N2 (Cleveland
et al., 1999), pois diversos fatores biolégicos, quimicos e fisicos podem influenciar
a FBN através de seus simbiontes (Freire, 1984; Moreira; Siqueira, 2006).

Neste sentido, a auséncia de nodulagédo ou a nodulag&o ineficiente em
determinadas espécies, sob determinadas condi¢des edaficas e ambientais, e/ou
a fase vegetativa, ciclo, e porte da planta, podem ser um dos fatores limitantes
gue pode influenciar no estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento da
simbiose (Freire,1984), assim como também o preparo do inoculante. Um destes
fatores pode ter diminuido a capacidade destes inoculantes em auxiliar no
aumento da fixacdo, como possa ter acontecido com o gendtipo 50J
especificamente.

Devido a variabilidade existente, diferentes isolados devem ser
recomendados pra diferentes genotipos. Visto que nessa pesquisa, 0s genotipos
avaliados se estabeleceram melhor com um (ou poucos) isolado (s) diferente (s),
especifico para cada acesso.

Praticamente todos os isolados com maior média de MSPA, NN e MSN,
foram oriundos do grupo de solo de baixa fertilidade. Ja os isolados com os
menores valores de MSPA, NN e MSN sé&o pertencentes ao grupo de solo de alta
fertilidade.

Vérias investigacbes tém-se centrado sobre o isolamento, analise e
caracterizacdo simbiotica de estirpes rizobianas que séo capazes de se associar
com Desmanthusspp. (Date, 1991; Beyhaut et al., 2003; Beyhaut et al., 2006;
Freitas et al., 2011). Parecendo existir estirpes especificas para ocorréncia de

nodulacédo (Freitas et al., 2011) com genotipos especificos.
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Os isolados se apresentaram de forma diferente para cada variavel. O
genadtipo 31D apresentou maiores médias para as variaveis MSPA, ANPA, MSR
e ER., em relacdo aos genotipos 10AU e 13AU, enquanto que o gendtipo 50J
apresentou as menores medias possivelmente devido a auséncia de nodulacéo.
A avaliacdo de rizébios nativos torna possivel a selecao de estirpes eficientes ja
adaptadas as condi¢cdes local, que atendam aos requisitos especificos para a
melhor fixacdo desta leguminosa, e assim possa aumentar o seu potencial
produtivo.

Ao contrario de leguminosa como a soja (Glycinemax), que apresenta de
médio a alto potencial de fixacdo de N, variando de 109 a 250 kg ha* (Hungria et
al, 2001), o Desmanthus aparentemente possui um baixo potencial de fixacao de
N, como relatado por Amrstrong et al., (1996), que ao trabalharem com duas
variedades de D. virgatus na Australia, observaram uma taxa de N2 fixado de 3 e
15 kg hat de N. Nesta pesquisa, os tratamentos nitrogenados (CN) obteve médias
bastante elevadas, visto que foi utilizado a dosagem de 90 kg hade N, aplicacédo
possivelmente maior do que a capacidade de fixacao de N nesta espécie, inferindo
gue a superestimacao dos resultados de CN, de alguma forma possa ter ocultado
a real eficiéncia dos isolados com bom desempenho.

Alguns estudos encontraram resultados, por exempo, doses de 40 a 80 kg
de N por hectare reduziram em cerca de 50% a FBN em Leucaena leucocephala
(Sanginga et al., 1989), reforcando a hipétese de que o aumento da
disponibilidade de N no solo tende a inibir a FBN (Compton et al., 2004; Marcarelli;
Wurtsbaugh, 2007).

Em diferentes regides geograficas, Peoples et al. (2009) estimaram as
seguintes quantidades de N fixado para feijdo-caupi: 51 a 125 kg N ha'l para o

Sul da Asia; 3 a 201 kg N ha™l na Africa e 9 a 51 kg N ha™} na América do Sul.
Observa-se que as quantidades de N fixado apresentam grande variabilidade
entre regides de cultivo e na prépria regido.

Neste estudo, podemos destacar o isolado 49 com um bom potencial de
FBN para o gendtipo 13AU, e o isolado 32 para o 31D por terem permitido uma
ER acima de 50% da obtida no controle nitrogenado, e inferir que os gendétipos de
Desmanthus estudados apresentam potencial para melhoramento e sele¢cdo com

inoculacao de isolados especificos para cada acesso, de modo a potencializar a
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FBN, visto que cada genotipo estabeleceu melhor simbiose com determinados
isolados bacteriano.

Os parametros que avaliam o desenvolvimento da planta (ER e ANPA)
foram inferiores a testemunha com nitrogénio, em todos os genotipos, obtendo
melhores simbiose com os isolados provenientes dos solos de baixa fertilidade.
As condicdes de baixa fertilidade dos solos podem ter exercido uma presséo
seletiva, mantendo apenas as estirpes mais eficientes quanta a fixacdo de N
nestes solos.

Segundo Pimratch et al. (2004), consideram a biomassa da parte aérea
como um atributo criterioso na identificagdo do desempenho da FBN, e a
consideram como a caracteristica mais confiavel para selecdo de cultivares com
maior potencial simbiético em solos com baixa disponibilidade de nitrogénio.

No entanto, nesta pesquisa a realidade de que os isolados rizobianos com
melhores desempenhos simbiodticos serem oriundos de solo de baixa fertilidade,
pode ser explicado pela condicdo de estresse da baixa fertilidade dos solos,
favorecendo assim uma interacdo simbiotica entre plantas e rizébios adaptados e
mais eficientes quanto a FBN. (Lima et al., 2005).

Varios fatores determinam a eficiéncia da simbiose, como por exemplo, a
morfologia e a estrutura dos nédulos os quais, por sua vez, sdo determinados pelo
hospedeiro, e pelas caracteristicas genotipicas e fenotipicas das bactérias
simbibnticas (Sprent, 2007). Como se sabe trocas genéticas ocorrem entre as
bactérias do solo, levando algumas espécies a perderem 0S genes que
determinam a simbiose e a FBN, e outras passam a adquirir esses genes e,
consequentemente, a capacidade de fixar N atmosférico (Sprent, 2003)

A otimizacéo da capacidade de fixacao de nitrogénio das leguminosas, por
meio do melhoramento genético vegetal, € um processo complexo porque existem
dois componentes associados a serem considerados, a planta hospedeira e 0
rizobio.

Os dados deste estudo confirmaram que a contribuicdo da FBN para as
cultivares melhoradas é muito variavel, e que nem sempre a estirpe do rizobio
representa o fator determinante para que ocorra um bom desempenho da
nodulacéo e da fixagdo biologica. Ou seja, a habilidade em fixar nitrogénio esta
intrinsicamente associada aos fatores genéticos da planta, relacionados de modo

direto a FBN. Neste aspecto, este estudo indica possiveis linhas de pesquisa, tais
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como: a avaliacéo de linhagens quanto a FBN e a influéncia do ciclo e do porte da
cultura na contribuicéo da fixacao biolégica de N. Em sinopse, as linhas de pesquisa
voltadas com este estudo sdo necessarias para que a FBN em Desmanthus seja melhor

entendida e otimizada. Pois houve uma variacao de resposta em relacao a fixacéo

biolégica de nitrogénio.

2.6 CONCLUSAO

1. Os acessos avaliados apresentaram variabilidade genética, mostrando haver
relacdo de parentesco entre estes individuos, independente da distancia entre os
mesmos.

2. Os genotipos de Desmanthus apresentaram potencial de fixagdo de nitrogénio.
Houve resposta a inoculacdo com as estirpes.

3. E necessario a selecdo de isolados especificos para cada acesso de
Desmanthus. Enfatizando assim, a importancia do melhoramento genético vegetal
devido a variabilidade encontrada nas leguminosas quanto a eficiéncia da fixacédo

bioldgica de nitrogénio.
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