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Apresentação

A fixação biológica do nitrogênio  é um processo  que contribui para o

aumento da produtividade das culturas, reduzindo o custo de produção e a

dependência dos sistemas de produção aos insumos externos, além da

contribuição para a melhoria da qualidade ambiental. Esses benefícios

podem ser consideravelmente alargados, uma vez que a quantidade de

nitrogênio fixada pode ser aumentada em cerca  de 300 %.  Esse aumento

pode ser conseguido por meio do incremento da eficiência das bactérias

fixadoras de nitrogênio ou pela eficiência das próprias plantas. O primeiro

caminho tem sido o mais estudado, enquanto o segundo vem sendo

negligenciado, uma vez que os programas de melhoramento genético

enfatizam a produtividade de grãos, podendo até promover uma seleção

negativa, relativamente à capacidade de fixação biológica de nitrogênio.

Porém, com as modernas técnicas de biologia molecular, abrem-se novas

perspectivas para o desenvolvimento de plantas com maior capacidade de

fixação biológica de nitrogênio.

Esta publicação discorre sobre as pesquisas já desenvolvidos e as perspectivas

de avanço do conhecimento quanto à seleção e o melhoramento de genótipos

para a otimização da fixação biológica do nitrogênio.

Hoston Tomás Santos do Nascimento

Chefe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um dos mais importantes

processos que ocorre na natureza. A incorporação de nitrogênio, via FBN,

aos diferentes ecossistemas do planeta é bastante elevada, representando

uma importante economia de energia fóssil.

Nas leguminosas a FBN é bastante variável,  dependendo da espécie. No

entanto, há um grande potencial para aumento da contribuição na fixação

de nitrogênio entre essas espécies. Herridge e Danso (1995) consideram

que o incremento dessa contribuição poderia ocorrer por meio do aumento

da área de produção de leguminosas; da melhoria do manejo da cultura,

que favorecesse os determinantes de produtividade; pela modificação

genética de espécies que promovesse alta dependência da cultura à fixação

biológica de N e alta produtividade.

Introdução

Estado atual da arte quanto
à seleção e o melhoramento
de genótipos para a
otimização da FBN1

Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara

Maurisrael de Moura Rocha

Gustavo Ribeiro Xavier

Norma Gouvêa Rumjanek

1Trabalho de revisão apresentado pela primeira autora, no exame de qualificação do Curso

de Doutorado em Agronomia Ciência do Solo da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro.
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10 Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Provorov e Tikhonovich (2003) argumentam que embora exista uma grande

variação na intensidade simbiótica da fixação de N nas leguminosas, a

quantidade potencial de nitrogênio fixado (determinado em condições

ótimas para fixação de N) é muitas vezes maior do que as quantidades,

geralmente, fixadas em condições de campo.

Em razão da variabilidade encontrada nas leguminosas quanto à eficiência

do processo de FBN, tem sido enfatizada a importância do melhoramento

genético da planta para otimizar o fornecimento de N via fixação biológica.

Vance (1998) cita que a quantidade de N fixado pela simbiose leguminosa-

rizóbio poderia ser aumentada em 300 % em virtude do melhoramento

genético e do manejo das culturas.

Nos estudos da FBN muita atenção tem sido dada à seleção do

microssimbionte, sendo a seleção de estirpes o principal recurso para a

otimização da fixação do nitrogênio. Por outro lado, a seleção de cultivares

para essa finalidade não tem sido muito utilizada.

Herridge, Turpin e Robertson (2001) citam que o incremento na FBN por

meio do melhoramento genético e do manejo eficiente tem um alto benefício

econômico. No entanto, nem sempre tem apresentado resultados bem-

sucedidos. Muitas razões contribuem para tal, como a dificuldade em

combinar características como a fixação de nitrogênio com outras

características, tais como, resistência a doenças, qualidade das sementes

e produtividade.

O desafio para melhorar a capacidade de fixação de N
2
 das leguminosas,

por meio do melhoramento, é complexo porque existem dois componentes

a serem considerados: a planta hospedeira e o rizóbio. Muitos programas

de seleção ignoram esse aspecto, mas a complexidade da interação

evidencia que a seleção concomitante dos parceiros simbióticos deveria

ser priorizada (RANALLI; CUBERO, 1997).
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11Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Mecanismos que regulam o
processo da FBN no
macrossimbionte

Nos estudos de FBN muita atenção tem sido dada ao microssimbionte,

tendo-se informações que englobam desde análises fisiológicas até análises

da expressão do genoma. O mesmo não tem ocorrido em relação ao

macrossimbionte. Rumjanek et al., (2005) concluíram que isso se deve às

dificuldades inerentes, decorrentes da complexidade do genoma da célula

vegetal. E que, graças ao desenvolvimento da Genética Molecular Vegetal,

tem-se observado, nos últimos anos, um avanço expressivo na

compreensão dos mecanismos que regulam o processo de FBN na planta.

A capacidade de formar simbiose com bactérias nodulíferas não é comum

a todas as espécies de leguminosas. Entre as espécies que nodulam,

verifica-se ampla variação com relação ao potencial de fixação. Segundo

Sanginga (1992), em condições idênticas, a Leucaena leucocephala e a

Gliricicia sepium podem fixar de 200 a 300 kg de N, enquanto que a Acácia

albida apenas 20 a 30 kg de N.

Existem relatos bastante antigos com relação à variabilidade à FBN, entre

genótipos de uma mesma espécie. A variabilidade entre genótipos de soja

quanto à fixação de N
2
 foi observada no Brasil desde a década de 60

(DÖBEREINER; ARRUDA, 1967) e posteriormente alguns trabalhos foram

desenvolvidos com esse enfoque (BOHRER, 1996; GALLI, 1987; VARGAS;

PERES; SUHET, 1982).

Bohrer (1996) avaliou 152 cultivares de soja e observou que algumas

cultivares mais novas apresentavam capacidade de FBN inferior à dos

parentais. Indicando que os parâmetros de FBN não estavam recebendo a

devida importância nos programas de melhoramento.

A variabilidade entre cultivares de feijoeiro na habilidade de fixar N
2
 foi

detectada desde os primeiros estudos conduzidos no Brasil
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12 Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

(DÖBEREINER; RUSCHEL, 1961; FRANCO; DÖBEREINER, 1967).

Estudos com esse enfoque foram conduzidos no exterior (GRAHAM;

ROSAS, 1977; HARDARSON et al., 1993; RENNIE; KEMP, 1983; ROSAS;

BLISS, 1986; WESTERMAN; KOLAR, 1978) e também no Brasil

(HUNGRIA; NEVES, 1987; HUNGRIA; RUSCHEL, 1989; HUNGRIA;

NEVES; VICTORIA, 1985; PEREIRA et al., 1984, 1991; RUSCHEL; SAITO;

TULMAN NETO, 1979; VARGAS et al., 1994).

Em todos esses estudos foi demonstrado que existe grande variabilidade

entre cultivares de feijoeiro na capacidade de fixar N
2
 e na habilidade de

translocar o N
2
 fixado, refletindo-se em diferenças na nodulação, produção

de massa vegetal e de grãos e no N total acumulado nos tecidos.

A princípio a importância do genótipo do hospedeiro foi atribuída, quase

sempre, à sua capacidade fotossintética. Os autores especializados

consideram que nos períodos de máxima FBN pode ocorrer um desvio de

10 % a 30 % dos fotossintatos totais da planta e, como as leguminosas

são plantas de ciclo C3, caracterizadas pela fotorrespiração elevada e

baixa taxa fotossintética líquida, a fotossíntese está intimamente

relacionada à FBN.

O papel da fotossíntese ficou ainda mais evidente após os experimentos

conduzidos por Hardy e Havelka (1975), nos quais a fertilização com CO
2

aumentava consideravelmente as taxas de FBN. A partir daí, inúmeros

trabalhos foram conduzidos, em que a manipulação dos fotossintatos

enviados para os nódulos afetava imediatamente a FBN (HUNGRIA;

NEVES, 1986).

Foi constatado que as cultivares de feijoeiro de crescimento indeterminado

apresentavam taxas mais elevadas de FBN do que os rasteiros (GRAHAM;

ROSAS, 1977) e que, embora as quantidades totais de carboidratos no

sistema radicular não diferissem entre cultivares, os que apresentavam

maior atividade fixadora mantinham maior proporção de carboidratos nas

formas solúveis, que seriam mais prontamente utilizadas pelos nódulos.
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13Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Outro ponto considerado foi a época de maturação,  que tem muita

importância, uma vez que as cultivares mais tardias, como as de

crescimento indeterminado, apresentam um período maior de

fornecimento de carboidratos para o funcionamento dos nódulos

(GRAHAM; ROSAS, 1977).

A determinação de características que possam ser utilizadas em um

programa de seleção e melhoramento de germoplasma de feijão-caupi para

FBN, aliada à complexidade do genoma do macrossimbionte, são as

dificuldades comumente encontradas, apesar da grande variabilidade de

germoplasma disponível (RUMJANEK et al., 2005)

Alguns parâmetros diretamente relacionados com a FBN têm sido

recomendados para programas de melhoramento, entre eles o peso de

nódulos e o N total acumulado pela parte aérea. Esses parâmetros

mostram correlações significativas com a quantidade de N fixado e

permitem uma redução substancial no tempo, em custos e materiais dos

programas de melhoramento genético vegetal (ANKOMAH et aI., 1996).

No Brasil, estudos realizados por Stamford (1978) e Stamford e Neptune

(1979) com diferentes cultivares de feijão-caupi associadas com estirpes

pré-selecionadas ou estirpes nativas, mostraram uma ampla variabilidade de

respostas quanto ao N total acumulado e ao peso de nódulos.

 Em outro estudo com feijão-caupi, compreendendo a inoculação de dez

cultivares de diferentes regiões geográficas (Brasil, Nigéria e EUA), com

cinco estirpes de rizóbio isoladas, da Região Nordeste brasileira, Xavier

(2000) também observou uma ampla variabilidade de resposta quanto ao

número e ao peso de nódulos. Foram observadas respostas diferentes de

nodulação, a exemplo da cultivar Galanjão-CE, que apresentou 90 % dos

nódulos ocupados pela estirpe 5s13.
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14 Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Ndiaye, Spencer e Gueye (2000), em estudo com 16 cultivares de feijão-

caupi inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium coletadas no oeste da

África, quantificaram a percentagem de N derivado da atmosfera (% Ndfa) e

observaram diferenças significativas de N acumulado nas diferentes partes

da planta. A maior % Ndfa (74,33 % na parte aérea e 60,90 % na raiz) e

maior acúmulo de N fixado (960 mg N planta-1 na parte aérea e 38 mg N

planta-1 na raiz) foi apresentada pela cultivar Ndoute. Os autores concluíram

que essa cultivar poderia ser utilizada em programas de melhoramento do

feijão-caupi na África, para contribuir com a geração de cultivares eficientes

em FBN.

A característica mais priorizada em programas de melhoramento é o

rendimento de grãos, por conta do seu valor econômico, porém, existem

indicações de que em feijão-caupi a distribuição de N nas vagens é

dependente da estirpe de rizóbio formadora dos nódulos, o que indica as

limitações de programas que não levem em consideração os dois parceiros

simbiontes (RUMJANEK et al., 2005).
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15Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Genes que regulam a FBN no
macrossimbionte

Com os avanços da genética molecular, o controle genético da FBN vem

sendo estudado e já há relatos da existência de 100 genes responsáveis

pelos estádios cruciais de desenvolvimento dos nódulos em ervilha (Pisum

sativum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), trevo vermelho (Trifolium

pratense L.), alfafa (Medicago sativa L.), feijão-comum (Phaseolus vulgaris

L.), grão-de-bico (Cicer arietinum), fava (Vicia faba L.)  e trevo-branco

doce (Melilotus alba Desr.) (BORISOV et al., 2000; PROVOROV;

BORISOV; TIKHONOVICK, 2002).

Em relação ao feijoeiro, na década de 50 já havia registros de que os genes

com maior responsabilidade pela nodulação pareciam residir na planta

hospedeira (VARGAS; HUNGRIA,1997).

Os genes identificados na planta referem-se, principalmente, à nodulação.

Nos Estados Unidos, foi conduzido um programa para identificar genes da

soja que restringissem a nodulação com os sorogrupos dominantes nos

solos, possibilitando resposta à inoculação com estirpes mais eficientes,

mas não tão competitivas quanto às estabelecidas no solo.

Foram relatados três genes dominantes responsáveis pela restrição da

nodulação da soja, Rj
2
, Rj

2
 e  Rj

2
  e um gene recessivo rj

1
rj

1
 , determinando

a não-nodulação com todos os sorogrupos. No campo, os genótipos que

carregam o gene recessivo rj
1
rj

1
 formam um nódulo a cada 1000 ou 1500

plantas e em casa de vegetação formam nódulos ocasionais com algumas

estirpes. Todos esses genes são distintos em sua segregação, facilitando a

construção de genótipos de soja, contendo uma ou todas as combinações

possíveis (HUNGRIA et al., 2000).

No Brasil, porém, não se constatou nenhuma restrição à nodulação quando

152 cultivares foram testadas para nodulação com os sorogrupos

dominantes nos solos brasileiros. Embora fossem encontradas diferenças
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16 Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

de até quatro vezes, no número de nódulos. Entre as cultivares, a menor

nodulação em condições axênicas, correspondeu ao valor de 20 nódulos

por planta (BOHRER; HUNGRIA, 1998).

Na cultura do feijão-caupi, foi selecionado um mutante cpi- que apresentou

nodulação ineficiente (PEMBERTON; SMITH; MILLER JUNIOR, 1990).

Apesar de ser necessária a realização de novos estudos visando

compreender a participação do gene cpi- no processo de formação dos

nódulos, existem exemplos que sugerem o envolvimento desse gene ou

genes semelhantes relacionados com o baixo rendimento da nodulação

(RUMJANEK et al., 2005).

Castilleja e Roskoski (1983) avaliaram, em condições de campo, 17

genótipos de feijão-caupi e verificaram uma amplitude de 0,05 a 4,30 g de N

acumulado.planta-1 associada a níveis de nodulação variando de 0,04 a 1,50

g de nódulo.planta-1. Possivelmente, em alguns genótipos, a baixa

nodulação tenha sido resultado de uma troca ineficiente de sinais

moleculares ou de maior especificidade em relação ao microssimbionte, o

que pode ser uma característica promissora para a introdução de

inoculantes.
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17Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Interface entre os programas de
melhoramento genético vegetal e a
FBN

O incremento da FBN por meio do melhoramento genético da planta não é

um conceito novo. Na década de 40, na Europa, foram desenvolvidos

estudos de seleção e melhoramento de trevo (Trifolium pratense) e trevo

subterrâneo (Trifolium subterraneum) para aumentar a nodulação e a

fixação de nitrogênio. Nas décadas de 60 e 70, em outros estudos, com

similar objetivo, foram avaliadas as culturas da fava (Vicia faba), soja

(Glycine max ), alfafa (Medicago sativa) e ervilha (Pisum sativum).

Durante os anos 80 e 90, mais atenção foi dada à soja e ao feijão-comum

(Phaseolus vulgaris) (BOHRER, 1996; HERRIDGE; ROSE 1994; LARUE,

1978; LIE; MULDER, 1971; NUTMAN, 1984; PHILLIPS; TORREY; BURRIS,

1971; SONG et al., 1995).

Herridge e Rose (2000) citam áreas de pesquisas consideradas na década

de 70 como recomendações para estruturação dos programas de

melhoramento objetivando a FBN, com foco principal nas culturas da soja

(Glycine max L.) e alfafa (Medicago sativa), tais como: identificação da

alocação do C e N nos diversos tecidos das plantas para definir

características da fixação de N
2
; comparação de estratégias alternativas

para seleção; desenvolvimento de sistemas de controle genético com

indicação da especificidade e do hospedeiro; desenvolvimento de genótipos

com maior utilização da fixação de N
2
 , incluindo aqueles que possam

excretar compostos nitrogenados e nos quais a FBN não seja inibida pelo N

do solo.

Mytton (1983) argumenta que muitos programas de melhoramento da

fixação de N
2
 desenvolvidos nas décadas de 70 e 80, não tiveram sucesso

e que um dos entraves poderia ter sido o pouco entendimento das

informações genéticas básicas quanto às expressões das características

desejadas.
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18 Estado atual da arte quanto à seleção e o melhoramento de genótipos para a otimização da FBN

Como estratégia para aumento da FBN por meio do melhoramento

genético, alguns estudos foram desenvolvidos visando à maximização da

produtividade (biomassa e produção de grãos), considerando que grande

quantidade de biomassa requer mais N. Essa abordagem, no entanto,

assume que a capacidade para a fixação suficiente de N
2
 aumenta com a

demanda maior de culturas de maior biomassa. O que tem particular

aplicação para espécies de menor produção como feijão-comum (Phaseolus

vulgaris), lentilha (Lens culinaris), feijão-da-china (Vigna radiata) e grão-de-

bico (Cicer arietnum), mas têm menor importância para plantas de

desenvolvimento mais vigoroso, como fava (Vicia faba), ervilha (Pisum

sativa) e soja (Glycine max) (ATTEWELL; BLISS, 1985; HERRIDGE;

BERGERSEN, 1988; JAYAWARDANE et al., 1995; JENSEN, 1986).

Outros estudos consideraram a estratégia do aumento da tolerância

simbiótica do nitrato, ou seja, a habilidade da leguminosa nodular e fixar

N
2 
na presença de nitrato no solo. Essa estratégia pode não resultar em

maior produtividade (biomassa ou grão), visto que o principal impacto é

no aumento do total de N
2
 fixado. Mas, benefícios residuais da leguminosa

sobre a fertilidade do solo podem ocorrer (BETTS; HERIDGE, 1987;

CARROL; MCNEIL; GRESSHOFF, 1985; JACOBSEN; FEENSTRA, 1984;

PARK; BUTTERY, 1988).

Outra estratégia considerada foi a otimização da nodulação por meio de

características específicas como massa de nódulos e duração do processo,

dependendo das circunstâncias para promíscua ou seletiva nodulação

(CREGAN; KEYSER, 1986; DEVINE, 1984; KUENEMAN et al., 1984).

Melhorias na efetividade das estirpes com seus hospedeiros também foram

estudadas (BROCKWELL; BOTTOMLEY; THIES, 1995).

Herridge, Turpin e Robertson (2001) questionam sobre a contribuição dos

programas de melhoramento que utilizaram essas estratégias em busca da

melhoria da FBN e argumentam que pouco foi conseguido, principalmente

em razão da dificuldade em combinar a característica da fixação de N
2
 com
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outras características agronômicas. Esse foi o maior problema do

programa de melhoramento da soja, na Austrália, que tinha como foco a

tolerância simbiótica ao nitrato.

As técnicas disponíveis para a quantificação da FBN, no passado, também

dificultaram a obtenção de resultados confiáveis. O que só mudou depois

do surgimento da técnica do 15N (HERRIDGE; ROSE, 1994).

Bohrer (1996) considera que muitos desses programas de melhoramento,

visando à fixação de N
2
, possuíam focos pouco amplos e não estavam

efetivamente conectados a programas maiores que geralmente dispõem de

mais recursos genéticos e maior diversidade.

Na Austrália em 1980, foi iniciado um programa de melhoramento da soja

para incremento da fixação de N
2
, em paralelo com o programa geral de

melhoramento da soja, cujo foco era alta produtividade, qualidade de grãos

e resistência a doenças. Foram disponibilizadas cultivares locais obtidas de

cruzamentos com cultivares dos Estados Unidos (EUA) e genótipos de

origem coreana. No início foi observado que alguns genótipos aumentavam

a nodulação e a fixação de nitrogênio na presença de nitrato no solo. Em

experimentos em casa de vegetação 489 genótipos foram avaliados, dos

quais 32 foram identificados como tolerantes a nitrato. Os genótipos de

origem coreana apresentaram alta nodulação e fixação de N
2
 (HERRIDGE;

ROSE, 2000).

Segundo Herridge e Rose (2000), após uma década, o referido programa de

melhoramento incluiu alguns resultados positivos tais como: a introdução de

um novo germoplasma com evidências de que pelo menos os genes que

expressavam altos níveis de fixação de nitrogênio estavam integrados ao

pool do gene local; o germoplasma original (EUA) apresentou tolerância ao

nitrato e subsequentemente foi utilizado no programa geral de

melhoramento da soja na Austrália; a base de germoplasma do programa

local de melhoramento foi ampliada com os genes dos genótipos coreanos

que apresentaram alto teor de proteína.
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No Brasil, a seleção e o melhoramento da soja foram iniciados em 1930.

As variedades de soja introduzidas dos EUA e as variedades recuperadas

das primeiras introduções no território brasileiro fizeram parte do

Programa Brasileiro de Melhoramento da Soja. A resistência às doenças, a

resistência às pragas e a tolerância aos solos de baixa fertilidade, bem

como a produção das plantas com inserção de vagens para colheita

mecânica, foram os objetivos principais do programa. Embora a FBN não

fosse considerada explicitamente como um fator para a seleção no

programa de melhoramento, a maximização da FBN foi favorecida pela

condução da seleção e do melhoramento em solos com baixo teor de N,

nos quais as sementes foram inoculadas com estirpes eficientes e sem

aplicação de fertilizante com N (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003).

Em 1960, a recém-criada Comissão Nacional da Soja já havia enfatizado a

necessidade de dar prioridade a FBN como uma parte importante do

programa de melhoramento. Nessa época, resultados de pesquisa

mostravam que a soja inoculada podia produzir tão bem como a soja

cultivada com fertilizante nitrogenado (WEBER, 1966). Assim, a decisão

foi omitir fertilizantes nitrogenados no programa de melhoramento e sempre

inocular as plantas com Rhizobium japonicum (ALVES; BODDEY;

URQUIAGA, 2003).

Por ser considerada uma leguminosa com alta eficiência de FBN, poucos

são os estudos que objetivam o melhoramento do genótipo da soja para

essa característica (VARGAS; HUNGRIA,1997). Existem relatos de estudos

para circunstâncias específicas, como o melhoramento para a

promiscuidade da nodulação com as estirpes nativas em solos da África

(PULVER; KUENEMAN; RANGA-RAO, 1985), assim como para tolerância

ao nitrato (CARROL; MCNEIL; GRESSHOFF, 1985).

Burias e Planchon (1990) citam que a seleção de genótipos de soja para

incremento do número de nódulos, massa de nódulos e atividade da

nitrogenase correlacionados com produtividade pode ser obtida até mesmo

em gerações precoces.
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Quanto ao feijão-comum, em razão da variabilidade encontrada entre

genótipos quanto à eficiência do processo de FBN, tem sido enfatizada a

importância do melhoramento genético da planta para otimizar o

fornecimento de N via fixação biológica.

Vargas e Hungria (1997) citam que algumas observações como a

resistência a algumas doenças e insetos evidenciam que o processo de

domesticação pode ter sido restrito a poucas plantas ou a uma parcela

pequena da população de feijoeiros silvestres. Mytton (1984) considerou

que, durante o processo de domesticação do feijoeiro, certas

características desejáveis teriam sido selecionadas, sendo acompanhadas

de um processo indireto de seleção negativa em relação à capacidade de

nodulação e FBN.

Uma comprovação disso seria o fato de que em um mapa de ligação

genética do feijoeiro, as regiões para expressão de nodulação abundante

estavam associadas às regiões onde se expressa a suscetibilidade à

Xanthomonas campestris pv. phaseoli e, consequentemente, a seleção

para resistência à bacteriose seria negativa para a FBN (NODARI et

al.,1993).

Os principais programas para seleção de genótipos do feijoeiro foram

desenvolvidos no CIAT e na Universidade de Wisconsin. No CIAT, foi

utilizado o método do cruzamento e seleção recorrente, comparando-se o

material genético através da redução do acetileno, nodulação,

produtividade e caracteres agronômicos gerais (CIAT, 1987; VARGAS;

HUNGRIA,1997).

Desse programa resultaram linhagens elite de feijão, que foram testadas em

uma primeira fase para dar sequência aos testes dos genótipos superiores

utilizados na seleção de estirpes. As diversas linhagens RIZ existentes

foram obtidas desse programa (GRAHAM, 1981; KIPE-NOLT; GILLER, 1993;

KIPE-NOLT; VARGAS; GILLER, 1993).
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Como parte do programa para seleção de genótipos do feijoeiro do CIAT,

também foram obtidas linhagens BC2S3 de variedades africanas. Essas

linhagens foram avaliadas quanto à nodulação inicial, número de nódulos e

senescência tardia e foram obtidos resultados satisfatórios quanto aos

fatores agronômicos e à nodulação. O método de melhoramento utilizado

foi o IBLM (Inbred Backcross Line Method), que utiliza cultivares

adaptadas ou linhagens de melhoramento com parentais recorrentes em

combinações (CIAT, 1987; HUNGRIA et al., 2000).

Nos programas desenvolvidos na Universidade de Wisconsin, com dois

ciclos de seleção recorrente para incremento no número de nódulos, foi

constatado que a herdabilidade era de 0,30 e, pelo IBML, cinco linhagens

melhoradas foram liberadas para FBN (BOHRER, 1996).

Em testes de campo realizados no Brasil, uma dessas cinco linhagens

(WBR22 - 34) fixou duas vezes mais do que a cultivar padrão brasileira,

Rio Tibagi, e 20 % mais do que a Negro Argel, que em estudos anteriores

havia sido identificada como cultivar de alta capacidade de fixação

(HERRIDGE; DANSO, 1995).

No entanto, em outros experimentos de campo, essas linhagens não foram

bem-sucedidas. Observou-se que embora as características associadas

com a FBN tenham melhorado, fatores não genéticos parecem ter

influenciado o resultado final (TSAI; CONCEIÇÃO; MOON, 1995).

Vargas et al. (1994) citam que muitas vezes a maior capacidade fixadora de

determinados genótipos de feijão não tem sido considerada, como no caso

da cultivar Carioca, que não foi empregada em nenhum programa de

melhoramento para FBN no Brasil, apesar de, em diversos experimentos,

destacar-se como a melhor planta hospedeira, inclusive na região dos

Cerrados, onde a inoculação dessa cultivar permitiu ganhos de 489 ha-1 de

grãos/ha, em relação ao controle não inoculado.
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O direcionamento atual aos programas de melhoramento do feijoeiro para

aumento da fixação de N
2 
tem priorizado o melhoramento de plantas com

capacidade para nodular e fixar nitrogênio na presença de nitrato e com

nodulação precoce (HERRIDGE; DANSO, 1995).

Com relação ao feijão-caupi, o International Institute of Tropical

Agriculture (IITA) tem o mandato global do melhoramento e coordena

65 programas nacionais de melhoramento genético dessa leguminosa.

No Brasil, desde 1991, o Programa de Pesquisa de Feijão-caupi foi

desincorporado do Programa Nacional de Pesquisa de Feijão e passou para a

coordenação da Embrapa Meio-Norte, em Teresina-PI (WETZEL et al., 2005).

Singh (2006) considera que a estratégia geral do IITA é o desenvolvimento

de linhas de melhoramento em que seja priorizada a maturidade, o tipo da

planta e o tipo de semente com combinada resistência a pragas e doenças.

Os programas de melhoramento para o feijão-caupi costumam,

tradicionalmente, enfocar o caráter precocidade, resistência a pragas e

doenças, armazenamento, produtividade e características do grão, tais

como, cor do tegumento e peso (EHLERS; HALL, 1997). Esses programas

praticamente não visam à melhoria da contribuição da FBN para o

crescimento do vegetal e a produção de grãos.

No Programa de Melhoramento de Feijão-caupi do Brasil, os objetivos estão

relacionados ao aumento da produtividade e melhoria da qualidade visual,

culinária e nutricional dos grãos; aumento da adaptabilidade, estabilidade e

tolerância a estresses hídricos; desenvolvimento de cultivares mais

adequadas à agricultura familiar; incorporação de resistência múltipla a

doenças e aumento da resistência a insetos; desenvolvimento de cultivares

com grãos de cor verde persistente à secagem para enlatamento e

congelamento e desenvolvimento de cultivares com características para

processamento industrial (FREIRE FILHO et al., 2005).
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No início, o melhoramento genético do feijão-caupi foi voltado

principalmente para o aumento da produtividade, posteriormente para a

resistência às doenças, principalmente as viroses e atualmente, além

dessas duas características, está sendo dada grande ênfase à qualidade de

grãos e à arquitetura da planta. Os melhoristas do feijão-caupi consideram

que os principais desafios atuais sejam melhorar a cultura com vistas ao

cultivo mecanizado e a superação dos níveis de produtividade (FREIRE

FILHO et al., 2005).

Apesar do grande avanço, constata-se que até o momento, o referido

programa apresenta uma lacuna com relação à FBN. Ou seja, as cultivares

estão sendo selecionadas e lançadas sem que seja considerado o potencial

para a  fixação biológica do nitrogênio.

No Senegal, o principal programa de melhoramento do feijão-caupi tem

como enfoque a maturação precoce das cultivares com altas

produtividades, resistência a doenças severas (Cowpea aphidborne e

Mosaic vírus), a pragas (Cowpea aphid) e a ervas daninhas (NDIAYE;

SPENCER; GUEYE, 2000). Os melhoristas já constataram a necessidade de

incluir nos programas de melhoramento, os genótipos com potencial para alta

fixação de N2.
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 Avanços no melhoramento
genético em relação à FBN

Significativas variações nas características relacionadas à fixação de N
2
 têm

sido encontradas na maioria das leguminosas (GRAHAM; VANCE, 2000). O

melhoramento genético na nodulação tem sido alcançado tanto por seleção

indireta, quando as plantas desenvolvem-se em condições de limitação de N

(ELIZONDO BARRON et al.,1999; PAZDERNIK; GRAHAM; ORF, 1997), quanto

por seleção direta para massa de nódulos, redução de acetileno e conteúdo de

ureído no xilema (BOHRER, 1996; HERRIDGE et al., 1994).

Graham e Vance (2000) citam que o melhoramento para otimizar a fixação de

N
2
 não deve ser feito isolado, considerando que outros problemas deverão ser

resolvidos para que a FBN seja bem-sucedida. Um exemplo é o melhoramento

da nodulação do feijão-comum seguido do biocontrole do apodrecimento de

raízes em solos arenosos irrigados. Em contraste, seleção para

características, tais como, raízes adventícias ou superficiais, muito importantes

em solos ácidos e com baixo teor de P podem limitar a nodulação e a fixação

(JAYAWARDANE et al., 1995; JENSEN, 1986; LYNCH; BEEBE, 1995).

Jensen e Castellanos (1994) observaram a possibilidade de alcançar diferentes

alvos no melhoramento para incremento da FBN. Um exemplo foi o estudo

desenvolvido por Pazdernik, Graham e Orf (1997), no qual foi verificado que a

cultivar de soja Chippewa acumulava 30 g N planta-1 em um solo com baixo teor

de N, sendo 52 % nos grãos, enquanto que outra cultivar (Parker) acumulava

17g N planta-1, mas 80 % do N concentrava-se na semente.

Vários métodos de melhoramento genético têm sido utilizados nos programas

que objetivam a otimização da FBN, inclusive retrocruzamentos e

seleção recorrente fenotípica. A FBN é uma característica quantitativa

que pode estar relacionada a um grande número de genes, portanto a

estratégia de seleção deve empregar critérios apropriados na

determinação das características relacionadas à fixação de nitrogênio

(RANALLI; CUBERO, 1997).
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Mutschler e Bliss (1980) consideraram a seleção recorrente um método

efetivo para acumulação de genes favoráveis dos parentais com alto potencial

de fixação de N
2
. Um grande número de plantas selecionadas pode ser

necessário para promover a recombinação de características desejáveis do

hospedeiro, tais como, tolerância a nitrato, alta produtividade, alta massa

nodular e número de nódulos.

Outros autores consideraram que o cruzamento interespecífico pode ser outro

método apropriado para o aumento da fixação de nitrogênio em leguminosas.

Um cruzamento entre Cicer arietinum e seu relativo silvestre Cicer

reticulatum revelaram transgressiva segregação na F2 para melhoramento da

nodulação, conteúdo de N e produtividade (JAISWAL; SINGH, 1990).

Um fator limitante à atividade de nodulação é o nitrato do solo. Com o objetivo

de obter linhagens com boa nodulação na presença de nitrato, tem sido usado

mutagênese com ervilha, soja e feijão-comum. Em feijoeiro foram obtidos

genótipos mutantes supernodulantes, que nodulam abundantemente, mesmo

na presença de nitrato. Essa característica é controlada por um único gene

recessivo e está relacionada a um fator associado a parte aérea (PARK;

BUTTERY, 1988).

Na mesma linha de pesquisa foram obtidos mutantes de soja, cuja nodulação e

FBN não são inibidas pela presença de nitrato. Carrol, McNeil e Gresshoff

(1985) selecionaram mutantes da cultivar Bragg e passaram a denominá-los de

nts (nitrate tolerant symbiont). Semelhante aos do feijão-comum, os genes

recessivos são controlados pela parte aérea.

Alguns progressos nos programas de melhoramento para incremento já estão

consolidados, tais como: cultivares de soja que nodulam promiscuamente

com rizóbios nativos, na África (DASHIELL et al. 1990); linhagens de

gerações avançadas de soja que nodulam eficientemente na presença de

nitrato (PEOPLES; HERRIDGE, 1990); e germoplasmas de feijão-comum

com potencial para alta fixação de N2 (BLISS, 1993).
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Considerações finais

Por causa da variabilidade encontrada nas leguminosas quanto à eficiência

do processo de FBN, tem sido enfatizada a importância do melhoramento

genético da planta para otimizar o fornecimento de N via fixação biológica.

Nos estudos da FBN, muita atenção tem sido dada à seleção do

microssimbionte, sendo a seleção de estirpes o principal recurso para a

otimização da fixação do nitrogênio. Por outro lado, a seleção de cultivares

para essa finalidade tem sido pouco utilizada.

Diferentemente do macrossimbionte, o microssimbionte tem sido estudado

por meio de análises fisiológicas e análises da expressão do genoma.

Conclui-se que esse fato seja em razão das dificuldades inerentes,

decorrentes da complexidade do genoma da célula vegetal. Verifica-se que

em virtude do desenvolvimento da Genética Molecular Vegetal, tem sido

observado, nos últimos anos, um avanço expressivo na compreensão dos

mecanismos que regulam o processo de FBN na planta.

O desafio para melhorar a capacidade de fixação de N
2
 das leguminosas,

por meio do melhoramento, é complexo porque existem dois componentes

a ser considerados: a planta hospedeira e o rizóbio. Muitos programas de

seleção ignoram esse aspecto, mas a complexidade da interação evidencia

que só com a seleção concomitante dos parceiros simbióticos poderá ser

obtida a otimização da FBN.
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