|| T TIT] » [N ITE | |

ISSN 0704-866X
Agosto, 2009

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Meio-Norte
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento

Documentos

Estado atual da arte quanto

a selecao e o melhoramento
o de gendétipos para a

otimizacao da FBN

Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara
Maurisrael Moura da Rocha

Gustavo Ribeiro Xavier

Norma Gouvéa Rumjanek

Embrapa Meio-Norte
Teresina, Pl
2009

‘ Teste 196 Estado atual da arte.pmdl 22/4/2010, 15:59



| NI ITT] » [N (1M

Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Meio-Norte

Av. Duque de Caxias, 5.650, Bairro Buenos Aires,
Caixa Postal: 01

CEP 64006-220 Teresina, PI.

Fone: (86) 3089-9100

Fax: (86) 3089-9130

Home page: www.cpamn.embrapa.

Email: sac@pamn.embrapa.br

Comité de Publicacdes

Presidente: Flavio Flavaro Blanco,

Secretéaria Executiva: Luisa Maria Resende Goncalves

Membros: Paulo Sarmanho da Costa Lima, Fabio Mendonca Diniz, Cristina
Arzabe, Eugénio Celso Emérito Aratjo, Danielle Maria Machado Ribeiro
Azevédo, Carlos Anténio Ferreira de Sousa, José Almeida Pereira e Maria
Teresa do Régo Lopes

Supervisor editorial: Ligia Maria Rolim Bandeira
Revisor de texto: Ligia Maria Rolim Bandeira
Normalizacao bibliogréfica: Orlane da Silva Maia
Editoracao eletrénica: Jorima Marques Ferreira

12 edicao
12 impressdo (2009): 300 exemplares

Todos os direitos reservados.
A reproducdo nado-autorizada desta publicacédo, no todo ou em parte,
constitui violacdo dos direitos autorais (Lei no 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)
Embrapa Meio-Norte

Estado atual da arte quanto a selecdo e o melhoramento de gendtipos
para a otimizacao da FBN / Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara ... [et
al.] - Teresina : Embrapa Meio-Norte, 2009.

34 p.; 21 cm. - (Documentos / Embrapa Meio-Norte, ISSN 0104-866X ;

196).

1. Leguminosa com grao. 2. Nodulacéo. 3. Melhoramento genético

vegetal. |. Alcantara, Rosa Maria Cardoso Mota de. Il. Embrapa Meio-Norte. Ill.

Série. CDD 633.3 (21.ed.)

© Embrapa, 2009

‘ Teste 196 Estado atual da arte.pmd2 22/4/2010, 15:59



‘ Teste 196 Estado atual da arte.pmd3

Autores

Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara
Engenheira agrénoma, M.Sc. em Agronomia,
pesquisadora da Embrapa Meio-Norte e doutoranda
do Curso de Agronomia, Ciéncia do Solo - UFRRJ,
Teresina, Pl

rmaria@cpamn.embrapa.br

Maurisrael de Moura Rocha

Engenheiro agrbnomo, D.Sc. em Genética e
Melhoramento de Plantas, pesquisador da Embrapa
Meio-Norte, Teresina, Pl
mmrocha@cpamn.embrapa.br

Gustavo Ribeiro Xavier

Engenheiro agrénomo, D.Sc. em Ecologia Microbiana
Molecular, pesquisador da Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ

gustavo@cnpab.embrapa.br

Norma Gouvéa Rumjanek
Bioquimica farmacéutica, Ph.D. em Clinica
Farmacéutica, pesquisadora da Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, RJ
norma@cnpab.embrapa.br

22/4/2010, 15:59



Apresentacao

A fixacao biolégica do nitrogénio é um processo que contribui para o
aumento da produtividade das culturas, reduzindo o custo de producéo e a
dependéncia dos sistemas de producdo aos insumos externos, além da
contribuicao para a melhoria da qualidade ambiental. Esses beneficios
podem ser consideravelmente alargados, uma vez que a quantidade de
nitrogénio fixada pode ser aumentada em cerca de 300 %. Esse aumento
pode ser conseguido por meio do incremento da eficiéncia das bactérias
fixadoras de nitrogénio ou pela eficiéncia das préprias 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 graos, podendo até promover uma selecao
negativa, relativamente a capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio.
Porém, com as modernas técnicas de biologia molecular, abrem-se novas
perspectivas para o desenvolvimento de plantas com maior capacidade de
fixacao biolégica de nitrogénio.

Esta publicacao discorre sobre as pesquisas ja desenvolvidos e as perspectivas
de avanco do conhecimento quanto a selecao e o melhoramento de genétipos
para a otimizacao da fixacao biolégica do nitrogénio.

Hoston Tomas Santos do Nascimento
Chefe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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Estado atual da arte quanto
a selecao e o melhoramento
de gendétipos para a
otimizacdo da FBN'

Rosa Maria Cardoso Mota de Alcantara
Maurisrael de Moura Rocha

Gustavo Ribeiro Xavier

Norma Gouvéa Rumjanek

Introducao

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) é um dos mais importantes
processos que ocorre na natureza. A incorporacao de nitrogénio, via FBN,
aos diferentes ecossistemas do planeta é bastante elevada, representando
uma importante economia de energia féssil.

Nas leguminosas a FBN é bastante variavel, dependendo da espécie. No
entanto, hd um grande potencial para aumento da contribuicao na fixacao
de nitrogénio entre essas espécies. Herridge e Danso (1995) consideram
que o incremento dessa contribuicao poderia ocorrer por meio do aumento
da area de producao de leguminosas; da melhoria do manejo da cultura,
que favorecesse os determinantes de produtividade; pela modificacao
genética de espécies que promovesse alta dependéncia da cultura a fixacao
biolégica de N e alta produtividade.

"Trabalho de revisdo apresentado pela primeira autora, no exame de qualificacdo do Curso
de Doutorado em Agronomia Ciéncia do Solo da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.
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10 Estado atual da arte quanto a selecdo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN

Provorov e Tikhonovich (2003) argumentam que embora exista uma grande
variacdo na intensidade simbidtica da fixacdo de N nas leguminosas, a
quantidade potencial de nitrogénio fixado (determinado em condicoes
6timas para fixacdo de N) é muitas vezes maior do que as quantidades,
geralmente, fixadas em condicGes de campo.

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 bioldgica.
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.

Nos estudos da FBN muita atencao tem sido dada a selecao do
microssimbionte, sendo a selecado de estirpes o principal recurso para a
otimizacao da fixacao do nitrogénio. Por outro lado, a selecao de cultivares
para essa finalidade ndo 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 beneficio
econdmico. No entanto, nem sempre tem apresentado resultados bem-
sucedidos. Muitas razoes contribuem para tal, como a dificuldade em
combinar caracteristicas como a fixacdo de nitrogénio com outras
caracteristicas, tais como, resisténcia a doencas, qualidade das sementes
e produtividade.

O desafio para melhorar a capacidade de fixacédo de N, das leguminosas,
por meio do melhoramento, é complexo porque existem dois componentes
a serem considerados: a planta hospedeira e o rizébio. Muitos programas
de selecao ignoram esse aspecto, mas a complexidade da interacao
evidencia que a selecao concomitante dos parceiros simbiéticos deveria
ser priorizada (RANALLI; CUBERO, 1997).

*



Estado atual da arte quanto a selecédo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN 11

Mecanismos que regulam o
processo da FBN no
macrossimbionte

Nos estudos de FBN muita atencao tem sido dada ao microssimbionte,
tendo-se informacdes que englobam desde andlises fisioldgicas até andlises
da expressdo do genoma. O mesmo nao tem ocorrido em relacdo ao
macrossimbionte. Rumjanek et al., (2005) concluiram que isso se deve as
dificuldades inerentes, decorrentes da complexidade do genoma da célula
vegetal. E que, gracas ao desenvolvimento da Genética Molecular Vegetal,
tem-se observado, nos Ultimos anos, um avanco expressivo na
compreensao dos mecanismos que regulam o processo de FBN na planta.

A capacidade de formar simbiose com bactérias noduliferas ndao é comum
a todas as espécies de leguminosas. Entre as espécies que nodulam,
verifica-se ampla variacdo com relacdo ao potencial de fixacao. Segundo
Sanginga (1992), em condicdes idénticas, a Leucaena leucocephala e a
Gliricicia sepium podem fixar de 200 a 300 kg de N, enquanto que a Acdcia
albida apenas 20 a 30 kg de N.

Existem relatos bastante antigos com relacéo a variabilidade a FBN, entre
gendtipos de uma mesma espécie. A variabilidade entre genétipos de soja
quanto a fixacdo de N, foi observada no Brasil desde a década de 60
(DOBEREINER; 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 a dos
parentais. Indicando que os pardmetros de FBN nao estavam recebendo a
devida importancia nos programas de melhoramento.

A variabilidade entre cultivares de feijoeiro na habilidade de fixar N, foi
detectada desde os primeiros estudos conduzidos no Brasil
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12 Estado atual da arte quanto a selecdo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN

(DOBEREINER; RUSCHEL, 1961; FRANCO; DOBEREINER, 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, e na habilidade de
translocar o N, fixado, refletindo-se em diferencas na nodulagéo, producéo
de massa vegetal e de grdos e no N total acumulado nos tecidos.

A principio a importancia do genétipo do hospedeiro foi atribuida, quase
sempre, a sua capacidade fotossintética. Os autores especializados
consideram que nos periodos de maxima FBN pode ocorrer um desvio de
10 % a 30 % dos fotossintatos totais da planta e, como as leguminosas
sao plantas de ciclo C3, caracterizadas pela fotorrespiracao elevada e
baixa taxa fotossintética liquida, a fotossintese esta intimamente
relacionada a FBN.

O papel da fotossintese ficou ainda mais evidente apds os experimentos
conduzidos por Hardy e Havelka (1975), nos quais a fertilizacdo com CO,
aumentava consideravelmente as taxas de FBN. A partir dai, inimeros
trabalhos foram conduzidos, em que a manipulacao dos fotossintatos
enviados para os nddulos 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 nao diferissem entre cultivares, os que apresentavam
maior atividade fixadora mantinham maior proporcao de carboidratos nas
formas sollveis, que seriam mais prontamente utilizadas pelos nédulos.

‘ Teste 196 Estado atual da arte.pmdl2 22/4/2010, 15:59
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Estado atual da arte quanto a selecédo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN 13

Outro ponto considerado foi a época de maturacdao, que tem muita
importancia, uma vez que as cultivares mais tardias, como as de
crescimento indeterminado, apresentam um periodo maior de
fornecimento de carboidratos para o funcionamento dos nédulos
(GRAHAM; ROSAS, 1977).

A determinacao de caracteristicas que possam ser utilizadas em um
programa de selecdo e melhoramento de germoplasma de feijao-caupi para
FBN, aliada a complexidade do genoma do macrossimbionte, sdo as
dificuldades comumente encontradas, apesar da grande variabilidade de
germoplasma disponivel (RUMJANEK et al., 2005)

Alguns parametros diretamente relacionados com a FBN tém sido
recomendados para programas de melhoramento, entre eles o peso de
nédulos e o N total acumulado pela parte aérea. Esses parametros
mostram correlacdes significativas com a quantidade de N fixado e
permitem uma reducao substancial no tempo, em custos e materiais dos
programas de melhoramento genético vegetal (ANKOMAH et al., 1996).

No Brasil, estudos realizados por Stamford (1978) e Stamford e Neptune
(1979) com diferentes cultivares de feijao-caupi associadas com estirpes
pré-selecionadas ou estirpes nativas, mostraram uma ampla variabilidade de
respostas quanto ao N total acumulado e ao peso de nédulos.

Em outro estudo com feijao-caupi, compreendendo a inoculacéo de dez
cultivares de diferentes regides geograficas (Brasil, Nigéria e EUA), com
cinco estirpes de rizébio isoladas, da Regidao Nordeste brasileira, Xavier
(2000) também observou uma ampla variabilidade de resposta quanto ao
ndimero e ao peso de nédulos. Foram observadas respostas diferentes de
nodulacdo, a exemplo da cultivar Galanjao-CE, que apresentou 90 % dos
nédulos ocupados pela estirpe bs13.
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14 Estado atual da arte quanto a selecdo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN

Ndiaye, Spencer e Gueye (2000), em estudo com 16 cultivares de feijao-
caupi inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium coletadas no oeste da
Africa, quantificaram a percentagem de N derivado da atmosfera (% Ndfa) e
observaram diferencas significativas de N acumulado nas diferentes partes
da planta. A maior % Ndfa (74,33 % na parte aérea e 60,90 % naraiz) e
maior acimulo de N fixado (960 mg N planta™ na parte aérea e 38 mg N
planta™ na raiz) foi apresentada pela cultivar Ndoute. Os autores concluiram
que essa cultivar poderia ser utilizada em programas de melhoramento do
feijdo-caupi na Africa, para contribuir com a geracéo de cultivares eficientes
em FBN.

A caracteristica mais priorizada em programas de melhoramento é o
rendimento de graos, por conta do seu valor econémico, porém, existem
indicacoes de que em feijao-caupi a distribuicao de N nas vagens é
dependente da estirpe de rizébio formadora dos nédulos, o que indica as
limitacdes de programas que nao levem em consideracao os dois parceiros
simbiontes (RUMJANEK et al., 2005).
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Genes que regulam a FBN no
macrossimbionte

Com os avancos da genética molecular, o controle genético da FBN vem
sendo estudado e ja ha relatos da existéncia de 100 genes responsaveis
pelos estadios cruciais de desenvolvimento dos nédulos em ervilha (Pisum
sativum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), trevo vermelho (Trifolium
pratense L.), alfafa (Medicago sativa L.), feijao-comum (Phaseolus vulgaris
L.), grdo-de-bico (Cicer arietinum), fava (Vicia faba L.) e trevo-branco
doce (Melilotus alba Desr.) (BORISOV et al., 2000; PROVOROV;
BORISOV; TIKHONOVICK, 2002).

Em relacao ao feijoeiro, na década de 50 ja havia registros de que os genes
com maior responsabilidade pela nodulacao pareciam residir na planta
hospedeira (VARGAS; HUNGRIA,1997).

Os genes identificados na planta referem-se, principalmente, a nodulacao.
Nos Estados Unidos, foi conduzido um programa para identificar genes da
soja que restringissem a nodulacdo com os sorogrupos dominantes nos
solos, possibilitando resposta a inoculagdao com estirpes mais eficientes,
mas nao tdo competitivas quanto as estabelecidas no solo.

Foram relatados trés genes dominantes responsaveis pela restricao da
nodulacéo da soja, Rj,, Rj, e Rj, e um gene recessivo rj,rj, , determinando
a ndo-nodulacao com todos os sorogrupos. No campo, os gendtipos que
carregam o gene recessivo rj,rj, formam um nédulo a cada 1000 ou 1500
plantas e em casa de vegetacao formam nédulos ocasionais com algumas
estirpes. Todos esses genes sao distintos em sua segregacao, facilitando a
construcao de gendtipos de soja, contendo uma ou todas as combinacdes
possiveis (HUNGRIA et al., 2000).

No Brasil, porém, nao se constatou nenhuma restricao a nodulacao quando
152 cultivares foram testadas para nodulacdo com os sorogrupos
dominantes nos solos brasileiros. Embora fossem encontradas diferencas
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16 Estado atual da arte quanto a selecdo e o melhoramento de gendtipos para a otimizacdo da FBN

de até quatro vezes, no niumero de nédulos. Entre as cultivares, a menor
nodulacdo em condicdes axénicas, correspondeu ao valor de 20 nédulos
por planta (BOHRER; HUNGRIA, 1998).

Na cultura do feijao-caupi, foi selecionado um mutante cpi- que apresentou
nodulacao ineficiente (PEMBERTON; SMITH; MILLER JUNIOR, 1990).
Apesar de ser necessaria a realizacao de novos estudos visando
compreender a participacao do gene cpi no processo de formacao dos
nédulos, existem exemplos que sugerem o envolvimento desse gene ou
genes semelhantes relacionados com o baixo rendimento da nodulacao
(RUMJUANEK et al., 2005).

Castilleja e Roskoski (1983) avaliaram, em condicdes de campo, 17
gendtipos de feijao-caupi e verificaram uma amplitude de 0,05 a 4,30 gde N
acumulado.planta™ associada a niveis de nodulacdo variando de 0,04 a 1,50
g de nédulo.planta™. Possivelmente, em alguns gendtipos, a baixa
nodulacéo tenha sido resultado de uma troca ineficiente de sinais
moleculares ou de maior especificidade em relacdo ao microssimbionte, o
que pode ser uma caracteristica promissora para a introducao de
inoculantes.
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Interface entre os programas de
melhoramento genético vegetal e a
FBN

O incremento da FBN por meio do melhoramento genético da planta nao é
um conceito novo. Na década de 40, na Europa, foram desenvolvidos
estudos de selecao e melhoramento de trevo (Trifolium pratense) e trevo
subterraneo (7Trifolium subterraneum) para aumentar a nodulacao e a
fixacao de nitrogénio. 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 atencao foi dada a soja e ao feijao-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 areas de pesquisas consideradas na década
de 70 como recomendacdes para estruturacdo dos programas de
melhoramento objetivando a FBN, com foco principal nas culturas da soja
(Glycine max L.) e alfafa (Medlicago sativa), tais como: identificacao da
alocacao do C e N nos diversos tecidos das plantas para definir
caracteristicas da fixacdo de N,; comparacéo de estratégias alternativas
para selecao; desenvolvimento de sistemas de controle genético com
indicacao da especificidade e do hospedeiro; desenvolvimento de gendtipos
com maior utilizagéo da fixacéo de N, , incluindo aqueles que possam
excretar compostos nitrogenados e nos quais a FBN nao seja inibida pelo N
do solo.

Mytton (1983) argumenta que muitos programas de melhoramento da
fixacdo de N, desenvolvidos nas décadas de 70 e 80, n&o tiveram sucesso
e que um dos entraves poderia ter sido o pouco entendimento das
informacdes genéticas basicas quanto as expressoes das caracteristicas
desejadas.
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Como estratégia para aumento da FBN por meio do melhoramento
genético, alguns estudos foram desenvolvidos visando a maximizacéo da
produtividade (biomassa e producao de graos), considerando que grande
quantidade de biomassa requer mais N. Essa abordagem, no entanto,
assume que a capacidade para a fixagéo suficiente de N, aumenta com a
demanda maior de culturas de maior biomassa. O que tem particular
aplicacao para espécies de menor producao como feijao-comum (Phaseolus
vulgaris), lentilha (Lens culinaris), feijao-da-china (Vigna radiata) e grao-de-
bico (Cicer arietnum), mas tém menor importancia 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 tolerancia
simbidtica do nitrato, ou seja, a habilidade da leguminosa nodular e fixar
N, na presenca de nitrato no solo. Essa estratégia pode nao resultar em
maior produtividade (biomassa ou grao), visto que o principal impacto é
no aumento do total de N, fixado. Mas, beneficios 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 otimizacao da nodulacédo por meio de
caracteristicas especificas como massa de nédulos e duracao do processo,
dependendo das circunsténcias para promiscua ou seletiva nodulacao
(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 contribuicdo dos
programas de melhoramento que utilizaram essas estratégias em busca da
melhoria da FBN e argumentam que pouco foi conseguido, principalmente
em razéo da dificuldade em combinar a caracteristica da fixacdo de N, com
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outras caracteristicas agronémicas. Esse foi o maior problema do
programa de melhoramento da soja, na Australia, que tinha como foco a
tolerancia simbiética ao nitrato.

As técnicas disponiveis para a quantificacdao da FBN, no passado, também
dificultaram a obtencao de resultados confidveis. O que sé mudou depois
do surgimento da técnica do '®*N (HERRIDGE; ROSE, 1994).

Bohrer (1996) considera que muitos desses programas de melhoramento,
visando a fixagdo de N,, possuiam focos pouco amplos e ndo estavam
efetivamente conectados a programas maiores que geralmente dispéem de
mais recursos genéticos e maior diversidade.

Na Australia em 1980, foi iniciado um programa de melhoramento da soja
para incremento da fixacéo de N,, em paralelo com o programa geral de
melhoramento da soja, cujo foco era alta produtividade, qualidade de graos
e resisténcia a doencas. Foram disponibilizadas cultivares locais obtidas de
cruzamentos com cultivares dos Estados Unidos (EUA) e gendtipos de
origem coreana. No inicio foi observado que alguns gendétipos aumentavam
a nodulacao e a fixacao de nitrogénio na presenca de nitrato no solo. Em
experimentos em casa de vegetacao 489 gendtipos foram avaliados, dos
quais 32 foram identificados como tolerantes a nitrato. Os gendtipos de
origem coreana apresentaram alta nodulacéo e fixacdo de N, (HERRIDGE;
ROSE, 2000).

Segundo Herridge e Rose (2000), apés uma década, o referido programa de
melhoramento incluiu alguns resultados positivos tais como: a introducao de
um novo germoplasma com evidéncias de que pelo menos os genes que
expressavam altos niveis de fixacdo de nitrogénio estavam integrados ao
pool do gene local; o germoplasma original (EUA) apresentou tolerancia ao
nitrato e subsequentemente foi utilizado no programa geral de
melhoramento da soja na Australia; a base de germoplasma do programa
local de melhoramento foi ampliada com os genes dos gendétipos coreanos
que apresentaram alto teor de proteina.
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No Brasil, a selecdo e o melhoramento da soja foram iniciados em 1930.
As variedades de soja introduzidas dos EUA e as variedades recuperadas
das primeiras introducdes no territério brasileiro fizeram parte do
Programa Brasileiro de Melhoramento da Soja. A resisténcia as doencas, a
resisténcia as pragas e a tolerancia aos solos de baixa fertilidade, bem
como a producao das plantas com insercao de vagens para colheita
mecanica, foram os objetivos principais do programa. Embora a FBN nao
fosse considerada explicitamente como um fator para a selecdo no
programa de melhoramento, a maximizacao da FBN foi favorecida pela
conducao da selecao e do melhoramento em solos com baixo teor de N,
nos quais as sementes foram inoculadas com estirpes eficientes e sem
aplicacao de fertilizante com N (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003).

Em 1960, a recém-criada Comissao Nacional da Soja ja 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 tdo bem como a soja
cultivada com fertilizante nitrogenado (WEBER, 1966). Assim, a decisao
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 eficiéncia de FBN, poucos
sdo os estudos que objetivam o melhoramento do gendtipo da soja para
essa caracteristica (VARGAS; HUNGRIA,1997). Existem relatos de estudos
para circunstancias especificas, como o melhoramento para a
promiscuidade da nodulacdo com as estirpes nativas em solos da Africa
(PULVER; KUENEMAN; RANGA-RAOQ, 1985), assim como para tolerancia
ao nitrato (CARROL; MCNEIL; GRESSHOFF, 1985).

Burias e Planchon (1990) citam que a selecado de gendtipos de soja para
incremento do numero de nddulos, massa de nédulos e atividade da
nitrogenase correlacionados com produtividade pode ser obtida até mesmo
em geracoes precoces.
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Quanto ao feijdo-comum, em razao da variabilidade encontrada entre
gendtipos 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 bioldgica.

Vargas e Hungria (1997) citam que algumas observacées como a
resisténcia a algumas doencas e insetos evidenciam que o processo de
domesticacao pode ter sido restrito a poucas plantas ou a uma parcela
pequena da populacao de feijoeiros silvestres. Mytton (1984) considerou
que, durante o processo de domesticacao do feijoeiro, certas
caracteristicas desejaveis teriam sido selecionadas, sendo acompanhadas
de um processo indireto de selecdo negativa em relacao a capacidade de
nodulacao e FBN.

Uma comprovacao disso seria o fato de que em um mapa de ligagao
genética do feijoeiro, as regides para expressao de nodulacao abundante
estavam associadas as regioes onde se expressa a suscetibilidade a
Xanthomonas campestris pv. phaseoli e, consequentemente, a selecao
para resisténcia a bacteriose seria negativa para a FBN (NODARI et
al.,1993).

Os principais programas para selecado de genétipos do feijoeiro foram
desenvolvidos no CIAT e na Universidade de Wisconsin. No CIAT, foi
utilizado o método do cruzamento e selecao recorrente, comparando-se o
material genético através da reducao do acetileno, nodulacao,
produtividade e caracteres agrondmicos gerais (CIAT, 1987; VARGAS;
HUNGRIA,1997).

Desse programa resultaram linhagens elite de feijao, que foram testadas em
uma primeira fase para dar sequéncia aos testes dos gendtipos superiores
utilizados na selecao 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 selecao de genétipos do feijoeiro do CIAT,
também foram obtidas linhagens BC2S3 de variedades africanas. Essas
linhagens foram avaliadas quanto a nodulacao inicial, nimero de nédulos e
senescéncia tardia e foram obtidos resultados satisfatérios quanto aos
fatores agronémicos e a nodulacdo. O método de melhoramento utilizado
foi o IBLM (Inbred Backcross Line Method), que utiliza cultivares
adaptadas ou linhagens de melhoramento com parentais recorrentes em
combinacoes (CIAT, 1987; HUNGRIA et al., 2000).

Nos programas desenvolvidos na Universidade de Wisconsin, com dois
ciclos de selecao recorrente para incremento no nimero de nédulos, 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 padrao brasileira,
Rio Tibagi, e 20 % mais do que a Negro Argel, que em estudos anteriores
havia sido identificada como cultivar de alta capacidade de fixacao
(HERRIDGE; DANSO, 1995).

No entanto, em outros experimentos de campo, essas linhagens nao foram
bem-sucedidas. Observou-se que embora as caracteristicas associadas
com a FBN tenham melhorado, fatores ndao genéticos parecem ter
influenciado o resultado final (TSAI; CONCEICZ\O; MOON, 1995).

Vargas et al. (1994) citam que muitas vezes a maior capacidade fixadora de
determinados gendtipos de feijao nao tem sido considerada, como no caso
da cultivar Carioca, que ndo 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 regiao dos
Cerrados, onde a inoculacdo dessa cultivar permitiu ganhos de 489 ha de
graos/ha, em relacédo ao controle ndo inoculado.
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O direcionamento atual aos programas de melhoramento do feijoeiro para
aumento da fixagdo de N, tem priorizado o melhoramento de plantas com
capacidade para nodular e fixar nitrogénio na presenca de nitrato e com
nodulacéo precoce (HERRIDGE; DANSO, 1995).

Com relacao ao feijao-caupi, o International Institute of Tropical
Agriculture (lITA) 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 Feijao-caupi foi
desincorporado do Programa Nacional de Pesquisa de Feijao e passou para a
coordenacao da Embrapa Meio-Norte, em Teresina-Pl (WETZEL et al., 2005).

Singh (2006) considera que a estratégia geral do lITA é o desenvolvimento
de linhas de melhoramento em que seja priorizada a maturidade, o tipo da
planta e o tipo de semente com combinada resisténcia a pragas e doencas.

Os programas de melhoramento para o feijao-caupi costumam,
tradicionalmente, enfocar o carater precocidade, resisténcia a pragas e
doencas, armazenamento, produtividade e caracteristicas do grao, tais
como, cor do tegumento e peso (EHLERS; HALL, 1997). Esses programas
praticamente nao visam a melhoria da contribuicao da FBN para o
crescimento do vegetal e a producao de graos.

No Programa de Melhoramento de Feijao-caupi do Brasil, os objetivos estao
relacionados ao aumento da produtividade e melhoria da qualidade visual,
culindria e nutricional dos graos; aumento da adaptabilidade, estabilidade e
tolerancia a estresses hidricos; desenvolvimento de cultivares mais
adequadas a agricultura familiar; incorporacao de resisténcia mdltipla a
doencas e aumento da resisténcia a insetos; desenvolvimento de cultivares
com graos de cor verde persistente a secagem para enlatamento e
congelamento e desenvolvimento de cultivares com caracteristicas para
processamento industrial (FREIRE FILHO et al., 2005).
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No inicio, o melhoramento genético do feijao-caupi foi voltado
principalmente para o aumento da produtividade, posteriormente para a
resisténcia as doencas, principalmente as viroses e atualmente, além
dessas duas caracteristicas, estad sendo dada grande énfase a qualidade de
graos e a arquitetura da planta. Os melhoristas do feijao-caupi consideram
que os principais desafios atuais sejam melhorar a cultura com vistas ao
cultivo mecanizado e a superacao dos niveis de produtividade (FREIRE
FILHO et al., 2005).

Apesar do grande avanco, constata-se que até o momento, o referido
programa apresenta uma lacuna com relacdo a FBN. Ou seja, as cultivares
estao sendo selecionadas e lancadas sem que seja considerado o potencial
para a fixacao biolégica do nitrogénio.

No Senegal, o principal programa de melhoramento do feijao-caupi tem
como enfoque a maturacao precoce das cultivares com altas
produtividades, resisténcia a doencas severas (Cowpea aphidborne e
Mosaic virus), a pragas (Cowpea aphid) e a ervas daninhas (NDIAYE;
SPENCER; GUEYE, 2000). Os melhoristas ja constataram a necessidade de
incluir nos programas de melhoramento, os genétipos com potencial para alta
fixacdo de N2.
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Avancos no melhoramento
genético em relacao a FBN

Significativas variacdes nas caracteristicas relacionadas a fixacédo de N, tém
sido encontradas na maioria das leguminosas (GRAHAM; VANCE, 2000). O
melhoramento genético na nodulacao tem sido alcancado tanto por selecao
indireta, quando as plantas desenvolvem-se em condicdes de limitacdo de N
(ELIZONDO BARRON et al.,1999; PAZDERNIK; GRAHAM; ORF, 1997), quanto
por selecao direta para massa de nddulos, reducao de acetileno e contetdo de
ureido no xilema (BOHRER, 1996; HERRIDGE et al., 1994).

Graham e Vance (2000) citam que o melhoramento para otimizar a fixacao de
N, n&o deve ser feito isolado, considerando que outros problemas deveréo ser
resolvidos para que a FBN seja bem-sucedida. Um exemplo é o melhoramento
da nodulacéo do feijao-comum seguido do biocontrole do apodrecimento de
raizes em solos arenosos irrigados. Em contraste, selecao para
caracteristicas, tais como, raizes adventicias ou superficiais, muito importantes
em solos 4cidos e com baixo teor de P podem limitar a nodulacéo e a fixacao
(JAYAWARDANE et al., 1995; JENSEN, 1986; LYNCH; BEEBE, 1995).

Jensen e Castellanos (1994) observaram a possibilidade de alcancar 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’ em um solo com baixo teor
de N, sendo 52 % nos graos, enquanto que outra cultivar (Parker) acumulava
17g N planta-1, mas 80 % do N concentrava-se na semente.

Varios métodos de melhoramento genético tém sido utilizados nos programas
que objetivam a otimizacao da FBN, inclusive retrocruzamentos e
selecao recorrente fenotipica. A FBN é uma caracteristica quantitativa
que pode estar relacionada a um grande nimero de genes, portanto a
estratégia de selecao deve empregar critérios apropriados na
determinacao das caracteristicas relacionadas a fixacado de nitrogénio
(RANALLI; CUBERO, 1997).
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Mutschler e Bliss (1980) consideraram a selecao recorrente um método
efetivo para acumulacao de genes favoraveis dos parentais com alto potencial
de fixacédo de N,. Um grande nimero de plantas selecionadas pode ser
necessario para promover a recombinacao de caracteristicas desejaveis do
hospedeiro, tais como, tolerancia a nitrato, alta produtividade, alta massa
nodular e nimero de nédulos.

Outros autores consideraram que o cruzamento interespecifico pode ser outro
método apropriado para o aumento da fixacao de nitrogénio em leguminosas.
Um cruzamento entre Cicer arietinum e seu relativo silvestre Cicer
reticulatum revelaram transgressiva segregacao na F2 para melhoramento da
nodulacao, contelido de N e produtividade (JAISWAL; SINGH, 1990).

Um fator limitante a atividade de nodulacéo é o nitrato do solo. Com o objetivo
de obter linhagens com boa nodulacéo na presenca de nitrato, tem sido usado
mutagénese com ervilha, soja e feijao-comum. Em feijoeiro foram obtidos
gendtipos mutantes supernodulantes, que nodulam abundantemente, mesmo
na presenca de nitrato. Essa caracteristica é controlada por um Unico gene
recessivo e esta relacionada a um fator associado a parte aérea (PARK;
BUTTERY, 1988).

Na mesma linha de pesquisa foram obtidos mutantes de soja, cuja nodulacao e
FBN nao sao inibidas pela presenca de nitrato. Carrol, McNeil e Gresshoff
(1985) selecionaram mutantes da cultivar Bragg e passaram a denomina-los de
nts (nitrate tolerant symbiont). Semelhante aos do feijao-comum, os genes
recessivos sao controlados pela parte aérea.

Alguns progressos nos programas de melhoramento para incremento ja estao
consolidados, tais como: cultivares de soja que nodulam promiscuamente
com rizébios nativos, na Africa (DASHIELL et al. 1990); linhagens de
geracOes avancadas de soja que nodulam eficientemente na presenca de
nitrato (PEOPLES; HERRIDGE, 1990); e germoplasmas de feijao-comum
com potencial para alta fixacdo de N2 (BLISS, 1993).
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Consideracoes finais

Por causa 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 bioldgica.
Nos estudos da FBN, muita atencao tem sido dada a selecédo do
microssimbionte, sendo a selecao de estirpes o principal recurso para a
otimizacao da fixacao do nitrogénio. Por outro lado, a selecao de cultivares
para essa finalidade tem sido pouco utilizada.

Diferentemente do macrossimbionte, o microssimbionte tem sido estudado
por meio de analises fisioldgicas e andlises da expressao do genoma.
Conclui-se que esse fato seja em razao 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 Ultimos anos, um avanco expressivo na compreensao dos
mecanismos que regulam o processo de FBN na planta.

O desafio para melhorar a capacidade de fixacdo de N, das leguminosas,
por meio do melhoramento, é complexo porque existem dois componentes
a ser considerados: a planta hospedeira e o rizébio. Muitos programas de
selecao ignoram esse aspecto, mas a complexidade da interacdo evidencia
que s6 com a selecao concomitante dos parceiros simbidticos podera ser
obtida a otimizacao da FBN.
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