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RESUMO GERAL

Conhecer a variabilidade genética e caracterizacdo produtiva e nutritiva das espécies de
Desmanthus spp. é essencial para identificacdo de materiais promissores. Objetivou-se
avaliar a variabilidade genéticas de acessos de Desmanthus spp.; caracterizar a morfologia,
producdo e composicdo de plantas submetidas a suspensdo hidrica de 7 e 21 dias, bem
como caracterizar plantas manejadas sob dois intervalos de corte (75 e 120 dias). Para o
estudo da variabilidade genética foram utilizados quatro acessos nativos da espécie
Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung (7G, 100C, 43F e 89F) provenientes do Banco
de germoplasma (BAG) da UFRPE localizado em Serra Talhada-PE, e um acesso
fornecido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros - Sergipe (AusTRC, oriundo do banco de
germoplasma, Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation-Austrélia),
identificado como Desmanthus pubescens B. L. Turner. Através da técnica de
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), observou-se em 32
combinac@es, 707 fragmentos amplificados, dos quais 436 (62%) foram polimdrficos e 271
(38%) comuns aos cinco acessos, evidenciando a grande variabilidade existente entre os
acessos avaliados. Além disso, a distancia genética (Dg) ndo foi limitada pela distancia
geogréfica, uma vez que, acessos 89F e AusTRC pertencentes a espécies distintas e
oriundos de locais diferentes, Bom Jardim e Saint Croix (EUA), respectivamente,
apresentaram menor Dg (33,5%). Acessos 43F e 100C pertencentes a mesma espécie
oriundas dos municipios de Bom Jardim e Sertéania, respectivamente, apresentam maior Dg
(57%). Os acessos mais proximos geograficamente (43F e 89F) e pertencentes a especie D.
pernambucanus apresentam alta Dg (0,6303), o que esta associada a uma variacdo
intraespecifica. Avaliaram-se acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspenséo hidrica,
em casa de vegetagdo, sendo trés acessos de Desmanthus spp., dois nativos da espécie D.

pernambucanus (43F e 89F) e um fornecido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros - Sergipe
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(AusT, oriundo do BAG CSIRO-Australia) identificado apenas como Desmanthus spp., 0s
quais foram submetidos a 7 e 21 dias de suspensdo hidrica. Utilizou-se delineamento de
blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x 2 (acesso e suspensdo hidrica), quatro repeticoes,
durante 252 dias de avaliacdo. A suspensdo hidrica interferiu nas caracteristicas
morfologicas, produtivas e quimicas dos acessos de Desmanthus spp. O acesso 43F
apresentou decréscimo (P<0,05) na taxa de crescimento de 0,03 cm dia™, os acessos AusT
e 89F apresentaram (P<0,05) taxa de crescimento medio de 8,40 e 4,27 cm,
respectivamente, em suspensdo hidrica de 21 dias. Também foram observadas reducgdes
(P<0,05) no numero de ramos, numero de folhas, comprimento das folhas e didmetro do
caule. Entretanto, os acessos 89F e AusT apresentaram aumento (P<0,05) na largura das
folhas em suspenséo hidrica de 21 dias. Ocorreu acimulo de prolina na suspensao hidrica
de 21 dias de 90,22 mg kg™, tendo o acesso 43F apresentado maior (P<0,05) acimulo de
89,46 mg kg™ diferindo dos acessos 89F (24,91 mg kg’) e AusT (45,01 mg kg™).
Acumulos de carboidratos sollveis totais foram observados nas folhas das plantas
submetidas & suspensdo hidrica de 21 dias nos acessos 43F (32,62 g kg) e 89F (33,07 g
kg™), ja o acesso AusT apresentou menor (P<0,05) acumulo de 13,64 g kg™. O acesso
AusT apresentou, nas folhas das plantas, maior (P<0,05) proteina bruta (229,03 g kg™),
maior (P<0,05) carbono (390,52 g kg™), menor (P<0,05) relacdo C:N (10,65) e maior
(P<0,05) clorofila a (25,33 pg g™*) e b (10,48 pg g™) na suspensdo hidrica de 21 dias e em
relacdo aos acessos D. pernambucanus. Observou-se que o indice SPAD néo € indicado
para avaliar Desmanthus spp. submetidos a suspensdo hidrica de 21 dias. Existe grande
variabilidade no grau de tolerancia a seca entre especies e dentro da espéecie. Os acessos
43F e 89F foram mais susceptiveis a suspensdo hidrica de 21 dias. O acesso AusT em
cultivo sob suspensdo hidrica de 21 dias, apresentou melhor desenvolvimento e

composicao quimica. Avaliou-se também acessos de D. pernambucanus (6G, 7G e AusTR)
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cultivados em Carpina-PE, na Estacdo Experimental de Cana de acUcar, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Os acessos foram submetidos a dois intervalos de corte de
75 e 120 dias, Marc¢o e Outubro de 2015, respectivamente, em delineamento inteiramente
casualizado em parcelas subdivididas, com quatro repeticdes. Apenas 0 acesso 6G
apresentou queda na taxa de crescimento de plantas entre os intervalos de corte, com taxa
de crescimento maior (P<0,05) na estacdo chuvosa (intervalo de 75 dias) de 53,01 cm, e
menor (P<0,05) na estacdo seca (intervalo de 120 dias) de 11,01 cm. O intervalo de corte
de 120 dias proporcionou maior (P<0,05) didmetro do caule (2,29 cm), maior (P<0,05)
matéria seca (MS) nas folhas (484,87 g kg™), menor (P<0,05) proteina bruta (PB) nas
folhas (202,07 g kg*) com alta ligacdo aos taninos condensados (TC), onde foram
observados valores de 78,27 g kg™ de PPP (proteina precipitada em fendis) nesse intervalo.
O AusTR apresentou maior (P<0,05) MS (450,87 g kg). Os acessos 6G e 7G néo
diferindo entre si, apresentando valores de 397,87 e 393,03 g kg™, respectivamente. Maior
(P<0,05) PB foi encontrada no AusTR (233,91 g kg™) com valor de PPP de 36,85 g kg™,
j& 0s acessos 6G (214,44 g kg™) e 7G (210,54 g kg™) apresentaram menor (P<0,05) PB
(214,44 g kg™ e 210,54 g kg™, respectivamente) e PPP de 50,93 g kg™ e 69,50 g kg™,
respectivamente. A relacdo C:N foi de 11,05 (AusTR), 12,37 (6G) e 12,48 (7G), indicando
maior rapidez na liberacdo de nitrogénio na decomposi¢do da fracdo folha do acesso
AuUsTR, em relacdo aos acessos 6G e 7G. O desaparecimento in vitro da MS nos acessos
6G, 7G e AusTR foi de 651,67, 614,32 e 666,71 g kg™, respectivamente no intervalo de
corte de 75 dias e de 586,09, 617,11 e 580,75 g kg™, respectivamente no intervalo de corte
de 120 dias. Intervalos de 75 dias entre cortes para plantas da espécie D. pernambucanus
sdo mais indicados, resultando em melhor composicdo quimica e maior taxa de
crescimento das plantas. O acesso AusTR apresenta as maiores taxas de crescimento e

melhor valor nutritivo.
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ABSTRACT

Knowing the genetic variability, production characteristics and nutritive values of
Desmanthus species is essential to identifying promising germplasm within this genus. The
objective was to study the genetic variability of Desmanthus spp., namely the
morphological, production, and evaluation of plants submitted to moisture stress as well as
evaluate of plants submitted to 75 or 120-day cutting intervals. To study the genetic
variability we used four accesses native species D. pernambucanus (L.) Thellung (7G,
100C, 43F e 89F) from the Federal Rural University of Pernambuco germplasm bank in
Serra Talhada-PE, and Desmanthus pubescens AusTRC, from Embrapa Tabuleiros
Costeiros —Sergipe. Through amplified fragment length polymorphism (AFLP), 38 primers
were tested, 32 combinations amplified 707 fragments, of which 436 (62%) were
polymorphic and 271 (38%) monomorphic, indicating a wide variability among the five
accessions. NEI genetic distance matrix indicated that 89F and AusTRC, distinct species
collected from different locations (Bom Jardim and Saint Croix, USA, respectively), had
less genetic distance (33.5%) compared to 43F and 100C belonging to D. pernambucanus
but collected in Bom Jardim and Sertania, with 57% distance. The geographically closest
D. pernambucanus accessions, 43F and 89F, had the greatest genetic distance (63%). We
submitted three Desmanthus spp. accessions to moisture stress, in a greenhouse: two native
species D. pernambucanus (43F e 89F) and one accession, Desmanthus spp. (AusT), from
Embrapa Tabuleiros Costeiros —Sergipe, were submitted to moisture stress 7 and 21-day.
The 43F accession showed a decrease (P<0.05) in growth rate of 0.03 cm day™ in diameter,
Aust and 89F accessions showed (P<0.05) growth rate average of 8.40 and 4.27 cm,
respectively in water suspension of 21 days. We also observed reductions (P<0.05) in the
number of branches, number of leaves, length of leaves and stem diameter. However, 89F

and Aust accesses showed an increase (P<0.05) in width of water hanging on leaves after
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21 days. Occurred proline accumulation in moisture stress 21-day of 90.22 mg kg™, and
greater 43F shown (P<0.05) accumulation of 89.46 mg kg™ differing from 89F (24.91 mg
kg™') and AusT (45.01 mg kg™) accesses. Accumulation of total soluble carbohydrates
were observed in leaves of plants submitted to moisture stress 21-day in 43F (32.62 g kg™*)
and 89F (33.07 g kg), AusT showed accumulation lower of 13.64 g kg™. AusT presented
in leaves, the higher (P<0.05) crude protein (229.03 g kg™), higher (P<0.05) carbon
(390.52 g kg™), the lower (P<0.05) C:N ratio (10.65) and higher (P<0.05) chlorophyll a
(25.33 pg g™*) and b (10.48 pg g) submitted to moisture stress 21-day compared to D.
pernambucanus. accesses. It was observed that SPAD is not suitable for evaluating
chlorophyll content in Desmanthus spp. submitted to moisture stress 21-day. As such, 43F
and 89F were more susceptible to water 21 day moisture stress. Accession AusT is
indicated for cultivation under water suspension of 21 days, with better morphological and
chemical behavior. The third study included D. pernambucanus accessions 6G, 7G and
AusTR. The field trial took place at the Experimental Cane Sugar Carpina, Federal Rural
University of Pernambuco, Carpina City. The accessions were submitted to two cutting of
75 and 120-days intervals, between March and October 2015. 6G exhibited greater growth
in the rainy season at 75-day intervals (53.01 cm) compared to the dry season 120-day
interval (11.01 cm). The 120-day interval resulted in 0.36% greater stem diameter (2.29
cm), 41% greater leaf DM content (484.87 g kg™), 17.37% less leaf crude protein (CP;
202.07 g kg™), with 194.45% greater binding to condensed tannins (CT), where 78.27 g kg
! protein precipitable phenols (PPP) were measured plants cut at 75-day intervals.
Compared to 6G and 7G which did not differ from each other, AusTR had 14% greater
DM (450.87 g kg™). The 6G and 7G access not differ from each other, with 397.87 and
393.03 g kg™ values, respectively. Higher (P<0,05) CP was found in AusTR (233.91 g kg

1) with PPP of 36.85 g kg, as the 6G (214.44 g kg™) and 7G (210.54 g kg™) access had
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lower (P<0,05) CP (214.44 g kg™ and 210.54 g kg™, respectively) and PPP 50.93 g kg™
and 69.50 g kg, respectively. AusTR C:N ratio was 11.05, indicating greater N liberation
during leaf decomposition compared to 6G with 12.37, and 7G with 12.48. In vitro DM
disappearance for 6G was 651.67 g kg™, 614.32 for 7G, and 666.71 for AusTR at 75-day
intervals and 586.09, 617.11 e 580.75 g kg™, respectively, for 120-day intervals. Seventy-
five-day cutting intervals for these Desmanthus species resulted in the best nutritional
values and yields compared to 120-day intervals. Compared to the D. pernambucus

accessions, AusTR had greater regrowth and nutritive value.
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CONSIDERACOES INICIAIS

As leguminosas forrageiras na pastagem promovem incrementos na producéo
animal, ao solo e as plantas. Sua capacidade de fixacdo de nitrogénio, permite a
disponibilizacdo deste elemento as plantas consorciadas diminuindo custos com adubacéo.
Proporcionando aumento da qualidade e da quantidade da foragem em oferta para
producdo animais, além de aumentar os teores de matéria organica do solo.

Dessa forma, a preservacdo de recursos genéticos adaptados a diferentes habitats
ascende o interesse pela conservagdo de germoplasma, principalmente devido as altas taxas
de erosdo de recursos genéticos e a perda de componentes da biodiversidade em virtude da
selecdo natural como pela acdo antropica. Com isso a conservacdo de espécies vegetais
através da instalacdo de bancos de germoplasma, tem constituido uma alternativa na
preservacdo da biodiversidade vegetal. Possibilitando caracterizacGes de material vegetal
adaptado as diferentes condicGes edafo-climaticas impulsionando estudos de selecdo em
programa de melhoramento para liberacdo de gendtipos promissores. Para tal, € primordial
0 conhecimento da variabilidade genética dentro e entre populacbes de plantas e na
elucidacdo de parentescos entre acessos dentro de uma espécie, assim como da
produtividade e qualidade diante de condicdes abidticas impostas pelo meio.

Sendo assim, a conservacao e caracterizacdo de espécies do género Desmanthus
que possui 24 espécies de leguminosas nativas das Américas, onde estas se apresentam
como tolerantes a regides semiaridas, que formam simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio e sdo adaptadas a variagdes de caracteristicas fisicas e quimicas de solos, séo
pertinentes no sentido de possibilitar melhoramento de suas espécies gerando perspectivas
interessantes do ponto de vista do potencial forrageiro para alimentagdo dos rebanhos no
semiérido.

Neste sentido, 0s objetivos desta tese foram:
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(a) Avaliar a variabilidade genética de acessos de Desmanthus spp.;

(b) Avaliar a caracterizagdo morfologica, produtiva e quimica de acessos de
Desmanthus spp. submetidos a suspensées hidricas de 7 e 21 dias;

(c) Avaliar nutricionalmente acessos de Desmanthus pernambucanus submetidos a
dois intervalos de corte de 75 e 120 dias, correspondentes a periodo chuvoso e seco,

respectivamente.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO
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REFERENCIAL TEORICO

1.0. Importancia das leguminosas nativas do Nordeste Brasileiro

A exploracdo forrageira das espécies vegetais nativas € uma das principais
caracteristicas da producdo de ruminantes no Bioma Caatinga, com destaque para as
plantas leguminosas (Fabaceae), que representam 86 géneros nativos e 320 espécies,
equivalente a cerca de um terco da riqueza do bioma (Queiroz, 2009), sendo 212 géneros
nativos e 2.732 espécies no Brasil (Lima et al., 2013). A fixacdo de nitrogénio no solo e
Seu repasse ao agroecossistema caracterizam a grande importancia destas plantas, que
comprovadamente fixam nitrogénio na agricultura e pecuaria, desempenhando papel como
plantas de cobertura, adubacdo verde, consorcio, utilizacdo na recuperacdo de solos
degradados em sistemas ecolOgicos sucessionais como espécies pioneiras, e na pecuaria
com formacdo de legumineiras e de pastejo, seja em pastagens consorciadas com

gramineas ou como banco de proteinas (Fontenele et al., 2009; Andrade et al., 2010).

Segundo Tisdale et al. (1985), cerca de 75% do nitrogénio presente nas
leguminosas fixadoras de nitrogénio sdo oriundos da fixacdo bioldgica (associacdo
simbiotica as bactérias fixadoras de nitrogénio), o que elege as leguminosas verdadeiras
biofabricas consumidoras de energia limpa e renovavel. Nesse contexto, o aporte de
nitrogénio ao sistema solo-planta-animal, através da sua reciclagem e transferéncia a
gramineas acompanhantes, resulta na melhoria e diversificagdo da dieta do animal.

Atualmente, algumas leguminosas forrageiras nativas do Brasil sdo amplamente
cultivadas e desempenham importancia econdémica em diversos paises, tais 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).
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No Semiarido Nordestino, a producdo de pequenos ruminantes é caracterizada por
animais mesticos e ou nativos, sendo a Caatinga a mais importante fonte de alimentacao
desses rebanhos. Nesta area, a producéo, utilizacdo e diferentes estratégias de alimentagéo
dos animais é um desafio, considerando as exigéncias nutricionais de diferentes categorias
de ruminantes e vegetacdo e seus respectivos estagios fisioldgicos. Segundo Araujo Filho
(1992), o potencial de producdo de matéria seca (MS) da Caatinga atinge em meédia 4000
kg/ha/ano, sendo essa producao resultante do somatério da porcao forrageira da parte aérea
das plantas lenhosas (arvores e arbustos) e das folhas e ramos das espécies herbaceas.
Entretanto, a producéo dessas forrageiras apresenta grande variacdo em funcéo dos fatores
ambientais (estacdes do ano e agdo antrdpica), tendo, entdo, a maior disponibilidade de
forragem ocorrente na estacdo chuvosa, que é formada pelo estrato herbaceo (Santos et al.,
2010). J& no periodo de estiagem, as folhas senescentes das plantas lenhosas sao
incorporadas a dieta dos animais e podem representar o Unico recurso forrageiro
disponivel. Os ramos finos de espécies arbdreo-arbustivas nativas da Caatinga também
podem contribuir significativamente na por¢do volumosa da dieta dos pequenos ruminantes
(Bakke et al., 2010).

Pfister (1986) e Aradjo Filho et al. (1996) relatam que, em area de Caatinga, a
composicdo da dieta de caprinos varia de 0,3 a 43% de gramineas; 3,1 a 57% de
dicotiledbneas herbaceas; e 11,3 a 88,4% de espécies lenhosas. Enquanto a dieta dos
ovinos varia de 0,7 a 59% de gramineas; 6,6 a 67% de dicotiledoneas herbaceas; e 5,5 a
84,8% de espécies lenhosas, dependendo da época do ano, da composicdo botanica da
pastagem e da area de avaliacdo.

Apenas uma proporc¢do de plantas presente na Caatinga apresenta valor forrageiro
(Santos et al., 2010). Nas plantas da Caatinga, os teores médios de proteina bruta (PB)

decrescem conforme se encerra o periodo das chuvas, variando de 9,1 a 8,4%, no estrato
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herbaceo e de 17,5 a 15,4%, no arboreo-arbustivo (Ydoyaga Santana et al., 2011). Moreira
et al. (2006) citam teores medios de PB variando de 7,61 a 16,88% em estudos nutricionais
de vaérias espécies arboreas, arbustivas e herbaceas da Caatinga, na época chuvosa do ano.
Segundo Araujo Filho et al. (2002b), os teores de proteina bruta sdo maiores na fase
vegetativa da planta, diminuindo com a fase reprodutiva, de florescimento e frutificacéo,
chegando a 18,9; 16,1 e 13,7%, respectivamente. Contudo, a digestibilidade dessas plantas
da Caatinga normalmente é baixa (Santos et al., 2010), o que pode estar associada a
presenca de altos teores de tanino, além do aumento de teor de fibra com o avanco do final
do periodo chuvoso. Com isso, as proporcdes de proteina bruta podem ser limitantes,
mesmo que em altas concentracdes, em casos de forrageiras da Caatinga com baixa
digestibilidade, associada a altos teores de tanino e lignina, além da expressiva
porcentagem de proteina ligada a fibra em detergente &cido, inviabilizando-a ao animal
(Cruz et al., 2007; Azuhnwi et al., 2012).

Alguns trabalhos sugerem a associacdo da concentracdo de tanino condensado (TC)
com a diminuicdo da digestibilidade dos nutrientes (Ramirez et al., 2000; Guimaraes-
Beelen et al., 2006; Vitti et al., 2005). Os taninos sdo substancias naturais largamente
distribuidas no reino vegetal, estdo incluidos no grupo dos polifendis sollveis em agua,
tendo peso molecular entre 500 e 3.000, os quais contém hidroxilas que formam fortes
complexos com proteinas e outras moléculas e sdo sintetizados em certas espécies de
plantas como fatores de protecdo contra herbivoros e as doencas patogenas, sendo
essenciais para o crescimento e reproducdo do vegetal (Van Soest, 1994). A concentracao
de tanino nas plantas varia quanto a idade e tamanho da planta, tecido vegetal, parte
coletada, época e local de coleta (Monteiro et al., 2005), estresse por causa da selecdo de
herbivoros, variacdo de solo, temperatura, agua, disponibilidade de nutrientes e

concorréncia com outras plantas (Muir, 2011).
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A alta concentracdo de TC (6% a 12% da MS), unidades de flavonoides com
diferentes graus de condensacdo, influenciam negativamente a degradacdo ruminal da
matéria seca, proteina bruta e fibra em detergente neutro, aléem da diminui¢do de consumo
pelos animais, diminuindo a adesdo microbiana as folhas das forrageiras e reducdo da
atividade enzimatica no conteddo ruminal dos animais (Frutos, 2002; McSweeney et al.,
2005; Krueger et al., 2010). Em contrapartida, o0 consumo de TC pelos ruminantes em
baixa concentracdo (3 a 4% da MS) pode relacionar efeitos positivos ao animal, como a
protecdo de proteina alimentar contra a excessiva degradacdo ruminal, aumentando o
fornecimento de proteina “by-pass” (proteina nao degradada) para a digestdo no intestino
delgado, o que proporciona um aumento na absorcdo deste nutriente no intestino delgado,
melhorando a utilizacdo de aminoacidos essenciais na dieta e prevenindo o timpanismo
(Makkar, 2003; Tedeschi et al., 2011b; Azuhnwi et al., 2012).

Raminez-Restrepo (2004) atribui 0 aumento do desempenho dos animais a reducédo
da degradacdo microbiana das proteinas no rumen, ocasionado pela ligacdo das proteinas
ao tanino, e, consequentemente, ocorre aumento na disponibilidade de aminoacidos no
intestino e, assim, absor¢do, bem como correlacdo positiva da concentracdo de TC na dieta
de ovinos com aumento da fertilidade, decorrente de um aumento linear na taxa de
ovulacdo, apresentando aumento de 16% no nimero de cordeiros nascidos e desmamados
(Raminez-Restrepo e Barry, 2005; Ramirez-Restrepo et al., 2005a).

Além disso, investigacOes que reduzam a emissdo de gas metano (CH,) pelos
ruminantes associam 0s taninos condensados nas plantas como aliado a este efeito
redutivo, indiretamente atravées da ligacéo a fibras dietéticas e/ou reduzindo a digestdo no
rimen e digestibilidade aparente da fibra, e diretamente por inibir o crescimento de
metandgenos no rumen (Ramirez-Restrepo et al., 2010a). Waghorn et al. (2002) relatam

que os niveis mais baixos de producdo de gas metano (g/kg ingestdo de matéria seca;
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rendimento CH,4) podem estar associados a forrageiras com altos indices de carboidratos
ndo fibrosos e a presenca de TC. Entretanto, Naumann et al. (2013b) mencionam que a
concentracdo por si s6 de TC na atividade biolégica ndo é um indicativo confiavel
relacionado a reducdo da producdo de CH,4. Os autores consideram que outros aspectos
precisam ser considerados, como a concentracdo de TC na forragem consumida,
reatividade do TC (ou seja, atividade biologica) e o metabolismo dos ruminantes. A
reatividade do TC, por sua vez, depende de multiplos fatores, incluindo espécies de plantas
e elementos que sdo inerentes a sua estrutura molecular, tamanho, peso e unidades de
polimero (Naumann et al., 2013a).

Guimaréaes-Beelen et al. (2006), trabalhando com leguminosas nativas, observaram
que a Jurema preta (Mimosa hostilis), Sabid (Mimosa caesalpinifolia) e o Mororo
(Bauhinia cheilantha) apresentam altas concentrac@es de tanino total, superior a 10% da
MS em todas as fases do ciclo fenoldgico, considerando, assim, como de efeito
antinutricional. A Jurema preta apresentou decréscimo na concentracdo em tanino soluvel,
a medida que as folhas amadurecem. Ja o Sabia e o Moror0 apresentaram alta concentracao
na fase de floracdo, o que pode estar associado a protecdo do consumo por herbivoros
nessa fase de reproducédo. Entretanto, Silva e Medeiros (2003) observaram baixos teores de
tanino condensado em jureminha (Desmanthus virgatus; 2,4% de TC), mani¢oba (Manihot
pseudoglazovii; 1,6% de TC) e feijao-bravo (Capparis flexuosa L.; 0,6% de TC).

Como visto, os nutrientes das espécies forrageiras podem estar altamente
disponiveis ou indisponiveis aos animais, dependendo de diversos fatores. Alem disso,
diversos estresses ambientais ocasionados pelos fatores edafocliméaticos da regido
Semiérida, principalmente a irregular precipitacdo pluviométrica, que vem aumentando
com o tempo, promovem mudancas adaptativas as plantas da regido, tais como condutancia

estomatica reduzida, diminuicdo da area foliar, espessamento de paredes celulares,
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aumento da cerosidade da cuticula, desenvolvimento de sistemas de raizes extensos e
aumento da razdo raiz/parte aérea (Taiz & Zeiger, 2004), destacando as leguminosas
nativas.

Por outro lado, a tolerancia a seca € alcancada por mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares especificos de células e tecidos (Reddy et al., 2004). Plantas da
Caatinga apresentam adaptacdes as condi¢Ges semiaridas, como perda de folhas no periodo
seco, raizes tuberosas para armazenamento de agua, 0 que permite a rebrota da planta
mesmo apos longos periodos de falta de &gua ou mesmo intervengdes antrépicas (Sampaio,
1995).

Considerando o quinto relatério de avaliacdo do ‘““Intergovernmental Panel on
Climate Change”, a média de temperatura da superficie global deve aumentar de 1,1 a
6,4°C, no final deste século (http://www.ipcc.ch/). Com o aquecimento global, sdo
esperadas maiores ocorréncias de estresse hidrico, devido ao aumento da
evapotranspiracdo, da frequéncia e intensidade da seca, com uma elevacédo de 1 a 30% das
areas secas da terra até 2100, que, provavelmente, podera ser compensada pelo aumento da
concentracdo de CO2, limitando ainda mais a estrutura dos ecossistemas terrestres (Knapp
et al., 2001; Chaves et al., 2003). A seca € um grave problema, restringindo o crescimento
das plantas, a produtividade de ecossistemas terrestres, em varias regibes do mundo,

particularmente regides aridas e semiaridas.

1.1. Estresse hidrico

O estresse hidrico € um dos fatores ambientais mais importantes, pois interfere no
crescimento e desenvolvimento das plantas, limitando a producéo e induzindo a alteracGes
nas caracteristicas fisiologicas e bioguimicas (Zobayed et al., 2007). Com a reducdo de

agua no solo, as raizes transmitem estimulos a parte aérea, onde é gerada uma resposta
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integrada da planta, permitindo sua sobrevivéncia até que a disponibilidade de agua

aumente.

O aperfeicoamento na absorcdo de agua em solos de baixa umidade é proveniente
de estratégia fisiologica de tolerancia as condicdes de estresse hidrico, onde ocorrem
investimentos no aprofundamento do sistema radicular, diminui¢do de perda de agua, em
funcdo do fechamento estomatico, reducdes no conteudo relativo de agua nas folhas, além
de reducdo no potencial hidrico foliar, promovendo fechamento estomatico e consequente
reducdo na entrada de CO2, acarretando um declinio da taxa fotossintética foliar (Chaves e
Oliveira, 2004; Lawlor e Cornic, 2002). Contudo, os efeitos vao depender da intensidade e
duracdo do déficit hidrico imposto (Pinheiro e Chaves, 2011), bem como da capacidade
geneticamente determinada da espécie em lidar com o0 meio ambiente.

As alteragdes da planta podem ocorrer em curto prazo, com 0 aumento na razéo
sacarose/amido pelo carbono recentemente fixado, ou em longo prazo, pelo pool de solutos
organicos de baixo peso molecular, solutos compativeis, com processo de ajuste osmético,
onde ambas as alteracdes fazem parte de uma resposta reguladora da planta para manter a
turgescéncia foliar sob baixa disponibilidade de agua (Bajji et al., 2011). Segundo Turner
(1997), o ajuste osmético funciona por meio de aumento liquido da concentracdo de
solutos no interior das células, auxiliando na manutencdo da turgescéncia, permitindo as
plantas manterem suas atividades metabolicas, crescimento e produtividade. Deste modo, o
ajuste osmatico permite a manutencdo da abertura estomatica e da fotossintese sob
condigdes de baixo potencial hidrico no solo.

Plantas submetidas a déficits hidricos podem acumular prolina (Yamada et al.,
2005; Verslues e Sharma, 2010) e carboidratos (Pereira et al., 2012). Os carboidratos
podem ser armazenados na forma de polissacarideos com baixa atividade osmdtica, como

0 amido, quanto na forma de acUcares altamente solUveis e higroscopicos, como a sacarose
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e hexoses (Whittaker et al., 2007). A prolina aumenta a atividade das enzimas proteoliticas,
promovendo uma disponibilidade maior desse aminoacido livre, no sentido de proteger os
tecidos vegetais contra esse estresse, por servirem como reserva de nitrogénio, osmo-soluto
e protetor de enzimas e estruturas celulares (Yancey, 2005). Conforme Alia (2003), a
prolina constitui menos que 5% dos aminoacidos totais livres em plantas mantidas sob
condic¢des normais, enquanto em plantas submetidas ao estresse hidrico, a concentracéo de
prolina pode chegar a 80% do pool total de aminoacidos.

Diante disso, torna-se importante a utilizacdo de alternativas alimentares que nédo
sofram ou apresentem pouca variacdo produtiva, com valores nutricionais relevantes para
sobrevivéncia dos animais da regido, principalmente na época de menor recurso hidrico. A
utilizacdo de leguminosas forrageiras mostra-se com grande potencial nesta questdo,
principalmente as nativas, sendo alvo de estudos desenvolvidos para as regides de clima

Semiérido.

2.0.  Desmanthus spp.

O género Desmanthus, composto por 24 espécies de leguminosas naturalmente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais das Américas, com maior diversidade no
México (14 espécies) e sul do Texas, EUA (8 espécies) (Lucrow, 1993; Muir, 2014), vem
sendo motivo de diversos estudos, principalmente pela presenca de espécies nativas na
regido semiarida Nordestina, onde as irregularidades pluviométricas selecionam a

vegetacdao da regido.

Numerosos acessos de Desmanthus spp. foram recolhidos e introduzidos na
Australia por diversas instituicdes, notadamente Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation/Organizacdo de Pesquisa da Comunidade Cientifica e Industrial e
Queensland Department of Primary Industries/Departamento de Industrias Primarias de

Queensland, ao longo dos dltimos 50 anos (Reid, 1983; Pengelly e Liu 2001). No Brasil,
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expedicdes de coletas foram realizadas em 11 municipios nos diferentes solos no
Semiéarido de Pernambuco (Queiroz, 2012), sendo 0s acessos recolhidos e introduzidos no
banco de germoplasma, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, tendo Albuquerque
(2013) observado pouca variabilidade morfologica entre 17 acessos destes, ocorrendo a
formacéo de um grande grupo com quinze acessos.

Gardiner e Swan (2008) relatam que acessos de Desmanthus spp. foram os Unicos
sobreviventes em locais abandonados com leguminosas no Norte e Centro-Oeste do
Semiéarido de Queensland (pluviosidade < 500 mm), onde 0s acessos persistiram por mais
de duas décadas a pastoreio, secas, inundacGes, incéndios e geadas. A partir destas
observacBes, foram selecionadas as melhores espécies (Desmanthus bicornutus,
Desmanthus leptophyllus e Desmanthus virgatus) e liberadas como uma mistura chamada
Progardes™ (Pro: devido & proteina; gar: em homenagem & Gardiner; e des: relacionada &
Desmanthus).

As espécies do género Desmanthus sdo nutritivas (Schlink e Burt, 1993; Jones e
Clem, 1997; Jones et al., 2000; Zamora et al., 2002; Fischbach et al., 2005), palataveis,
produtivas, tolerantes a seca (Cook et al., 1993; Gardiner e Burt, 1995; Jones e Brandon,
1998; Pengelly e Conway 1998; Fischbach et al., 2005; Zabala et al., 2008), € uma das
poucas leguminosas persistentes sob superpastejo em solos argilosos em seus ambientes
nativos (Pengelly e Conway 2000), o que atribui como leguminosa de potencial para solos
argilosos. Além disso, apresenta alta producdo de sementes, um componente-chave para
persisténcia de plantas, com producdo de 278 kg ha™ (Desmanthus bicornutus), 450 kg ha™
(Desmanthus illinoensis) e 545 kg ha™* (Desmanthus virgatus) (Beyhaut et al., 2003).

Segundo estudo taxondmico de Lucrow (1993) sdo cinco as espécies nativas no
Brasil, composta de Desmanthus leptophyllus Kunth (nos estados da Bahia, Ceara e Minas

Gerais); Desmanthus paspalaceus (Lindm.) Burkart (sendo naturalmente encontrada nos
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estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina); Desmanthus pernambucanus (L.)
Thellung (nos estados da Bahia, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Mato Grosso do
Sul e Rio de Janeiro); Desmanthus tatuhyensis Hoehne (nos estados de S&o Paulo, Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina); e Desmanthus virgatus (L) Willd (nos estados de
Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina), registrados também em

estudos da flora do Brasil (Morim e Lima, 2015).

2.1. Utilizacdo de Desmanthus spp. na alimentagdo animal

Segundo Suksombat e Buakeeree (2006), a espécie Desmanthus virgatus (L.)
Willd, espécie mais estudada, apresenta composi¢cdo quimico-bromatoldgica satisfatéria
para alimentac&o de ruminantes, apresentando valores de 606 e 547 g kg™ de MS (Matéria
Seca); 237 e 99 g kg™ de PB (Proteina Bruta); 120 e 468 g kg™ de FB (Fibra Bruta); 80 e
36 g kg? de cinzas e, 36 a 17 g kg* de EE (Estrato Etéreo) nas folhas e caule,
respectivamente, assim como em forma de feno, onde apresentam teores de 188 g kg™ de
PB; 487 g kg" de FDN (Fibra em Detergente Neutro); 389 g kg® FDA (Fibra em
Detergente Acido) da matéria seca, resultado superior a espécies como Manigoba (Manihot
caerulescens Pohl), Flor-de-seda [Schumbergera truncata (Haw.)] e Feijao-bravo
(Centrosema latissimum). Além disso, as folhas de Desmanthus spp. apresentaram valores
de 24 g kg* de tanino total e 429 g kg™ de digestibilidade in vitro da matéria seca

(DIVMS) (Cruz et al., 2007).

Com isso, a introducdo de Desmanthus spp. como suplementacdo na alimentacao
animal, garante ganhos significativos, como relatam estudos com a Progardes™ em pasto
de Capim-buffel (Cenchrus ciliaris L.) sob pastejo de ovinos e caprinos, garantindo aos
animais um adicional de 40 kg de peso vivo ao longo de 90 dias de pastejo (Gardiner e

Parker, 2012). Na Tailandia, a espécies D. virgatus € considerada fonte suplementar de



33

Queiroz, 1.V. Variabilidade genética e caracterizagdo morfoldgica, produtiva e qualitativa de acessos de Desmanthus spp.

proteina para 0s animais ruminantes, podendo garantir ganhos de 0,89 kg/animal em 90
dias, quando suplementados com folhas frescas da espécie (Sukkasame e Phaikaew, 2011),
assim como beneficio financeiro em areas com chuvas irregulares, como suplemento na
alimentacdo de ovelhas na forma de feno, reduzindo a perda de peso e maior crescimento
de 1 dos ovinos (Rangel e Gardiner, 2009).

Da mesma maneira, Desmanthus tem sido indicado juntamente com concentrado
para alimentacdo de coelhos brancos, proporcionando melhor taxa de conversdo alimentar
com menor custo de producdo por kg de peso corporal (Gunasekaran et al., 2013). Em
estudos de identificacdo da composicdo nutritiva selecionada por ovinos e caprinos no
deserto da Coldmbia, a espécies D. virgatus apresentou maior consumo pelos pequenos
ruminantes (Romero e Duarte, 2012). Santos et al. (2008), estudando a composicao
botanica da dieta de ovinos em area de Caatinga no sertdo de Pernambuco, observou

presenca de D. virgatus na extrusa desses animais, no inicio dos periodos chuvoso e seco.

2.2. Fixacdo bioldgica de nitrogénio em Desmanthus spp.

Vérias investigacGes tém-se centrado sobre o isolamento, anlise e caracterizacao
simbiotica de estirpes rizobianas que sdo capazes de se associar com Desmanthus spp.
(Date, 1991; Beyhaut et al., 2003; Beyhaut et al., 2006; Freitas et al., 2011). Entretanto,
parecem exigir estirpes especificas para ocorréncia de nodulacéo (Freitas et al., 2011). As
espécies Desmanthus illinoensis (Michx.) Macmillan e D. virgatus apresentam capacidade
de nodular naturalmente com rizébios ocorrentes no solo, enquanto D. bicornutus nédo
apresenta esta capacidade, exigindo uma estirpe especifica (Beyhaut et al., 2003). Estudos
de Date (1991) e Burt (1993) recomendam a estirpe CB3126 (isolado do L. leucocephala
por Date, 1991) como inoculante para Desmanthus spp. Assim, a inoculagéo de D. virgatus

com a estirpe de Rhizobium CB3126 aumentou a producdo de folhas nas plantas em
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relacdo aos controles ndo inoculados, tanto em estufas (Bahnisch et al., 1998) como em
campo (Brandon et al., 1998).

Sinsuwongwat et al. (2002) observaram presenca de plantas de D. virgatus na
Tailandia nodulada por R. leguminosarum. Estudos de Beyhaut et al. (2006) caracterizaram
a simbiose e filogenia dos nodulos isolados na raiz de D. illinoensis recolhidos nos EUA,
sendo a maioria dos isolados identificados como Rhizobium giardinii, com apenas dois
deles sendo mais estreitamente relacionado com R. etli (originalmente reportado como R.
leguminosarum) através de andlise 16S-rDNA. Contudo, nenhum desses isolados de D.
illinoensis foi infeccioso em D. virgatus, exigindo, assim, espécies especificas para a
nodulacdo de Desmanthus spp. Recentemente, Fornazero et al. (2014) observaram
diversificacdo genética e fenotipica de tipos de rizobios associados as plantas de D.
paspalaceus, recolhidas na provincia de Santa Fé - Argentina. Desses materiais, foram
observados tolerantes a estresses abidticos, como acidez e salinidade marcante para muitos
dos isolados, enquanto alguns foram também capazes de crescer acima de 40 °C em meio
solido, contendo agar, temperatura frequentemente encontrada em regides Semiaridas.

De forma ampla, os dados em conjunto da literatura indicam que Desmanthus spp.
podem ser nodulados por estirpes de a) Rhizobium (por exemplo, D. illinoensis por R.
giardinii e R. Leguminosarum; Beyhaut et al., 2006); D. virgatus por R. leguminosarum
(Sinsuwongwat et al., 2002); Desmanthus paspalaceus pelo R. alamii e R. mesosinicum
(Fornazero et al., 2014), b) Mesorhizobium (Fornazero et al., 2014 e duas estirpes de
Genbank relatado por Beyhaut et al., 2006); e c) Sinorhizobium, como demonstrado por
Fornazero et al. (2014), através de 16S-rDNA da estirpe CB3126, infectantes em
Desmanthus virgatus, isolada originalmente de L. leucocephala (Date, 1991).

Freitas et al. (2011) citam fixacdo de nitrogénio em Desmanthus pernambucanus

(L.) Thellung na faixa de 30 kg N/ha ano™. Recentemente, Diniz (2016) observou variag&o
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da fixacdo em Desmanthus spp. entre 85,51 a 97,59 kg N/ha ano™. Com a capacidade de
fixacdo das espécies de Desmanthus spp. hum sistema de pastagem consorciada, resultados
significativos podem ser alcancados, tanto na producdo de matéria seca como carboidratos
provenientes da biomassa microbiana, respiracdo do solo e atividade de desidrogenase,

contribuindo com a conservacéo do solo.

2.3.  Estudos genéticos relacionados a Desmanthus spp.

Segundo Lucrow (1993) e Gardiner e Burt (1995), existe um grande polimorfismo
intra e interespecifico no género Desmanthus, o que constitui um fator muito importante na
busca de acessos de alta producdo de forragem. Essa variabilidade genética possibilita
adaptacdo as mudancas ambientais (Daufresne e Renault, 2006). A utilizacdo de
marcadores moleculares, sequéncias de DNA que revelam polimorfismos entre individuos
geneticamente relacionados, passam a ser essenciais para complementar as informacdes
ecologicas, morfologicas e agrondmicas dos recursos genéticos, contribuindo para
aumentar a eficiéncia dos processos de coleta, enriquecer a base genética, formar e validar
colecBes nucleares e de trabalho, analisar a diversidade e a pureza genética, identificar
acessos semelhantes, auxiliar no trabalho de classificacdo botanica e filogenia, subsidiar a
selecdo de genitores, o planejamento dos cruzamentos e a selecdo de genotipos com

caracteristicas desejadas em programas de melhoramento genético (Faleiro, 2007).

Hughes et al. (2003) observaram casos de polimorfismo de ITS (regido espacial
transcrita interna) com acessos de D. acuminatus, D. pubescens e D. bicornutus. DeHaan et
al. (2003) encontraram baixa diversidade (HS = 0,013) dentro de trés acessos da espécie
Desmanthus illinois, nativa da América do Norte, através de marcadores de polimorfismo
em comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), em comparacdo com diversidade

genética total (HT = 0,086). Os autores sugerem que a adi¢do de mais acessos de toda a
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regido nacional provavelmente aumentaria a variacdo genética disponivel para 0s
melhoristas de plantas.

Em 2011, um banco de germoplasma in vivo foi formado pela Universidade Federal
Rural de Pernambuco, em Serra Talhada, com acessos de Desmanthus spp., coletados em
11 municipios do Semiarido de Pernambuco (Queiroz, 2012). Vérios trabalhos com
avaliacbes agronémicas ja foram realizados para selecdo de acessos mais promissores
(Albuquerque, 2013; Calado, 2015). Em 2012, a Universidade Federal Rural de
Pernambuco formou outro banco de germoplasma com sementes dos acessos, coletadas do
banco de germoplasma, em Serra Talhada, na Estacdo Experimental de Cana-de-acUcar de
Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no Municipio de Carpina - PE, em
cujo espaco vem desenvolvendo estudos genéticos, incluindo avaliagcbes morfologicas e
nutritivas dos acessos (Diniz, 2016). Etapas fundamentais em programas de melhoramento

de plantas, para obtencdo de materiais promissores para lancamento comercial.

3.0.  Melhoramento genético em leguminosas forrageiras

Entre as décadas de 1960 a 1980 ocorreu uma mobilizacdo de varios paises
tropicais, na coleta e avaliacdo de leguminosas tropicais, em busca daquelas com potencial
forrageiro semelhante ao das leguminosas temperadas, tendo como modelo a alfafa e o
trevo (Miles, 2001; Shelton et al., 2005). Os materiais coletados foram alocados em bancos
de germoplasma internacionais, principalmente no Centro Internacional de Agricultura
Tropical, na Coldombia, e Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization,
na Australia, e também na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, no Brasil (Valle
et al., 2009). A diversidade de leguminosas tropicais aptas a serem utilizadas como

forrageiras é muito maior do que de leguminosas temperadas (Kretschmer e Pitman, 2001).

Lancamentos de cultivares forrageiros provenientes de ecotipos coletados na

natureza estdo cada vez mais raros, dentre as causas estdo os altos custos das expedicdes de
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coleta, a erosdo genética, a destruicdo dos ecossistemas e dos nichos ecologicos, a
contaminacdo genética e 0 eminente esgotamento dos acessos existentes nos bancos de
germoplasma. Em contrapartida, muitos dos acessos presentes em bancos de germoplasma
necessitam de profundo estudo para conhecimento da demanda produtiva, acessos
tolerantes a estresses bioldgicos, com alto valor nutritivo, aceitabilidade, persisténcia,
estudos de avaliacdo de ecotipos; melhoramento classico; melhoramento assistido por
marcadores moleculares e transgenia, tudo que vise a importancia do produto para
lancamento no mercado pecuario.

Um programa de selecdo e melhoramento de forrageiras deve obedecer a algumas
etapas de estudo, dentre elas: possuir um banco de germoplasma com acessos
identificados; avaliacdo agronémica e fisiologica dos acessos através de ensaio de
competicdo e cortes; avaliagdo de grandes parcelas sob pastejo, observando a
palatabilidade e persisténcia; atividades correlatas, caracterizacdo molecular e producéo e
tecnologia de sementes; ensaio com desempenho animal; e, por fim, a liberacdo do cultivar
(Dall’agnol e Scheff-Basso, 2004). Além disso, a agregagdo da biotecnologia a selecdo
fenotipica e genotipica podera exercer papel imprescindivel para o melhoramento genético
(Pereira, 2002).

Com isso, pode-se dizer que a variabilidade genética, selecdo de individuos
superiores e avaliacdo de materiais genéticos, promissores para lancamento comercial, séo
etapas fundamentais em programas de melhoramento de plantas, onde a esséncia esta na
eficiéncia do fenotipo, de um individuo, em expressar o seu genotipo, tendo, entdo, o uso
de marcadores moleculares como auxiliares no melhoramento de plantas, acessando

diretamente o geno6tipo de um individuo.
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3.1.  Uso de marcadores moleculares baseados em DNA em leguminosas
forrageiras
Os marcadores moleculares permitem compreender a variabilidade genética das
plantas, acessando a variabilidade ao nivel de acido desoxirribonucleico (DNA), que nao é
influenciado pelo ambiente. Permite a organizacdo do germoplasma em pools génicos
(grupos de genotipos com caracteristicas comuns dentro de uma espécie), facilitando a
escolha e diminuindo o nimero de combinac6es a serem feitas pelo melhorista (Yamame,

2002).

Os marcadores moleculares se dividem em marcadores dominantes, quando o
individuo heterozigoto ndo pode ser identificado na andlise, por exemplo: Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment lenght polymorphism (AFLP);
e marcadores codominantes, quando se pode identificar o individuo heterozigoto, por
exemplo: restriction fragment length polymorphism (RFLP), microssatélites (Faleiro,
2007). Em leguminosas, os principais marcadores moleculares utilizados sdo do tipo:
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”); Microssatélite (ou SSR - “Simple
Sequence Repeats”); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

Matida et al. (2013) utilizaram a técnica de polimorfismos de DNA amplificados ao
acaso (RAPD) para caracterizar a variabilidade genética entre quatro acessos da espécie
Stylosanthes guianensis (var. guianensis, var. pauciflora, var. canescens e var.
microcephala), determinando suas inter-relagdes com acessos de variedades boténicas
conhecidas. Ja Santos et al. (2011) analisaram a toleréncia e sensibilidade ao aluminio de
14 materiais de Lotus corniculatus L. por meio de marcadores microssatélites.

Dellagostin et al. (2011) realizaram um estudo, analisando a dissimilaridade
genética de populacdo segregante de soja para caracteres morfologicos de sementes, por

meio de marcadores morfologicos e marcadores moleculares (AFLP, SSR e RAPD),
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estimando a correlagédo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas por meio da utilizacao
das diferentes classes de marcadores. A populagdo utilizada no estudo originou-se do
cruzamento entre dois genotipos contrastantes para os caracteres do tegumento, a cultivar
CD 202 (genitor feminino), com tegumento amarelo, e o gendtipo TP (genitor masculino),
com tegumento preto. Na geracdo F3, foram avaliados os caracteres morfoldgicos de cores
do tegumento e do hilo, presenca de derramamento de hilo, cor da pubescéncia e cor da
flor. O estudo constatou que a utilizacdo dos marcadores AFLP é mais eficiente em acessar
a variabilidade genética da populacdo, proporcionando a formacdo de maior nimero de
grupos em relacdo aos demais marcadores. Onde, a matriz de dissimilaridade e o
dendrograma, obtidos através de marcadores moleculares AFLP avaliados isoladamente,
apresentam correlacdo positiva com a matriz de dissimilaridade e o dendrograma obtido
por avaliacdo dos dados morfoldgicos.

O marcador AFLP € uma técnica baseada na amplificacdo de um subconjunto de
fragmentos que sdo gerados a partir da combinacdo de enzimas de restricdo de corte raro
(Apal, EcoRl, Hindlll, Pstl) e de corte frequente (Msel, Tagl), que clivam o DNA
gendmico em sitios especificos. Essa clivagem pode ser feita em apenas uma etapa, desde
que se tenha disponivel um tampédo adequado para as duas enzimas (corte raro/corte
frequente). Caso contrario, € necessario ser feito o procedimento em duas etapas,
separadamente (\Vos et al., 1995). A principal importancia da utilizacdo dessa combinacao
de enzimas € a digestdo completa da molécula de DNA, evitando uma caracterizacao de
falsos polimorfismos decorrente de uma digestdo parcial, sendo essencial alta pureza do
DNA amostral para o sucesso da digestdo total, procedimento esse decorrente de um
excelente método de extracdo e quantificagdo de DNA.

A técnica permite a analise de um grande numero de locos polimorficos por reacéo,

sendo entdo classificada como uma técnica de elevado conteddo informativo. O marcador
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AFLP tem a vantagem de néo exigir o emprego de iniciadores de espécie especificos, sem
exigir conhecimento prévio do genoma da espécie estudada, além de ser relativamente
barata, facil, rapida, confiavel e permite a geracdo de uma grande quantidade de
marcadores geneéticos informativos num espaco de tempo relativamente curto. Dessa
forma, sua acessibilidade pode ser classificada como elevada. A utilizacdo de marcadores
AFLP no mapeamento genético evidencia elevada repetibilidade (Vos et al., 1995).
Contudo, a técnica apresenta como desvantagem a detectacdo apenas de um alelo por loco
(presenca/auséncia). Entretanto, quando sdo utilizadas estratégias de mapeamento em que a
progénie esta segregando na proporcao de 1:1, como as linhas endogamicas recombinantes,
0s AFLPs séo igualmente informativos aos marcadores co-dominantes (Vieira et al., 2006).
Suas principais aplicacdes vao desde o mapeamento genético, a diversidade genética e

fingerprinting.
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CAPITULO 2

Variabilidade genética em acessos de Desmanthus spp.
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Variabilidade genética em acessos de Desmanthus spp.

Resumo - Estudos de variabilidade genética de plantas forrageiras sdo importantes para
conservacdo de seus recursos. Objetivou-se estudar a variabilidade genética, através da
técnica de polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) de acessos
de Desmanthus spp. Foram utilizadas sementes de quatro acessos de Desmanthus
pernambucanus (43F, 89F, 100C e 7G), provenientes do banco de germoplasma da
UFRPE, em Serra Talhada-PE, e um acesso Desmanthus pubescens (AusTRC),
proveniente da Embrapa Tabuleiros Costeiros - Sergipe. Das 38 combinacbes de
iniciadores testadas para caracterizar cinco individuos do género, 32 combinacdes
amplificaram 707 fragmentos, dos quais 436 (62%) foram polimdrficos e 271 (38%)
monomorficos, evidenciando a grande variabilidade existente entre os acessos avaliados. A
matriz de distancia genética de NEI (1978), revelou que os acessos 89F e AusTRC
pertencentes a espécies distintas e oriundos de locais diferentes, Bom Jardim e Saint Croix
(EUA), respectivamente, apresentaram menor distancia genética (33,5%). Acessos 43F e
100C pertencentes a mesma espécie oriundas dos municipios de Bom Jardim e Serténia,
respectivamente, apresentam maior distancia genética (57%). Os acessos mais proximos
geograficamente (43F e 89F) e pertencentes a espécie de D. pernambucanus apresentam
alta disténcia genética (0,6303), 0 que estd associada a uma variacdo intraespecifica. O
conhecimento da variabilidade genética, apresentada pelos acessos 7G, 100C, 89F, 43F e
AusTRC através do alto polimorfismo, evidencia a eficiéncia da técnica de AFLP em
especies de Desmanthus spp., trazendo uma contribuicdo Util para futuros estudos de

programa de cruzamentos e confirma a importancia da conservacao desses genes.

Palavras-chave: AFLP, diversidade genética, leguminosas nativas, recurso genético.
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Genetic variability of Desmanthus spp. accessions

Abstract—Forage genetic variability studies are important for the conservation of these
resources. The objective was to study the genetic variability through amplified fragment
length polymorphism (AFLP), of Desmanthus pernabucanus (43F, 89F, 100C, and 7G)
from the UFRPE germplasm bank in Serra Talhada-PE, and Desmanthus pubescens
AuUsTRC, from Embrapa Tabuleiros Costeiros —Sergipe. Of the 38 primers tested, 32
combinations amplified 707 fragments, of which 436 (62%) were polymorphic and 271
(38%) monomorphic, indicating a wide variability among the five accessions. NEI genetic
distance matrix indicated that 89F and AusTRC, distinct species collected from different
locations (Bom Jardim and Saint Croix, USA, respectively), had less genetic distance
(33.5%) compared to 43F and 100C belonging to D. pernambucanus but collected in Bom
Jardim and Sertania, with 57% distance. The geographically closest D. pernambucanus
accessions, 43F and 89F, had the greatest genetic distance (63%). Understanding the
genetic variability among these accessions from the polymorphism provides a basis for

future breeding programs and confirms the importance of the conservation of these genes.

Key words: AFLP, genetic diversity, native legumes, genetic resource.
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Introducéo

O género Desmanthus, pertencente a familia Fabaceae, inclui 23 espécies
naturalmente distribuidas em regides tropicais e subtropicais das Américas, com maior
diversidade no México (14 espécies) e sul do Texas, EUA (8 espécies) (Lucrow, 1993;
Muir et al., 2014). A caracteristica de leguminosa permite considera-la fonte alternativa de
alimento para ruminantes, principalmente, em areas Semiaridas (Suksombat e Buakeeree,
2006; Cruz et al., 2007; Rangel e Gardiner, 2009; Sukkasame e Phaikaew, 2012). A sua
associacdo a bactérias da familia Rhizobiaceae fixadoras de nitrogénio (Date, 1991;
Beyhaut et al., 2003; Beyhaut et al., 2006; Freitas et al., 2011; Diniz, 2016), permite o
cultivo consorciado desta leguminosa a cultivares de baixa eficiéncia de fixacdo de
nitrogénio.

A maioria das espécies Desmanthus spp. é dipléide com 2n = 28 cromossomos
(Turner e Beaman, 1953; Hughes et al., 2003). Estudos mais recentes de Santos et al.
(2012) citam a especie Desmanthus pernambucanus com 2n = 26 cromossomos; apresenta
elevado grau de polimorfismo intra e interespecifico (Lucrow, 1993; Gardiner e Burt,
1995; Hughes et al., 2003), e considerando a importancia da variabilidade genética como
fonte de genes de interesse, fica claro a importancia da conservacdo das espécies. Assim, a
coleta e manutencdo de um conjunto representativo de gendtipos de Desmanthus spp. em
bancos de germoplasma s&o fundamentais para minimizar os efeitos causados, por
exemplo, pela perda de variabilidade genética. Com isso, informagbes sobre o
desenvolvimento e a variacdo genética das espécies, principalmente das nativas, sao
fundamentais, para a domesticacdo e a incorporagdo dessas espécies nos sistemas
produtivos da regido, assim como para o desenvolvimento de estratégias de conservagao
eficientes, 0 que estdo estreitamente relacionadas ao conhecimento da magnitude e da

distribuicdo da variabilidade genética nas populag¢des naturais.
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Assim, para caracterizacdo da variabilidade genética do DNA de plantas contida em
bancos de germoplasma sdo utilizados estudos com marcadores moleculares. Alguns
marcadores detectam o polimorfismo genético diretamente no acido desoxirribonucleico
(DNA), sem influéncia do ambiente. O marcador molecular baseado no polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) tem sido bastante utilizado atualmente
em estudos de diversidade genética. Isso se deve a capacidade deste marcador em acessar a
variabilidade em nivel de DNA (Vos et al., 1995). Os marcadores AFLPs associam
polimorfismos relacionados a sitios de enzimas de restricdo e a capacidade de deteccdo
pela técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). A grande vantagem da técnica diz
respeito ao elevado nimero (de dezenas, até centenas) de marcadores obtidos por
combinacdo de primers e a ndo necessidade de se conhecer as sequéncias a serem
amplificadas, possibilitando estimar a variabilidade genética presente entre acessos de
Desmanthus spp, visto que ndo existe primers especifico, disponivel no banco de dados, e
marcadores mais especificos.

A determinacdo e a compreensdo da variabilidade genética existente em bancos de
germoplasma sdo o ponto de partida para o pré-melhoramento e melhoramento genético, e
para que essa variabilidade seja aproveitada de forma préatica, faz-se necessario a
caracterizacdo mais ampla possivel. Dessa forma, tal estudo é de grande valia, pois fornece
informacdo sobre a variabilidade genética, podendo indicar a necessidade de intercambio e
introducdo de novos genotipos. Assim, objetivou-se estudar a variabilidade genética,
através da técnica de AFLP, de cinco acessos de Desmanthus spp. do Banco de

Germoplasma, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Foram utilizadas sementes de cinco acessos
de Desmanthus spp., dos quais quatro acessos (7G, 100C, 43F e 89F) sdo da espécie
Desmanthus pernambucanus (classificada pelo herbario do Instituto Agronémico de
Pernambuco, Fomento Internacional do Brasil LTDA (FIB) n°02/2012), provenientes do
Banco de germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE, localizado
em Serra Talhada-PE, coletados nos municipios de Santa Cruz do Capibaribe, Sertania e
Bom Jardim (Queiroz, 2012), e um acesso proveniente da Embrapa Tabuleiros Costeiros -
Sergipe (oriundo do Banco de germoplasma da Australia - CSIRO, AusTR), identificado
como Desmanthus pubescens B. L. Turner (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos acessos de Desmanthus spp. avaliados, com as respectivas
procedéncias e coordenadas geogréaficas.

Identificacdo Procedéncia Latitude Longitude  Tipo de
solo
100C* Sertania — Brasil (BR) 08°04' 37°18' LUV
43F* Bom Jardim — BR 07047 35032' AVE
89F* Bom Jardim — BR 07°50' 35041 VER
7G* Santa Cruz do Capibaribe - BR  07°50' 36022 NR
AUsSTRC** Virgin Islands (U.S.) - CSIRO  18°08' 61°68' -

*Queiroz (2012), **AusPGRIS - Australian Plant Genetic Resource Information Service (http://
http://mwww2.dpi.gld.gov.au/extra/asp/AusPGRIS/Scripts/Display_Accession.asp?theAccession=AusTRCF92
803). LUV= luvissolo; AVE= argissolo vermelho escuro; VER= vertissolo; NR= neossolo regolitico.

O baixo numero de acessos utilizados no estudo se deve a baixa sobrevivéncia das
plantas no banco de germoplasma in vivo. A propagacéo foi feita por sementes submetidas
a quebra de dorméncia por desponte (corte com tesoura na regido oposta ao hilo da
semente) (Queiroz, 2012) e semeadas em vasos (3 kg). Apos 30 dias de desenvolvimento
das plantas (5 plantas/acesso), em Agosto de 2014, foram coletadas 200 mg de folhas
jovens, para a extracdo do DNA, maceradas em nitrogénio liquido em gral de porcelana,

tendo-se adicionado, em seguida, 800 pL de tampao de extragdo (2% de CTAB — brometo
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de cetil trimetil aménio e 20 pL de p-mercaptoetanol) proposto por Doyle & Doyle (1991)
e modificado por Silva et al. (2008).

Para eliminacdo dos contaminantes presentes no DNA, realizou-se extracdo
organica com cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 e lavagem com acetato de amonio (ou
acetato de sodio 3 M) a 7,5 M e alcool etilico a 95% (1:6). O DNA precipitado pela
desidratacdo foi lavado do excesso de sal com etanol a 75%. O DNA precipitado foi
diluido em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM), quantificado em gel de
agarose 0,8% corado com solucdo de 0,02% de brometo de etidio (10 mg/ml) e visualizado
em transiluminador de luz ultravioleta. As reacbes de AFLP foram desenvolvidas
utilizando-se o kit AFLP® Analysis System | (Life Technologies®), conforme instrucdes do
fabricante. Em resumo, apos a digestdo com as enzimas EcoRI e Msel e ligacdo dos
oligonucleotideos adaptadores, o DNA foi amplificado utilizando iniciadores com trés
bases seletivas (ECORI-NNN e Msel-NNN), sendo que para os iniciadores, cada N
corresponde a uma base: A, C, T ou G. As reaces PCR foram realizadas em termociclador
PTC-100 (MJ Research), seguindo instrucées do kit.

A visualizacdo dos resultados foi realizada apds a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, em condicdo desnaturante (7M de uréia), em cuba vertical do tipo para
sequenciamento, com tampdo de corrida TBE 1x. A coloracdo do gel com nitrato de prata
seguiu o protocolo descrito por Bassam et al. (1991). O resultado foi convertido em uma
matriz binaria, com base na presenca (1) ou auséncia (0) do fragmento. A percentagem de
locos polimorficos e 0 nimero 6timo de fragmentos foram calculados com o auxilio do
programa Genes (Cruz, 2006). Dados de nimero total de alelos (Na), nimero efetivo de
alelos (Ne) e heterozigosidade (He), foram realizados utilizando o programa estatistico
PopGene 1.31, assim como formacdo do dendrograma da distancia genética baseado em

Nei (1978), com base no agrupamento UPGMA ("unweighted pair group method using
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arithmetic averages”), obtido pelo mesmo pacote estatistico PopGene 1.31, para 0s

diferentes acessos de Desmanthus spp.
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Resultados e Discusséo

Das 38 combinacdes de primer testadas para caracterizar cinco individuos do
género Desmanthus, 32 combinagdes amplificaram 707 fragmentos (Tabela 2), dos quais
436 (62%) foram polimorficos (presenca ou auséncia de banda em ao menos um dos
acessos) e 271 (38%) comuns aos cinco acessos (Figura 1), o que evidenciou a
variabilidade existente entre 0s acessos e 0 poder de deteccdo de polimorfismos
apresentado pela técnica AFLP em Desmanthus spp.

Cada par de primers produziu entre um e 33 fragmentos polimorficos distinguiveis,
com uma média de 14 fragmentos polimaorficos por par de primer, enquanto gue o total de
fragmentos amplificados variou de trés a 52 bandas, com média de 22 por combinacéo de
primers (Tabela 2). A combinacdo de primers E-AAC / M-CTT foi a que apresentou o
maior numero de fragmentos amplificados e polimérficos, ja a combinacdo E-AAC / M-
CAA ndo apresentou numero de fragmentos polimorficos (Tabelas 2).

Das 38 combinacGes de primer AFLPs testadas, seis combinacdes néo
amplificaram, E-AGC / M-CAG; E-ACC / M-CTT,; E-ACC / M-CAT; E-ACT / M-CTC,;

E-ACT / M-CTA; E-ACT / M-CAT.
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Tabela 2. Totais de bandas amplificadas e polimorficas por iniciadores AFLP obtidos com

DNAs de cinco acessos de Desmanthus spp.

Iniciadores™ Total de bandas Total de fragmentos ~ Polimorfismo (%)
amplificadas polimorficos

E-ACG + M-CAA 34 25 74
E-ACG + M-CTC 28 16 57
E-ACG + M-CTG 38 32 84
E-ACG + M-CTT 24 09 38
E-ACG + M-CTA 20 14 70
E-ACG + M-CAG 13 10 77
E-ACG + M-CAT 17 16 94
E-AGC + M-CTC 15 09 60
E-AGC + M-CTG 03 02 67
E-AGC + M-CTT 35 30 86
E-AGC + M-CTA 05 02 40
E-AGC + M-CAT 11 05 45
E-AGC + M-CAC 07 01 14
E-ACC + M-CAA 15 11 73
E-ACC + M-CTC 13 06 46
E-ACC + M-CTG 20 09 45
E-ACC + M-CTA 23 13 56
E-ACC + M-CAG 27 07 26
E-ACC + M-CAC 33 18 55
E-AAC + M-CAA 07 00 00
E-AAC + M-CTC 25 16 64
E-AAC + M-CTG 10 06 60
E-AAC + M-CTT 52 33 63
E-AAC + M-CTA 20 08 40
E-AAC + M-CAG 22 13 59
E-AAC + M-CAT 24 24 100
E-AAC + M-CAC 21 21 100
E-ACT + M-CAA 40 13 33
E-ACT + M-CTG 26 14 35
E-ACT + M-CTT 32 17 53
E-ACT + M-CAG 25 23 92
E-ACT + M-CAC 22 13 59

TOTAL 707 436 62

Média 22 14

*Bases seletivas que iniciam com A sfo referentes aos ‘primers’ para ECORI e aquelas com C sdo de Msel.
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IE

T o BT A
Figura 1. Exemplo de fragmentos amplificados (polimérficos e monomdrficos) nos cinco

acessos de Desmanthus spp., visualizados em gel de poliacrilamida 6%. *1 = 7G; 2 =
100C; 3 = 89F; 4 = NSDD; 5 = AusTRC; 6 = 43F; 7 = 21F. **NSDD e 21F ndo foram
utilizados por problema na execu¢do. ***CTC = M-CTC; CTG = M-CTG; CTT = M-CTT.

Com base no nivel de polimorfismo alcancado, sera possivel discriminar genotipos
em nivel de DNA, planejando cruzamentos em melhoramento genético, levando-se em
consideracdo o desempenho agrondmico dos genitores nas fases mais avancadas de selecao
e experimentacdo. Pengelly e Liu (2001), avaliando 284 acessos de Desmanthus spp.,
equivalente a 11 espécies, a partir de analises com marcadores Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), observaram que houve maior polimorfismo em D. virgatus,
D. leptophyllus e D. pernambucanus, em relacdo ao D. pubescens. O maior nimero de
acessos trabalhados pelos autores levou a resultados de comparagdo por espécies,
diferentemente deste estudo com apenas cinco acessos, 0 que evidencia a questdo de se
intensificar os trabalhos com maior nimero de acessos e de diferentes espécies,
possibilitando fazer comparagdes diante dos acessos presentes no BAG. Ha de se ressaltar
a dificuldade de manter, em condi¢fes de semiarido, banco de germoplasma vivo, o que

limita a disponibilidade de acessos para avaliag&o.
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Com a matriz de distancia genética de Nei (1978), que mede a diversidade genética
entre diferentes espécies ou individuos da mesma espécie, entre 0S Cinco acessos

amostrados, foi construido um dendrograma pelo método UPGMA (Figura 2).

S — 7G
T — 2
! S — 100C
-4
! T — 89F
| [ I 1
S S—— S — AusTRC
|
U — 43F

Figura 2. Dendrograma considerando acessos de Desmanthus spp.
A distancia genética média entre os acessos de Desmanthus sp. foi de 45%. A
menor distancia genética (Nei, 1978) ocorreu entre os acessos 89F e AusTR (33,5%),

oriundos de Bom Jardim e Saint Croix (EUA), respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Identidade genética (lg) e distancia genética (Dg) em cinco acessos de
Desmanthus spp.

ACessos 7G 100C 89F AusTRC 43F
7G falaleiel 0,7068 0,6133 0,5836 0,5807
100C 0,3470 Fxxk 0,6997 0,6190 0,5652
89F 0,4889 0,3571 Fkxk 0,7153 0,6303
AusTRCF92803 0,5386 0,4797 0,3351 Fkkx 0,6997
43F 0,5435 0,5707 0,4615 0,3571 falaiaiel

*Identidade genética: valores acima da diagonal; distancia genética: valores abaixo da diagonal.

A maior distancia foi observada entre os acessos 43F e 100C (57%), oriundos de
Bom Jardim e Sertania, respectivamente. A matriz de identidade genética mostrou a faixa
de similaridade, variando de 56,5% a 71,5% entre 0s acessos. Esses valores indicaram que
0s acessos 89F e AusTRC foram os mais semelhantes geneticamente (Ig: 0,7153), o que
ndo quer dizer que pertengam a mesma especie.

Esses resultados indicam que, apesar da proximidade de onde foram realizadas as

coletas, existe alta variabilidade entre 0s acessos, apesar de serem espécies com reproducdo
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autogama (Lucrow, 1993). Contudo, Pillar (1994) menciona que plantas autdgamas
possuem menor Variabilidade intrapopulacional que é distribuida entre as populacdes em
maiores escalas do que nas espécies de reproducdo alégama. De acordo com Allard e
Workman (1971), as plantas autdgamas mostram ser mais diferenciadas geograficamente,
mesmo em escala microgeografica.

A presenca da variabilidade genética dos acessos possibilita adaptacdo as mudancas
ambientais (Daufresne e Renault, 2006), 0 que ressalta a importancia da preservacdo dos
acessos do género Desmanthus, mediante a constituicdo de bancos de germoplasma, tanto
do ponto de vista da conservacgdo bioldgica como da aplicacdo no melhoramento genético.

A variacdo genética, usando os marcadores AFLP quanto a frequéncia alélica,
namero efetivo de alelos (Kimura e Crow, 1964) e diversidade genética de Nei (1973)
(Tabela 4), permitiu observar que o numero médio de alelos foi de 1,70, e 0 nimero médio
efetivo de alelos, que contribuiu para a diversidade genética, foi de 1,51. Segundo Nei
(1978), o nimero médio de alelos por loco (A) é muito influenciado pelo tamanho da
amostragem genética (numero de loco) na coleta. A heterozigosidade (h), também
chamada de indice de diversidade genética de Nei, foi usada para avaliar o contetdo
polimorfico de cada loco e obteve-se um valor de 0,29. Esse valor indica baixo conteddo
polimorfico, contudo, o baixo contetdo de informacdo genética por loco é uma das
limitacbes do AFLP, por ser essencialmente dominante (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Essa limitagéo seria superada com uso de marcadores moleculares dos tipos microssatélite
ou SSR (Simple Sequence Repeats), que sdo de natureza codominante (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Entretanto, para se gerar marcadores SSR, ha necessidade de primers
especificos, desenhados com base em sequéncias oriundas de bibliotecas SSR ou de ESTs
(Expressed Sequence Tags) disponiveis, 0 que ndo € a realidade do género, ainda pouco

estudado molecularmente, pois conta com menos de uma centena de sequéncias
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nucleotidicas depositadas na base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

conforme levantamento feito em novembro de 2015.

Tabela 4. Estimativas do numero de alelos e diversidade genética para os 707 marcadores
AFLP nos cinco acessos de Desmanthus spp.

Parametro Colecdo nacleo (CN)
Média Desvio
Numero de alelos observados (Na) 1,70 0,46
Numero de alelos efetivos (Ne) 1,51 0,38
Heterozigosidade (H) 0,29 0,20

Em contra partida, a heterozigosidade observada ¢ um indice de diversidade
genética muito influenciada pelo sistema reprodutivo da espécie. Uma populacdo natural
de espécie alogama apresenta maior heterozigose do que uma populacdo de espécie
autégama. Autores como Weir (1996) e Nei (1973) consideram a frequéncia de
heterozigotos um importante indicador de diversidade genética, pois cada heterozigoto
carrega alelos diferentes, representando melhor a variacdo existente tanto em populacdes

de espécies autbgamas como alégamas.
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Conclusotes
Os acessos 7G; 100C; 89F; 43F e AusTRC apresentam alto polimorfismo
evidenciando a eficiéncia da técnica de AFLP em avaliar a variabilidade genética dos
acessos de Desmanthus spp.
A distancia genética ndo é limitada pela distancia geogréfica, uma vez, que acessos
geograficamente proximos e pertencentes a mesma espécie (89F e 43F) ndo apresentam
semelhangas genéticas, assim, como acessos geograficamente distantes e de espécies

diferentes (89F e AusTRC) podem apresentar semelhancas genéticas.
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CAPITULO 3

Avaliacdo morfoldgica, produtiva e quimica de Desmanthus spp. submetidos a
suspensao hidrica
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Avaliacdo morfoldgica, produtiva e quimica de Desmanthus spp. submetidos a
suspensao hidrica

Resumo — A disponibilidade hidrica € uma das principais limitacfes para o crescimento,
produtividade das plantas. Objetivou-se avaliar aspectos morfoldgicos, produtivos e
quimicos de dois acessos de Desmanthus pernambucanus (43F e 89F) e um acesso de
Desmanthus spp. (AusT), submetidos a dois periodos de suspensédo hidrica de 7 e 21 dias,
em casa de vegetacdo, em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x 2 (acesso e suspensao
hidrica) com quatro repeticdes, durante 252 dias. O valor P < 0,05 foi considerado
significativo. A suspensdo hidrica interferiu nas caracteristicas morfoldgicas, produtivas e
quimicas dos acessos de Desmanthus spp. O acesso 43F apresentou decréscimo na taxa de
crescimento de 0,03 cm dia™, os acessos AusT e 89F apresentaram taxa de crescimento
médio de 8,40 e 4,27 cm, respectivamente, em suspensdo hidrica de 21 dias. Assim
também foram observadas reducdes no nimero de ramos, numero de folhas, comprimento
das folhas e diametro do caule. Foi observado acumulo de 463% de prolina livre nas folhas
das plantas submetidas & suspensdo hidrica de 21 dias (90,22 mg kg™) em relacdo as
submetidas a suspensdo hidrica de 7 dias (16,03 mg kg?). Assim também foram
observados acumulos de carboidratos (CHO) nas folhas dos acessos 43F e 89F de 28 e
51%, respectivamente em suspensdo hidrica de 21 dias, contudo o AusT apresentou
declinio de 38% em CHO quando submetido a suspensdo hidrica de 21 dias. Acumulos de
prolina e carboidratos sollveis totais nos acessos 43F e 89F ndo foram suficientes para
regular o contetdo de proteina bruta, carbono, relacdo C:N e clorofilas a e b. Esses
resultados demostram a grande variabilidade no grau de tolerancia a seca entre espécies e,
mesmo dentro de uma espécie, entre variedades. Sendo os acessos 43F e 89F mais
susceptiveis a suspensdo hidrica de 21 dias e 0 acesso AusT o indicado para cultivo sob
suspensdo hidrica de 21 dias, apresentando melhor comportamento morfolégico e quimico.

Palavra chave: estresse hidrico, jureminha, leguminosa nativa, proteina bruta.
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Morphological, production, and chemical evaluation of Desmanthus spp. submitted to
moisture stress

ABSTRACT — Water availability is one of the main constraints to growth and plant
productivity. This study aimed to assess morphological, productive and chemical
characteristics of two accessions of Desmanthus pernambucanus (43F and 89F) and an one
Desmanthus spp. (AusT) submitted to water deprivation during 7 or 21 days in a
greenhouse. Water stress interfered with morphological, productive and chemical
characteristics of Desmanthus spp. Accession 43F showed a decrease in growth rate of
0.03 cm™ while AusT and 89F showed average growth rate of 8.40 and 4.27 cm,
respectively, after 21 days of water deprivation. Reductions were observed in the number
of branches, number of leaves, length of leaves and stem diameter. The accumulation of
free proline in the leaves of plants submitted to water stress for 21 days (90.22 mg kg™)
was 463% greater in relation to plants submitted to water deprivation of 7 days (16.03 mg
kg™). We also observed accumulation of carbohydrates (CHO) in the leaves of 43F and
89F 28 and 51%, respectively following 21 days water deprivation, while AusT declined
by 38% in CHO when subjected to 21 days. Proline and total soluble carbohydrates
accumulation in 43F and 89F hits were not sufficient to regulate crude protein, carbon, C:N
ratio and chlorophyll a and b content. These results demonstrate the great variability in
drought tolerance between species and even within a species, between accessions.
Accessions 43F and 89F are more susceptible to 21 days deprivation and AusT is indicated
for cultivation under water stress because of superior morphological and chemical

adaptations.

Key words: water stress, jureminha, native legumes, crude protein.
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Introducéo

A disponibilidade hidrica é responsavel pela distribuicdo das espécies vegetais nas
diferentes zonas climéaticas do mundo (Turner e Jones, 1980; Kramer e Boyer, 1995),
atribuindo assim, a exploracdo sustentavel de espécies nativas ou adaptadas, as
adversidades presentes no meio em que estdo inseridas, para manutencdo e sucesso da
producdo (Santos et al., 2010). De fato, a deficiéncia hidrica ocasionada pela excessiva
demanda evaporativa ou pelo limitado suprimento de agua resulta em um impacto negativo
substancial em todos os aspectos de crescimento e desenvolvimento das plantas.

Dessa maneira, € fundamental o entendimento dos mecanismos de adaptacdo das
plantas a reducdo da disponibilidade de agua no solo, considerando que a quantidade de
agua no solo disponivel das plantas ira variar com a textura e as caracteristicas fisicas do
solo (Kiehl, 1979, citado por Santos e Carlesso, 1998). Segundo Taiz & Zeiger (1991), as
plantas submetidas a déficit hidrico conflitam entre a conservacdo da dgua pela planta e a
taxa de assimilacdo de CO, para producdo de carboidratos, atribuindo a necessidade da
planta em desenvolver mecanismos morfofisiologicos, que as conduzem a economizar
agua para uso em periodos posteriores (McCree & Fernandez, 1989, citado por Santos e
Carlesso, 1998).

Estudos das respostas morfofisiologicas das espécies de leguminosas nativas
fixadoras de nitrogénio, adaptadas as condicdes edafoclimaticas da regido, podem
contribuir para o entendimento de cultivo em condicdes de regime hidrico. As leguminosas
tém potencial para contornar a irregularidade na oferta de forragem, ganho por area,
desempenho animal e, consequentemente melhorar o uso das areas, evitando abandono e
degradacédo das pastagens (Barcellos et al., 2008; Apolinario, 2014). Assim, a introducéo
de leguminosas tem potencial de promover servicos ambientais como a reducdo na

producdo de metano em ruminantes (Tedeschi et al., 2011b), disponibilizando nitrogénio
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de forma econdmica, pela fixacdo biologica (Diniz, 2016), ao solo, aumentando a
disponibilidade de proteina bruta e energia metabolizavel para o animal (Foster et al.,
2007; Muir et al., 2011). Contudo, o grande desafio ao uso de leguminosas é a baixa
persisténcia de quase a totalidade das cultivares disponibilizadas (Pereira et al., 2012), seja
pela baixa resisténcia ao pastejo, ou devido ao pouco conhecimento sobre a adaptabilidade
as condicdes edafoclimaticas, dentre outros fatores.

Estudos com espécies do género Desmanthus demostram seu potencial como
alternativa para alimentacdo de ruminantes por serem adaptadas a regides secas (Jones e
Brandon, 1998; Gardiner e Swan, 2008; Zabala et al., 2008; Diniz, 2016), fonte
suplementar de proteina, auxiliando no ganho de peso dos animais (Suksombat e
Buakeeree, 2006; Cruz et al., 2007; Rangel e Gardiner, 2009). Além disso, existe um
grande polimorfismo intra e interespecifico no género Desmanthus, o que constitui um
fator muito importante na busca de acessos de alta producao de forragem (Lucrow, 1993;
Gardiner e Burt, 1995).

Desta forma, as respostas produtivas e morfofisiologicas de espécies de
Desmanthus spp., cultivadas em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica, contribuem
para melhoria das condi¢cdes de cultivo, para posterior disponibilidade como forrageira
para 0s animais, uma vez, que a irreversibilidade do desenvolvimento da planta depende do
gendtipo (Chaves, 1991), da duracéo, da severidade e do estagio vegetativo a que a planta
se encontrava no momento da deficiéncia hidrica (Kelling, 1995).

A concentracdo de tanino, responsavel pela adstringéncia de muitos frutos e
produtos vegetais, aléem de alteracBes bioquimicas nas células séo adotadas na maioria dos
vegetais como respostas a deficiéncia hidrica (Verslues e Sharma, 2010; Muir, 2011;

Pereira et al., 2012).
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Desse modo, torna-se fundamental para programas de melhoramento genético e,
para sustentabilidade de regides de baixa escassez de agua, o conhecimento e identificacdo
de gendtipos com respostas adaptativas a deficiéncia hidrica. Nesse sentido, objetivou-se
avaliar respostas morfoldgicas, produtivas e quimicas de trés acessos de Desmanthus spp. a

dois periodos de suspensdo hidrica.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife (PE), no periodo de
novembro de 2014 a Junho de 2015. As coordenadas sao 8°01°S; 34°57°W, temperatura
variando entre 21,0 e 38,2 °C, e umidade atmosférica variando de 42 e 95 % dentro da casa
de vegetacdo. Foram utilizadas plantulas de trés acessos de Desmanthus spp., obtidas a
partir de sementes oriundas do banco de germoplasma (ex situ) da UFRPE em Serra
Talhada (Tabela 1). Os acessos 43F e 89F foram coletados no municipio de Bom Jardim -
PE, em argissolo vermelho escuro e vertissolo, respectivamente, identificadas como
espécie Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung (classificada pelo Instituto Agrondmico
de Pernambuco — IPA, Fomento Internacional do Brasil LTDA (FIB) n°02/2012). O acesso
AusT foi fornecido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros e, foi obtido da Australia. Contudo,
sua identificacdo consta apenas como Desmanthus spp., de acordo com Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organisation/Organizacdo de Pesquisa da Comunidade
Cientifica e Industrial (CSIRO).

Tabela 1. Identificacdo e origem dos acessos de Desmanthus spp. avaliados.

Identificacdo Procedéncia Latitude (Sul)  Longitude
43F* Bom Jardim — Brasil 7047 35°32'
89F* Bom Jardim — Brasil 7°50' 35%41"
AusT** Ethiopia — CSIRO 17°8' -61°48'
*Queiroz  (2012), **AusPGRIS - Australian Plant Genetic Resource Information Service

(http://wvww2.dpi.gld.gov.au/extra/asp/AusPGRIS/Scripts/Display_Accession.asp?theAccession=AusTRCF7
0338)

As sementes foram escarificadas por meio de desponte da semente (corte da regido
oposta ao hilo) (Queiroz, 2012) e mergulhadas em agua por 24 horas, posteriormente, fez-
se a semeadura de, aproximadamente, cinco sementes por balde contendo 8 kg de solo e
100 g de brita. Os baldes apresentavam capacidade para 10L e dimensdes de 0,40 m de

altura e 0,20 m de diametro e foram perfurados na base, para monitorar a 4gua drenada.
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O solo utilizado foi classificado como solo Argissolo Vermelho Distrofico (ZAPE,
2001), ndo salino e ndo sbdico, o qual foi coletado no Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) em Arcoverde — PE, a uma profundidade de 20 cm. Foi realizada
analise de fertilidade do solo (Embrapa, 1997) no IPA-Recife (Tabela 2), e houve a
necessidade de aplicacdo de 0,456 g de KCl e 0,198 g P,Os por vaso, utilizando como fonte
de P,Os 0 superfosfato simples.

Tabela 2. Fertilidade de amostras do solo utilizado, antes da aplicacéo dos tratamentos.
pH P Ca Mg Na K Al H S CTC \Y m
H,O mg/dm® cmolc/dm® %

59 16 260 090 006 035 0 1,89 39 5,80 67 0

*Anélise realizada no IPA. Extrator de P, Mehlich 1. Capacidade de troca de cétions (CTC), saturacdo por

Aluminio (m%) e saturagdo por bases (V%)

Apds a semeadura, as plantas receberam &gua em dias alternados por 60 dias,
quando foi realizado o desbaste, deixando-se apenas duas plantas por vaso, e corte de
uniformizacdo a uma altura de 15 cm do solo. As plantas de cada acesso foram submetidas
aos tratamentos de suspensdo hidrica de 7 e 21 dias, iniciado no mesmo dia de corte de
uniformizacédo e finalizado em 252 dias de experimentacdo. Desse modo, existiam vasos
que receberam agua a cada 7 dias e vasos que receberam agua a cada 21 dias, durante 252
dias de experimentacdo. Neles, havia uma abertura, na lateral a 2 cm da base, do drenado
onde foram instaladas mangueiras e receptores (potes plasticos) para captura da agua
drenada, evitando perdas de nutrientes pela lixiviagdo. A &gua depositada nos potes
receptores foi recolocada no vaso, no final da tarde, no mesmo dia da aplicacdo dos
tratamentos de suspensao hidrica.

Avaliagbes morfologicas foram realizadas a cada 21 dias, sendo mensuradas: a
altura da planta, diametro da base do caule, nimero de folhas por planta, nimero de ramos

do caule principal e comprimento e largura de folhas. A altura da planta, medida do nivel



84

Queiroz, 1.V. Variabilidade genética e caracterizagdo morfoldgica, produtiva e qualitativa de acessos de Desmanthus spp.

do solo ao apice da planta utilizando-se uma trena graduada (cm); diametro na base do
caule, medido com o auxilio de um paquimetro (cm); numero de folhas da planta e numero
de ramos do caule principal, realizados por contagem; comprimento e largura de folhas,
com auxilio de um paquimetro (cm). As folhas mensuradas foram aquelas que melhor
representassem as folhas dos vasos.

Durante o periodo experimental houve a necessidade de controle de lagartas e
cochonilhas. Para tal finalidade, utilizou-se inseticida natural Azamax, grupo dos
tetranortriterpendides, que atua na inibicdo da alimentacéo e crescimento de insetos.

Aos 147 dias, apds o corte de uniformizacdo, foram coletadas folhas das plantas
para quantificacdo de prolina livre, tomadas entre 9h e 10h. A extracdo e quantificacdo de
prolina livre nas folhas, foi realizada em folhas frescas maduras, completamente
expandidas, seguindo a metodologia proposta descrita por Bates et al. (1973) e modificada
por Bezerra Neto e Barreto (2011).

O teor de clorofila foi avaliado 168 dias, apds os cortes de uniformizacéo,
utilizando o medidor portatil de clorofila SPAD-502, em cinco folhas por vaso, e por meio
da metodologia de espectrofotométrico descrita em Bezerra Neto e Barreto (2011). As
leituras de absorbancia foram realizadas, utilizando o espectrofotémetro modelo SP-22 da
Biospectro®. As folhas, peso médio de 0,25 g, foram coletadas no periodo entre 7-9 h da
manh& (com temperatura de 31,6-38,1°C e umidade relativa de 70-90%). A densidade Otica
dos filtrados foi lida em espectrofotdmetro nas ondas de 645 e 663 nm, utilizando cubetas
de quartzo. Foram determinadas as concentracdes de clorofilas a, b e totais nas solucgdes de
leitura, por meio de férmulas propostas por Arnon (1949): Clorofila a = 12,7 * A663nm —
2,69 * A645nm ; Clorofila b = 22,9 * A645nm — 4,68 * A663nm; e Clorofilas totais = a

soma das clorofilas a e b. A partir das leituras, em unidades de pg/mililitro de extrato,
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considerou-se o volume do extrator, e a massa foliar pesada inicialmente, sendo os teores
recalculados para matéria seca e expressos como pg g'l.

No final do periodo experimental, 252 dias ap6s o corte de uniformizacao, foram
feitas analises destrutivas do material. Foram coletadas e pesadas separadamente folhas,
caules + ramos, adotando-se como caule, e raizes das plantas, para a determinacdo da
producdo de material verde. O material foi acondicionado em sacos de papel e secos em
estufa forcada de ar a 55°C até o peso constante, visando a obtencdo da matéria seca. Em
seguida foram moidas em moinho tipo bola e, posteriormente, em moinho Willey de malha
1 mm, e armazenadas em sacos plasticos. A raiz foi lavada com agua corrente para retirada
do solo, e depositadas por 5 minutos em papel toalha para retirada do excesso de umidade.

Do material moido foram determinados teores de matéria seca (MS), material
mineral (MM), carboidratos solGveis totais (CHO), nitrogénio (N) e carbono (C).

A determinacdo de MS do material fracionado em folhas, caule/ramos e raizes, e
teor de MM seguiu a metodologia descrita por Detmann et al. (2012). A determinacédo de
CHO foi realizada conforme a metodologia descrita por Yemm & Wills (1954) e
modificada por Bezerra Neto e Barreto (2011). Para determinacdo de CHO foram
utilizadas em média 0,26 g da massa seca de folhas, caules e raizes de cada amostra.
Realizadas trés réplicas de cada amostra.

Para determinacdo de nitrogénio e carbono, as amostras foram analisadas para N
por combustdo, usando um analisador de C:N (Elementar Americas, Inc, Mt. Laurel, NJ,
EUA). Com os dados de nitrogénio, foi possivel calcular a proteina bruta (PB) atraves da
multiplicacdo por 6,25 (Van Soest, 1994).

Analises de extracdo e quantificacdo prolina livre e CHO foram realizadas no
Laboratorio de Quimica Vegetal, do Departamento de Quimica da Universidade Federal

Rural de Pernambuco. O CRA nas folhas foi realizado no Laboratorio de Forragicultura,
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do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Analise de
carbono e nitrogénio foram realizadas em Texas A&M AgriLife Research Bromotological
Laboratory, Stephenville Texas USA.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com arranjo fatorial
3 x 2 (acesso e suspensdo hidrica), com quatro repeticdes, sendo a unidade experimental
representada por um vaso contendo duas plantas. Para avaliar o efeito dos periodos de
avaliacdo, os dados foram submetidos a analise de variancia com teste F (p<0,05) e
aplicada a andlise de regressdao polinomial. Para as demais variaveis realizou-se analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (P < 0,05) através do
software SAS 9.0. O valor P <0,05 foi considerado significativo. Foram testados os efeitos
de acesso e suspensdo hidrica para as variaveis prolina livre nas folhas frescas; assim
como, para as variaveis CHO; MS; MM; PB, C e N, incluindo o efeito de fracdo da planta
(folha, caule e raiz). Para os dados de indice de SPAD e Clorofilas a, b e total, os dados

foram submetidos a anélise de correlagéo.
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Resultados e Discussao

Caracteristicas morfologicas

Houve efeito do acesso e suspensdo hidrica nas caracteristicas quantitativas
avaliadas. A taxa de crescimento das plantas de Desmanthus spp. submetidas a suspensédo

hidrica de 7 e 21 dias (Figura 1), apresentaram decréscimo linear.
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Figura 1. Taxa de crescimento em acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspensao
hidrica de 7 dias (#) e 21 dias (0), durante periodo experimental de 252 dias.
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Na suspensdo hidrica de 7 dias, as plantas do acesso 89F apresentaram maior
reducdo na taxa de crescimento durante o periodo de avaliacdo (Figura 1A), com
decréscimo de 0,05 cm (coeficiente angular) na taxa de crescimento diario. No entanto, na
suspensdo hidrica de 21 dias (Figura 1B), o acesso 43F apresentou a maior reducdo média
significativa na taxa de crescimento diario, com decréscimo de 0,03 cm a cada dia. J& os
acessos AusT e 89F apresentaram taxa de crescimento médio de 8,40 e 4,27 cm,
respectivamente, em suspensdo hidrica de 21 dias (Figura 1B e 1C). Segundo Ludlow
(1976), hd uma grande variabilidade no grau de tolerancia a seca entre espécies €, mesmo
dentro de uma espécie, e entre variedades. Dessa forma, os acessos 43F e 89F, ambos
pertencentes a D. pernambucanus, coletadas no Semiarido de Pernambuco, adaptados as
condicdes de baixa precipitacdo, apresentaram resultados distintos quanto a taxa de
crescimento.

O decréscimo da taxa de crescimento das plantas pode estar relacionado ao
aumento do nivel hormonal do acido abscisico (ABA), em resposta a deficiéncia hidrica
nas plantas, retardando o crescimento vegetal (Sharp, 2002). De acordo com Taiz e Zeiger
(2004), esse hormonio é considerado um sinalizador da raiz, promovendo a reducdo da
taxa de transpiracdo da planta pelo fechamento estomatico. Com a diminuicdo da
disponibilidade de agua nas plantas, provocadas pela duracdo da escassez de agua no solo,
provavelmente ocorreu uma alcalinizacdo da seiva no xilema e maior transporte de ABA
para as folhas, atuando nas células-guarda do estdmato, provocando modificacdo no
transporte de cations e anions, provocando efluxo de K+ e anions, e inibicdo da bomba de
prétons H+ atraves da membrana plasmatica, que, segundo Taiz e Zeiger (2009), causa a
saida de agua pelo menor potencial osmotico e influencia o fechamento dos estdmatos para

evitar a perda excessiva de agua.
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Esses resultados, de reducdo no desenvolvimento das plantas a periodos de
estiagem, dificultam a persisténcia dessas plantas. Podendo provocar uma forte supressdo
no crescimento inicial, principalmente em consorcio com gramineas, visto que, uma das
principais vantagens das gramineas de cobertura € a rapidez de crescimento inicial, mesmo
em condigdes de deficiéncia hidrica.

Para o diametro basal do caule (Figura 2), observou-se comportamento quadratico
para as plantas submetidas a suspensdo hidrica de 7 dias (crescimento de 0,000003 cm) e,
comportamento linear para plantas submetidas a suspensdo hidrica de 21 dias,
apresentando crescimento diario de 0,001 cm. A suspensdo hidrica de 21 dias influenciou

diretamente a dindmica de crescimento quanto ao didmetro basal do caule das plantas.

+7SH 021 SH

0,60 - 7SH=0,08635+0,00229x- 0,000003x>
R*=0,96; CV =8; P =<0,0001

218H=0,09772 +0,00092x
R*=0,91; CV=11; P=<0,0001

Didmetro do caule (cm)
e~
L%
[a=]

21 42 63 84 105 126 147 168 189 210 231 252
Dias de avaliacao

Figura 2. Diametro do caule das plantas de Desmanthus spp. submetidas a suspensdo
hidrica de 7 e 21 dias, durante o periodo experimental de 252 dias.

De acordo com Aradjo et al. (2000), o diametro do caule expressa mais
confiantemente as boas condi¢Ges do sistema radicular que a altura da planta, e, assim, a
producéo das plantas, podendo interferir, segundo Paludo et al. (2012), na capacidade de
adaptacdo a intempéries climaticos e capacidade de rebrota, em decorréncia de suas

reservas organicas.



91

Queiroz, 1.V. Variabilidade genética e caracterizagdo morfoldgica, produtiva e qualitativa de acessos de Desmanthus spp.

A associacdo do diametro do caule & altura das plantas representa um dos fatores de
grande importancia na avaliacdo de rebrota das plantas, onde o nimero de pontos de
crescimento distribuidos ao longo do caule, e a quantidade de reservas contribuem para o
processo de rebrota. Dessa forma, a persisténcia/sobrevivéncia as plantas aumenta quanto
maior for o desenvolvimento em didmetro, dando-se também a possibilidade da realizacéo
de producdo por estaquia. Contudo, a suspensdo hidrica causou uma lenta taxa de
crescimento e espessura de diametro do caule de acessos de Desmanthus spp. A realizagdo
de cortes em inicio de crescimento de plantas submetidas a periodos de estiagem de 21 dias
pode comprometer a rebrota.

O ndmero de ramos do caule principal foi afetado pela suspensdo hidrica e ndo
observou-se efeito de acessos (Figura 3). A suspensdo hidrica causou efeito quadratico no
acesso 43F no numero de ramos (Figura 3A). Ja& o acesso 89F e AusT apresentaram
numero médio aproximado de 3,65 e 3,38 ramos, respectivamente, em suspensao hidrica

de 21 dias (Figuras 3B e 3C).
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Figura 3. NUmero de ramos em acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspensao
hidrica de 7 dias (#) e 21 dias (0), durante periodo experimental de 252 dias.
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Os acessos 89F e AusT apresentaram menor diferenca entre os nimeros de ramos
nas suspensdes hidricas aplicadas, demostrando habilidade no crescimento e manutencao
da turgescéncia das células. Essa manutencao do turgor nas células permitiu a continuidade
dos processos de crescimento, expansdo e divisao celular, retardando a desidratacdo dos
tecidos, 0 que permite uma utilizacdo de reservas em periodos posteriores ao ciclo.
Possivelmente, 0 acesso 89F apresentou maior dificuldade na manutencdo da turgescéncia
das células, quando submetidos a suspensao hidrica de 21 dias.

O numero de folhas verdes foi afetado pela suspensdo hidrica e ndo apresentou
efeito sobre os acessos (Figura 4). Observa-se que o acesso 43F (Figura 4A) apresentou
comportamento quadratico quando submetidos ao tratamento de suspensdo hidrica de 21
dias. J& os acessos 89F e AusT apresentaram numero médio de aproximadamente 21 e 19

folhas verdes, respectivamente (Figuras 4B e 4C).
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Figura 4. Numero de folhas verdes em acessos de Desmanthus spp. submetidos a
suspensao hidrica de 7 dias (#) e 21 dias (o), durante periodo experimental de 252 dias.

A diferenca de novas folhas observadas no acesso 43F entre as suspens@es hidricas

demostra que o surgimento de novas folhas foi influenciado pela menor diviséo celular,

provocada pela menor quantidade de adgua disponivel na planta. Como estratégia, a planta

diminuiu a superficie transpirante e o gasto metabolico para manutencdo dos tecidos.

Assim, a manutencéo de folhas verdes dos acessos 89F e AusT na suspensao hidrica de 21

dias pode ser um indicativo de tolerdncia a seca. Provavelmente, como resposta a

suspensdo hidrica, esses acessos (89F e AusT) produziram novas folhas com maior
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densidade estomatica e menor tamanho (Figuras 5 e 6). De acordo com Fahn e Cutler
(1992), menor area foliar, maior densidade estomatica, maior espessura total e de
parénquima palicadico, presenca de camadas subepidérmicas e de tecido esclerenquimatico
sdo estratégias para aumentar a resisténcia cuticular contra a perda de agua, evitando,
assim, a perda de folhas e mantendo um crescimento, mesmo que de forma lenta, das
células dos tecidos da planta.

Uma vez iniciado o primordium foliar, o tamanho final atingido € determinado pelo
indice de duracdo da divisdo e expansdo celular. Com isso, observa-se que o comprimento
das folhas dos acessos 43F e 89F foi afetado pela suspencdo hidrica, apresentando
decréscimo linear (Figuras 5A e 5B). Para o comprimento das folhas do acesso AusT

observou-se comportamento linear positivo (Figura 5C).
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Figura 5. Comprimento de folhas em acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspensao
hidrica de 7 dias (#) e 21 dias (o), durante periodo experimental de 84 dias.
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A largura das folhas foi afetada pela suspensdo hidrica e ndo se observou efeito
para o fator acesso (Figura 6). Os acessos apresentaram média de 5,31; 4,94 e 5,03 cm em
larguras das folhas dos acessos 43F, 89F e AusT, respectivamente (Figuras 6A, 6B e 6C).
Observa-se para largura das folhas dos acessos 89F e AusT comportamento linear, sendo a

largura das folhas maior na suspensao hidrica de 21 dias.
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Figura 6. Largura de folhas em acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspenséao
hidrica de 7 dias (#) e 21 dias (o), durante periodo experimental de 84 dias.
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Segundo Silva et al. (2008), o uso das medidas lineares das folhas, tanto largura
quanto comprimento, pode permitir 0 acompanhamento do crescimento e da expansdo
foliar da planta, desde o inicio até o fim do ciclo. De acordo com Nascimento et al. (2002),
0 comprimento e largura das folhas podem ser considerados medidas ndo destrutivas que
estimam a area folia. Essas medidas facilitam a quantificacdo da aérea foliar no campo,
dispensando medidores de area foliar caros ou a realizacdo de demoradas reconstrucdes
geométricas, sem necessidade de coletar a folha. A limitacdo na area foliar pode ser
considerada como uma primeira reacdo das plantas em relacdo ao déficit hidrico imposto,
afetando severamente a producdo de assimilados pela reducdo na éarea foliar
fotossinteticamente ativa.

Desta forma, os resultados de comprimento e largura das folhas do acesso AusT
demostram que provavelmente suas folhas resistiram mais a diminuicdo da area foliar, o
que certamente ndo ocorreu nos acessos 43F e 89F como estratégia de diminuir as perdas
de agua nas folhas. Por outro lado, Nascimento et al. (2002) relatam que a area foliar esta
diretamente ligada a produtividade das plantas. Sendo assim, o acesso AusT deveria
apresentar maior produtividade que os demais acessos. Entretanto, é importante ressaltar
que apesar do acesso 43F ter sido afetado significativamente pela suspensdo hidrica,
apresentou média maior de nimero de ramos (Figura 3) e folhas verdes (Figura 4) na
suspensdo hidrica de 21 dias em relacdo aos acessos 89F e AusT, influenciando na
produtividade das plantas. O que ocorre é que 0 acesso AusT apresentou maiores
resultados em relagcdo as suspensfes hidricas estudadas. Entdo esse acesso pode ter
apresentado menor producdo, porém, de melhor qualidade, como serd relatado nas
caracteristicas qualitativas.

Assim, a reducdo no tamanho das folhas do acesso (Figuras 5 e 6) associada ao

menor numero de folhas (Figura 4) pode reduzir o indice de area foliar, 0 que pode alterar
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a interceptacdo da radiacdo solar, através de modificacGes na exposicdo e duracdo da area
foliar. Neste sentido, alteracdes promovidas pela deficiéncia hidrica sobre o comprimento e
a largura das folhas influenciam na obtencéo da area foliar da planta e, consequentemente,

no indice de area foliar.

Caracteristicas Produtivas

Verificou-se efeito significativo da suspensao hidrica e acessos para caracteristicas
produtivas. A producdo de massa de folha e caule dos acessos de Desmanthus spp. reduziu
em decorréncia da suspensdo hidrica (Tabela 3). Observou-se redu¢do de producdo na
fracdo folha e caule de 64% e 51%, respectivamente. A baixa disponibilidade de agua nas
plantas reduziu a producdo de massa, provavelmente pelo baixo potencial hidrico foliar,
transpiracdo e taxa fotossintética, aléem de alteracbes a particdo de assimilados entre as
partes das plantas.

Tabela 3. Producdo de folha e caule dos acessos de Desmanthus spp. submetidas a
suspensdo hidrica de 7 e 21 dias.

Suspensdo hidrica

Acessos 7 dias 21 dias Nivel de P*
Folha (g planta™)
43F 329 B 186 A <0,0001
89F 389 A 082 C <0,0001
AusT 3,38 B 1,16 B <0,0001
Desvio padréo 0,03
Coeficiente de variacao (%) 2,43
Caule (g planta™)
43F 4,65 A 197 A <0,0001
89F 348 B 1,20 B 0,0002
AusT 125 C 142 B 0,9439
Desvio padrao 0,14
Coeficiente de variacdo (%) 12,34

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
*Meédias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Os resultados de produgéo estdo de acordo com resultados encontrados por Freire et
al. (2012), que observaram reducdo na quantidade de massa da parte aérea das plantas de

Gliricidia, cultivadas em casa de vegetacdo e submetidas ao estresse hidrico através da
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suspensdo da irrigacdo por 15 dias. Em plantas de sete gendtipos da colecdo nuclear de
Trevo branco, cultivados em casa de vegetacdo submetidas a disponibilidade hidrica (90 e
40% da umidade de capacidade de campo do solo), Bortolini et al. (2011) observaram
limitacbes no acumulo de producdo de massa dos acessos submetidos a baixa
disponibilidade de agua, em decorréncia da aérea foliar no primeiro corte, e ao
comprimento dos estoldes no segundo corte. O acesso 43F apresentou maior producédo de
folha (1,86 g planta™) e caule (1,97 g planta™), em relagdo aos acessos 89F e AusT com
0,82 e 1,60 g planta™, respectivamente, de folhas, e de 1,20 e 1,42 g planta™ de caule na
suspensdo hidrica de 21 dias.

Para relacdo folha/caule observou-se interacdo significativa entre acessos e
periodos de suspensado hidrica (Tabela 4). Na suspensao hidrica de 21 dias, 0s acessos 43F
e AusT apresentaram maior relacdo folha/caule de 1,04 e 0,82, respectivamente. O acesso
AusT apresentou reducdo significativa de 70% na relacdo folha/caule, quando submetido a
suspensdo hidrica de 21 dias.

Tabela 4. Relacdo folha/ramo dos acessos de Desmanthus spp. submetidas a suspenséo
hidrica de 7 e 21 dias.

Acessos Suspensao hidrica

7 dias 21 dias F
43F 0,71 C 1,04 A 0,2951
89F 112 B 0,68 B 0,1258
AusT 2,74 A 082 A <0,0001
Desvio padréo 0,10
Coeficiente de variacao (%) 16,64

Médias seguidas de letras maitsculas, distintas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre suspenséo hidrica.

Apesar da reducdo apresentada pelo acesso AusT na suspensdo hidrica de 21 dias,
este acesso apresentou 21% a mais na relagdo folha/caule que o acesso 89F. Esses
resultados dos acessos 43F e AusT provavelmente aumentaram o valor proteico das

plantas, melhorando a digestibilidade.
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Caracteristicas Quimicas

Observa-se efeito significativo na interacdo acessos e suspensao hidrica na matéria
seca e material mineral das plantas (Tabela 5). A suspensao hidrica promoveu aumento da
MS da fracdo folha nos acessos de Desmanthus spp., tendo o acesso AusT apresentado
maior MS ( 342,38 g kg™). O acesso 43F apresentou menor MS (225,95 g kg™).

Tabela 5. Matéria seca (MS) e material mineral (MM) da fracdo folha e caule das plantas
de Desmanthus spp. submetidas a suspensdo hidrica.

Acessos Suspensdo hidrica
7 dias 21 dias Nivel de 7 dias 21 dias Nivel de P
P
MS MM

Folha (g kg™)

43F 182,17 C 22596 C 0,0014 89,98 A 92,30 B 0,0006
89F 24968 A 28429 B 0,0048 79,64 C 78,46 C 0,0198
AusT 211,70 B 342,38 A <0,0001 86,66 B 99,94 A <0,0001
Desvio padréo 3,75 0,18
CV (%) 3,01 0,40

MS MM

Caule (g kg?)

43F 500,36 B 47664 B 0,0202 3206 A 27,89 A 0,1365
89F 483,46 C 489,15 A 0,8366 3453 A 26,37 A 0,0074
AusT 51341 A 44332 C  <0,0001 27,39 B 29,40 A 0,6918
Desvio padrdo 3,44 1,04
CV (%) 1,42 7,05

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey. Médias
significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre suspensdo hidrica. CV = Coeficiente
de variago.

A gquantidade de MM na fracdo folha apresentou aumento de 2,60 e 15,32% nos
acessos 43F e AusT, respectivamente, quando submetidos a suspensdo hidrica de 21 dias.
O acesso AusT apresentou 99,94 g kg™ de MM, sendo aproximadamente 1,08 e 1,27 vezes
maior que os acessos 43F (92,30 g kg™) e 89F (78,46 g kg™) na suspensdo hidrica de 21
dias. Observa-se que apesar da maior absorcéo de nutrientes do acesso AusT (99,94 g kg™)
e maior captacdo de carbono (Tabela 6), apresentou baixa producdo de massa de 1,16 g
planta™® (Tabela 3). Entretanto, o acesso 43F que apresentou menor MM (92,30 g kg™) em
relagdo ao acesso AusT (99,94 g kg™) na suspensdo hidrica de 21 dias, com isso menor
absorcdo de nutrientes e menor captacdo de CO, (Tabela 6), revelou maior producdo de

massa de 1,86 g planta™®(Tabela 3), o que pode estar associado & quantidade de prolina
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nessas plantas. A prolina pode ter se apresentado em maior quantidade no acesso 43F,
levando a menor MS e maior producgédo desse acesso.

O acesso 89F apresenta diminuicdo de 1,5% em MM quando submetido a
suspensdo hidrica de 21 dias na fracdo folha, assim como diminuicdo de 0,24% na fracdo
caule, resultando numa baixa producdo de massa de folha (0,82 g planta™) e caule (1,20 g
planta™) (Tabela 3).

A varidveis proteina bruta (PB), nitrogénio (N), carbono (C) e relagdo
carbono:nitrogénio (C:N) foram influenciadas pela suspensdo hidrica e acessos de
Desmanthus spp. (Tabela 6). O acesso 43F apresentou menor PB (193,42 g kg™) do que os
acessos 89F (211,79 g kg™) e AusT (229,03 g kg™) na suspensdo hidrica de 21 dias na
fracdo folha. Ja na fracdo caule, foi observado aumento de PB na suspenséao hidrica de 21

dias para os acessos 43F (77,46 g kg™), 89F (80,68 g kg™) e AusT (86,54 g kg™).
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Tabela 6. Proteina bruta (PB), nitrogénio (N), carbono (C) e relacdo carbono:nitrogénio
(C:N) de fracGes da planta de Desmanthus spp. conforme os periodos de suspensao hidrica.

Acessos Suspensdo hidrica
7 dias 21 dias Nivel 7 dias 21 dias Nivel de
de P P
Folha (g kg™)

Proteina Nitrogénio
43F 219,68 A 193,42 C  0,0029 3515 A 3095 C 0,0029
89F 225,00 A 211,79 B  0,0748 36,00 A 3389 B 0,0748
AusT 22256 A 229,03 A 0,5415 3561 A 36,65 A 0,5415
Desvio padréo 2,59 0,41
CV (%) 2,39 2,39

Carbono Relagdo C:N
43F 37371 C 378,62 C  0,0001 10,66 A 12,23 A 0,0007
89F 385,47 B 379,93 B <0,0001 10,71 A 1121 B 0,1513
AusT 388,19 A 390,52 A  0,0086 10,90 A 10,66 C 0,7063
Desvio padrdo 0,29 0,13
CV (%) 0,15 2,27

Caule (g kg™)

Proteina Nitrogénio
43F 70,85 A 7746 B  0,0328 11,34 A 12,39 B 0,0328
89F 54,15 B 80,68 B  <0,0001 8,66 B 1291 B <0,0001
AusT 67,49 A 86,54 A  0,0001 10,80 A 13,85 A 0,0001
Desvio padrao 1,18 0,19
CV (%) 3,21 3,21

Carbono Relacdo C:N
43F 406,49 A 40398 A  0,3633 35,87 B 32,60 A 0,2668
89F 402,62 A 39891 A  0,3633 46,81 A 3090 A 0,0002
AusT 401,18 A 39842 A  0,3633 37,15 B 28,77 B 0,0057
Desvio padréo 0,42 0,98
CV (%) 0,21 5,52

Médias seguidas por letras distintas, maitsculas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre suspensdo hidrica. CV =
Coeficiente de variagéo.

Os valores de PB nas folhas das espécies de Desmanthus spp. estdo de acordo com
dados de Diniz (2016), que observarou valores de 227,98 g kg™ nas folhas e de 118,75 g
kg™ nos caules de Desmanthus spp colhidos aos 75 dias. Desmanthus virgatus (L.) Willd.
no brejo paraibano, apresentou valores de 170 g kg™ para 395 dias de crescimento e de 202
g kg™ para 72 dias de rebrota (Figueiredo et al., 2000a).

Diniz (2016) menciona a importancia do fracionamento da PB, pois teores altos de
proteina ndo indicam que esta seja prontamente disponivel aos animais, podendo estar
associada a fibra em detergente acido ou até mesmo ao tanino condensado (TC). O autor
relata a alta associacdo de proteina a fibra em detergente acido, onde observou na fragao

B3, representada pela proteina associada a fibra em detergente neutro e que compde a
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parede celular, sendo potencialmente degradavel lentamente, a variacdo de 121 a 169 g kg
! nas folhas e de 114 a 142 g kg™ nos caules; e a fracdo C, que corresponde & proteina
associada a lignina, complexos tanino proteina e produtos oriundos da reacdo de Maillard,
altamente resistentes as enzimas microbianas e indigestiveis ao longo do trato
gastrintestinal (Licitra et al., 1996), a variacdo de 459 a 475 g kg™ nas folhas e de 422 a
464 g kg™ nos caules.

De acordo com os resultados observados de carbono nas plantas, o acesso AusT foi
0 que apresentou maior quantidade de carbono na folha (390,52 g kg™) quando submetido
a suspensao hidrica de 21 dias. Provavelmente, esse acesso sofreu menores perdas de
carbono no processo de respiracdo em relacdo aos acessos 43F (378,62 g kg™) e 89F
(379,93 g kg™) no tratamento de suspensdo hidrica de 21 dias, o que disponibilizara maior
quantidade de carbono para 0s animais, assim como para 0s decompositores na degradacao
das moléculas organicas.

Os resultados de C (carbono) encontrados no presente trabalho (Tabela 11) foram
menores aos observados por Cooper et al. (2014), em Desmodium paniculatum sem
desfolhacdo no periodo vegetativo (464,10 g kg™), inicio reprodutivo (florescimento)
(458,00 g kg™) e estagios de sementes (447,60 g kg™), e desfolhados no periodo vegetativo
(464,42 g kg™), florescimento (462,97 g kg™) e frutificacdo (447,17 g kg™).

Os valores de carbono e nitrogénio verificados no acesso AusT contribuiram para
uma menor relacdo C/N na fracdo folha (11) e caule (29) das plantas submetidas a
suspensdo hidrica de 21 dias, proporcionando uma maior eficiéncia na liberacdo de
nitrogénio na decomposicédo desses materiais. Foram observados aumentos na relagdo C/N
na fracao folha dos acessos 43F (12) e 89F (11), e reducdo na fragéo caule dos acessos 43F
(33) e 89F (31) quando submetidas a suspensdes hidricas de 21 dias. Assim, 0s acessos da

especie D. pernambucanus promoverdo uma liberacdo de nutrientes para producdo de
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energia mais lenta para os microrganismos no momento da mineralizacdo da matéria
organica, em relacdo ao acesso AusT em condi¢des de suspensédo hidrica de 21 dias. Além
disso, 0 acesso AusT podera liberar nitrogénio excedente para o solo, colocando-o0 a
disposicao das demais plantas e contribuindo no seu desenvolvimento e producéo.

De fato, 0 acesso AusT apresentou os maiores valores de carbono e nitrogénio na
parte aérea de suas plantas na suspensdo hidrica de 21 dias, podendo indicar uma maior
eficiéncia no processo fotossintético, o que pode ser confirmado com os resultados
encontrados nas avaliacbes do conteddo de clorofila a (Tabela 7). As clorofilas séo
responsaveis pela captacdo de energia luminosa - papel importante na fotossintese -, onde a
clorofila a é o principal pigmento do complexo coletor de luz (LHC) para as reacGes
fotoquimicas (Taiz e Zeiger, 2009).

O contetdo de clorofila a, b e indice SPAD foi significativamente influenciado
pelos acessos e suspensao hidrica (Tabela 7). O maior contetdo de clorofila a no acesso
AusT foi observado na suspensdo hidrica de 21 dias (25,33 pg g), equivalente a um
aumento de 118% em relagdo & suspenséo hidrica de 7 dias (11,63 pg g™*). Os acessos de
43F e 89F apresentaram reducéo em contetido de clorofila a, 13,95 pg g™ e 17,51 pg g™,
respectivamente, em suspensdo hidrica de 21 dias. Esses resultados indicam menor
captacdo luminosa nos acessos de D. pernambucanus devido a maior degradacdo da

clorofila a em suspensao hidrica de 21 dias.
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Tabela 7. Contetdo de clorofila a, de clorofila b e indice de SPAD em acessos de
Desmanthus spp. cultivados em duas suspenses hidricas.

Acessos Suspensao hidrica
7 dias 21 dias Nivel de P
Clorofilaa (ug g™)

43F 15,36 B 1395 C 0,8554
89F 19,89 A 1751 B 0,4808
AusT 11,63 C 25,33 A 0,0003
Desvio padréo 0,93

Coeficiente de variacao (%) 10,81

Clorofilab (ug g7

43F 8,47 B 8,72 B 0,9415
89F 16,82 A 10,85 A <0,0001
AusT 8,23 B 10,48 A 0,0020
Desvio padréo 0,21

Coeficiente de variacdo (%) 3,90

SPAD

43F 16,76 B 11,60 A <0,0001
89F 1855 A 11,71 A <0,0001
AusT 1525 C 11,99 A <0,0001
Desvio padréo 0,16

Coeficiente de variacdo (%) 2,23

Médias seguidas por letras distintas, maitsculas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre suspenséo hidrica.

Em relacdo ao contetdo de clorofila b (Tabela 7), observou-se que o acesso 89F
apresentou maior valor de 10,85 ug g™, quando as plantas foram submetidas & suspensdo
hidrica de 21 dias, ndo diferenciando do acesso AusT (10,48 pg g™*). Mesmo o acesso
AusT ndo apresentando diferenca de clorofila b do acesso 89F em suspensdo hidrica de 21
dias, observou-se aumento de 27% da suspensdo hidrica de 7 dias (8,23 pg g*) para de 21
dias (10,48 ug g™), diferentemente do que ocorreu no acesso 89F, que apresentou reducao
de 35%. O acesso 43F apresentou menor clorofila b de 8,72 pg g™, em suspensdo hidrica
de 21 dias, o que pode ter provocado a foto-inibicdo e diminuicdo da eficiéncia
fotossintética dessas plantas. Portanto, 0 acesso AusT que apresentou aumento no conteldo
de clorofila b, quando as plantas foram submetidas a suspensdo hidrica de 21 dias (10,48
Hg g™), ttm melhor capacidade de tolerar essa condicdo, considerando & estreita relagdo
entre clorofilas, potencial fotossintético e produtividade, como relatado por O’Neill et al.

(2006).
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Para o indice de SPAD, a suspenséo hidrica de 21 dias reduziu os valores na ordem
de 30%. Os valores de indice de SPAD encontrados indicam deficiéncia de clorofila,
revelando deficiéncia no processo fotossintético, segundo Torres Netto et al. (2005).
Entretanto, esse indice ndo seria a melhor técnica indicada para mensurar teor de
pigmentos fotossintéticos nas plantas submetidas a suspensdo hidrica de 21 dias, como
observado no resultado de correlacdo com as clorofilas a, b e totais (Tabela 8).

Observa-se que sob suspensdo hidrica de 7 dias, o indice SPAD e as clorofilas a, b
e totais foram correlacionadas entre si, positiva e significativamente. Sob suspenséo hidrica
de 21 dias o indice SPAD n&o apresentou correlacdo entre as clorofilas a (0,461), b (0,366)
e totais (0,466). Portanto, nas suspensdes hidricas de 21 dias, o indice SPAD mostra-se
como técnica inapropriada para avaliacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos em
acessos de Desmanthus spp. sob suspensdo hidrica de 21 dias. Em contrapartida, a alta e
positiva correlacdo do indice de SPAD nas clorofilas a (0,851**), b (0,893**) e totais
(0,866**) nas plantas submetidas a suspensao hidrica de 7 dias demostra que a técnica é
confiavel para esse tratamento, tendo a vantagem de ser ndo destrutiva e rapida para
avaliacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos em acessos de Desmanthus spp. nessa
condicdo de suspensdo hidrica.

Tabela 8. Correlacdo entre indice SPAD, clorofilas (a e b) e clorofila total (a+b), em

acessos de Desmanthus spp. sob duas suspensdes hidricas.
Suspensao hidrica de 7 dias

Clorofila a Clorofilab Clorofila total
Clorofila a 0,764** 0,741**
Clorofilab 0,764** 0,993**
Clorofila total 0,741** 0,993**
SPAD 0,851** 0,893** 0,866**

Suspensao hidrica de 21 dias

Clorofila a Clorofilab Clorofila total
Clorofila a 0,598* 0,986**
Clorofila b 0,598* 0,502™
Clorofila total 0,986** 0,502"
SPAD 0,461™ 0,366™ 0,466™

**significativo a 0,01; *significativo a 0,05; ™ nio significativo.
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N&o houve efeito da interacdo acesso vs. suspensdo hidrica para a prolina livre nas
folhas frescas, mas ocorreu efeito isolado de acesso e suspensdo hidrica. Houve incremento
de prolina nas folhas dos acessos de Desmanthus spp., quando submetidos a suspensédo
hidrica de 21 dias.

A média dos teores de prolina nas folhas das plantas submetidas a suspensao
hidrica de 7 dias foi de 16,03 mg kg™ e a média dos teores de prolina nas folhas das plantas
submetidas & suspensdo hidrica de 21 dias foi de 90,22 mg kg™ em folhas frescas,
revelando acumulo na ordem de 463% de prolina livre nas folhas submetidas a maior
suspensdo hidrica. Resultados semelhantes de acimulo de prolina em plantas sob estresse
hidrico também foram observados por Pereira et al. (2012), com cinco genotipos de
amendoim, submetidos a estresse hidrico moderado, durante 7 dias, em casa de vegetacao,
tendo verificado aumento da concentracdo de prolina livre em todas as plantas sob a
condicdo de estresse, sendo o0 acumulo maior observado na cultivar resistente (55437), na
ordem de 105%.

Azevedo Neto et al. (2009) também avaliaram folhas e raizes da cultivar 55437
(Arachis hypogaea), juntamente com outras trés espécies selvagens (A. duranensis, A.
ipaensis e A. stenosperma), submetidas a 45 dias de estresse hidrico, e encontraram
acimulo de prolina nas folhas na ordem de 233%. Segundo os autores, as raizes
apresentaram acumulo menos expressivo que nas folhas.

De acordo com Alia (2003), a prolina constitui menos que 5% dos aminoacidos
totais livres em plantas mantidas sob condi¢des normais, enquanto em plantas submetidas
ao estresse hidrico, a concentracdo de prolina pode chegar a 80% do pool total de
aminoacidos. Assim, 0 acréscimo observado de prolina nas plantas submetidas a suspenséo
hidrica de 21 dias revela uma resposta as tensdes provocadas pela desidratacdo do tecido

da planta. Considerando relatos de Yancey (2005), o acimulo de prolina funcionou como
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um ajuste osmético celular, onde, segundo Verslues e Sharma (2010), podem ter atuado
como “substitutos de agua” para estabilizar a estrutura celular através de interacdes
hidrofilicas e ligacbes de hidrogénio. Entretanto, € importante estar atento, conforme
Monteiro et al. (2014), que tal protecéo ¢ eficaz apenas em pequenos periodos de tempo.

Considerando a concentracdo de prolina livre nas folhas frescas por acesso,
observou-se concentracBes maiores e significativas do acesso 43F (89,46 mg kg™), em
comparacao aos acessos 89F (45,91 mg kg™) e AusT (45,01 mg kg™). O acimulo maior de
prolina no acesso 43F pode justificar os baixos resultados de MS e maior producdo desse
acesso. Contudo, ndo foi suficiente para ser usada como fonte de energia, redistribuindo
nitrogénio e carbono, para a recuperacao de atividades fisioldgicas na planta, como citam
Szabados e Savouré (2010) e Hemaprabha et al. (2013).

Para os carboidratos sollveis totais (CHO), observou-se efeito de interacdo entre
acessos e suspensdo hidrica (Tabela 9). Verificou-se elevacdo da concentracdo de CHO nas
folhas dos acessos de Desmanthus spp. submetidos a suspensdo hidrica. Entretanto, o0s
acessos 43F e 89F apresentaram as maiores concentracfes em CHO de 32,62 e 33,07 g kg
! respectivamente, no tratamento de suspensdo hidrica de 21 dias, o que representa
aumento de 28 e 51%, respectivamente, em relacdo ao tratamento de suspensao hidrica de
7 dias. Tal aumento esta relacionado a finalidade de se manter o nivel de dgua da folha e
induzir um ajustamento osmatico na planta, visando o equilibrio osmético da célula. Ja o
acesso AusT apresentou menor concentracdo em CHO de 13,64 g kg™ na suspenso hidrica

21 dias, reducdo de 38% de quando tratados com suspensdo hidrica de 7 dias.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verslues%20PE%5Bauth%5D
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Tabela 9. Carboidratos sol(veis totais (g kg™*) em fracdes de acessos de Desmanthus spp.,
submetidos a diferentes periodos de suspens&o hidrica.

Acessos Suspensao hidrica
7 dias 21 dias Nivel de P

Folha (g kg™)
43F 2542 A 32,62 A <0,0001
89F 21,90 B 33,07 A <0,0001
AusT 22,10 B 1364 B <0,0001
Desvio padréo 0,16
Coeficiente de variacao (%) 1,27

Caule (g kg™)
43F 12,27 A 1339 A 0,1584
89F 9,74 B 1225 B 0,0045
AusT 1331 A 11,99 B 0,0898
Desvio padrédo 0,34
Coeficiente de variacao (%) 5,61

Raiz (g kg™
43F 11,21 C 10,00 C <0,0001
89F 13,80 A 10,75 B <0,0001
AusT 1329 B 1251 A 0,0017
Desvio padrédo 0,09
Coeficiente de variacao (%) 1,45

Médias seguidas por letras distintas, maitsculas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre suspenséo hidrica.

Na fracdo caule, o acesso 89F apresentou aumento de 26% em CHO, quando
submetido a suspensdo hidrica de 21 dias. JA os acessos 43F e AusT mantiveram a
concentracdo de CHO entre suspenséo hidrica de 13,39 e 11,99 g kg™, respectivamente. O
acesso 43F apresentou maior CHO dentre os acessos estudados na fracdo caule, no
tratamento de suspensdo hidrica de 21 dias. Reducdes na concentracdo de CHO foram
observadas em todos 0s acessos, na fracdo raiz, quando submetidos a suspenséo hidrica de
21 dias.

A maior concentracdo de CHO nas folhas dos acessos 43F e 89F e menor nas raizes
pode estar relacionada a estratégia de tolerancia dessas plantas a situacdo de baixa
umidade, onde os CHOs séo desviados das raizes para serem utilizados como protecéo para
combater o estresse, atuando como regulador osmotico, e mantendo os niveis de dgua nas
folhas, bem como o equilibrio osmético das células. Resultados de acimulo de CHO

(220,53%) e prolina (323,15%) também foram observados em folhas de Tectona grandis
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(L.) F sob estresse hidrico de 9 dias, relatados por Castro et al. (2007), contribuindo no
ajuste osmatico das plantas, evitando as perdas de agua da célula, indicando possivel
defesa do vegetal sob condicbes adversas.

Observa-se que o acesso AusT, mesmo com menor CHO na fracdo folha,
apresentou maiores resultados de PB, carbono, relacdo C:N (Tabela 6) e clorofila a e b
(Tabela 7), o que indica que este acesso possa ter sofrido menos com a baixa
disponibilidade de &gua, apresentando resultados mais eficientes em relacdo aos acessos
43F e 89F, que apresentaram aumentos de prolina e CHO. Contudo, ndo foram suficientes
para se destacar do acesso AusT. Da mesma forma, observamos que as diferencas de
varidveis quantitativas entre a suspensdo hidrica de 7 e 21 dias no acesso AusT foi menor
que os demais, além de ter apresentado aumento no comprimento das folhas sob suspensao
hidrica. Mesmo os resultados de producéo do acesso AusT sendo menor do que s6 acessos
43F e 89F, a harmonia das respostas dos caracteres gquantitativos e qualitativo indicam,
provavelmente, maior producdo desse acesso as condi¢bes de suspensdo hidrica,

possibilitando melhor desempenho em campo.
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Conclusoes

A suspensdo hidrica interfere nas caracteristicas qualitativas e quantitativas dos
acessos de Desmanthus spp.

Os acessos 43F e 89F sdo 0s mais susceptiveis a suspensdo hidrica de 21 dias.

A ocorréncia de acumulo de prolina e carboidratos sollveis totais nos acessos 43F e
89F ndo regula proteina bruta, carbono, relacdo C:N e clorofilas a e b.

O acesso AusT € indicado para cultivo sob suspenséo hidrica de 21 dias. Apresenta
melhor comportamento quantitativo e maiorer resultados qualitativos.

Possiveis cruzamentos, futuros, podem melhorar os resultados dos acessos 43F e
89F.

O indice SPAD ndo é indicado para avaliar Desmanthus spp. submetidos a

suspensdo hidrica de 21 dias.
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CAPITULO 4

Taxa de crescimento e Valor nutritivo de acessos de Desmanthus pernambucanus (L.)
Thellung submetidos a dois intervalos de corte
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Taxa de crescimento e Valor nutritivo de acessos de Desmanthus pernambucanus (L.)
Thellung submetidos a dois intervalos de corte

Resumo - O intervalo de corte influencia a producdo e caracteristicas nutritivas das
forrageiras. Objetivou-se avaliar caracteristicas nutritivas de acessos de Desmanthus
pernambucanus (L.) Thell (6G, 7G e AusTR) submetidos a dois intervalos de corte (75 ou
120 dias). O experimento foi conduzido em campo, no banco de germoplasma in vivo da
Estacdo Experimental de Cana-de-AcgUcar de Carpina, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no Municipio de Carpina- PE entre Mar¢o e Outubro de 2015. Apenas 0
acesso 6G apresentou uma queda na taxa de crescimento de suas plantas entre os intervalos
de corte, com taxa de crescimento maior na estacdo chuvosa (intervalo de 75 dias) de 53,01
cm, e menor na estacdo seca (intervalo de 120 dias) de 11,01 cm. O intervalo de corte de
120 dias proporcionou 0,36% maior didmetro do caule (2,29 cm), 41% maior matéria seca
(MS) nas folhas (484,87 g kg™), 17,37% menor proteina bruta (PB) nas folhas (202,07 g
kg™) e 194,47% maior ligacdo protefna-tanino (78,27 g kg™ de proteina precipitada em
fen6is-PPP). O AusTR apresentou 14% maior MS (450,87 g kg™), com os acessos 6G e
7G, ndo diferindo entre si, apresentando valores de 397,87 e 393,03 g kg,
respectivamente. Maior média de PB foi encontrada no AusTR (233,91 g kg™) com valor
de PPP de 36,85 g kg™, ja os acessos 6G (214,44 g kg™*) e 7G (210,54 g kg™*) apresentaram
menor PB (214,44 g kg™ e 210,54 g kg™, respectivamente) e maior PPP de 50,93 g kg™ e
69,50 g kg™, respectivamente. A relacdo C:N foi de 11,05 (AusTR), 12,37 (6G) e 12,48
(7G), indicando maior rapidez na liberacdo de nitrogénio na decomposic¢éo da fracao folha
do acesso AusTR em relacdo aos acessos 6G e 7G. O intervalo de corte de 120 dias
diminuiu o desaparecimento in vitro da MS (DIVMS) nos acessos 6G e AusTR em 10 e
13%, respectivamente. O acesso 7G apresentou média de 614,32 em 75 dias e 617,11 em

120 dias em DIVMS. Intervalos de 75 dias entre cortes para plantas da espécie D.
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pernambucanus sdo mais indicados, permitindo melhor desempenho nutricional e maior
taxa de crescimento das plantas. O acesso AusTR apresenta as maiores taxas de

crescimento e melhor desempenho nutritivo.

Palavras chave: desaparecimento in vitro da matéria seca, leguminosa nativa, nitrogénio,

tanino condensado.
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Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung rate of growth and nutritive value under
to two cutting intervals

Abstract — Cutting interval influences forage yield and nutritive value. The objective was
to evaluate nutritive values of Desmanthus pernambucanus (L.) Thell (6G, 7G) and
D. pubescens B. L. Turner (AusTR) submitted to 75 or 120-day cutting intervals. The field
trial took place at the Experimental Cane Sugar Carpina, Federal Rural University of
Pernambuco, Carpina City between March and October 2015. 6G exhibited greater growth
in the rainy season at 75-day intervals (53.01 cm) compared to the dry season 120-day
interval (11.01 cm). The 120-day interval resulted in 0.36% greater stem diameter (2.29
cm), 41% greater leaf DM content (484.87 g kg™), 17.4% more leaf crude protein (CP;
202.07 g kg'), with 194.5% greater binding to condensed tannins (CT), where 78 g protein
precipitable phenols (PPP) kg™ were measured vis-a-vis plants cut at 75-day intervals.
Compared to 6G and 7G, which did not differ from each other, AusTR had 14% greater
DM (450 g kg™®). AusTR (233 g kg™) had 10% greater CP compared to other accessions
which had an average 36.9%, and 47% less PPP (36.9 g kg™) compared to the 7G access
which had an average 69.50 g kg™*. AusTR C:N ratio was 11.05, indicating greater N
liberation during leaf decomposition compared to 6G with 12.37, and 7G with 12.48. In
vitro DM disappearance for 6G was 652 g kg™, 614 for 7G, and 667 for AusTR at 75-day
intervals and 586, 617 and 581 g kg, respectively, for 120-day intervals. Seventy-five-day
cutting intervals for these Desmanthus species resulted in the best nutritional values and
yields compared to 120-day intervals. Compared to the D. pernambucus accessions,

AusTR had greater regrowth and nutritive value.

Key words: in vitro dry matter disappearance, native legumes, condensed tannins,

nitrogen.



127

Queiroz, 1.V. Variabilidade genética e caracterizagdo morfoldgica, produtiva e qualitativa de acessos de Desmanthus spp.

Introducéo

Avaliacdo de ecotipos por meio de estudos agrondmicos e fisioldgicos dos acessos,
através de ensaio de competicdo e cortes, € uma das primeiras etapas para estudos de
melhoramento de plantas forrageiras. Os acessos selecionados sdo submetidos a avaliacéo
de grandes parcelas sob pastejo, observando a palatabilidade e persisténcia, dai entdo
passam pelas demais etapas, como producdo e tecnologia de sementes; ensaio com
desempenho animal, sendo assim, liberadas para cultivo (Dall’agnol e Scheff-Basso,
2004).

O grande desafio da pecuaria no semiarido é utilizar os recursos da caatinga
preservando sua sustentabilidade. Varias alternativas de exploracdo tém sido propostas,
porém quase todas apresentam grandes limitagdes em decorréncia da alta variabilidade
temporal e espacial da acumulacdo da fitomassa, que estd diretamente dependente das
condicdes da precipitacdo da regido.

O género Desmanthus, composto por 24 espécies de leguminosas naturalmente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais das Américas, com maior diversidade no
México (14 espécies) e sul do Texas, EUA (8 espécies) (Lucrow, 1993; Muir et al., 2014),
vem sendo motivo de diversos estudos, principalmente pela presenca de espécies nativas
na regido semiarido Nordestina, onde as irregularidades pluviométricas selecionam a
vegetacdao da regido.

Segundo Santos et al. (2008), Desmanthus virgatus apresenta alto indice de
preferéncia no processo de seletividade por ovinos, em pastejo na Caatinga.
Representacdes de espécies de Desmanthus spp. séo utilizadas como fonte alternativa na
alimentacdo de ruminantes (Suksombat e Buakeeree, 2006; Cruz et al., 2007; Rangel e

Gardiner, 2009). Assim como fonte de nitrogénio, através da fixacdo desse elemento no
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solo, economicamente vidvel (Brandon et al., 1998; Aradjo et al., 2011; Freitas et al.,
2011).

O manejo de corte em ecotipos de planta forrageira é de grande importancia para
sua persisténcia, producdo e qualidade, tendo em vista o conhecimento da utilizacdo de
intensidade (proporcdo e o estagio fisiologico da planta ou parte que foi removida pelo
pastejo ou corte) e frequéncia (intervalo de tempo entre desfolhas sucessivas) de corte
destes, podendo assim selecionar e determinar ecotipos para cada forma de utilizacéo.
Entretanto, Diniz (2016) trabalhando com acessos de Desmanthus spp., observou que
intensidades de corte de 40 e 80 cm ndo influenciam as caracteristicas de valor nutritivo,
fracionamento de proteina e fixacdo bioldgica de nitrogénio dessas plantas cultivadas em
condicdes da Zona da Mata Norte de Pernambuco.

Com isso, a importancia do conhecimento das intensidades de cortes mais indicadas
para espécies de Desmanthus spp. podem garantir melhor qualidade de material fornecido
aos animais, além do que, o intervalo de corte pode afetar o potencial de rebrota e a
persisténcia das espécies. Geralmente, longo intervalo entre cortes ocasiona maior
deposicdo de material fibroso, diminuicdo do valor nutritivo e, consequentemente, do
consumo. Por outro lado, cortes muitos frequentes reduzem o total de forragem produzida,
diminuem as reservas das plantas e afetam o potencial de rebrota (Canto et al., 1984).
Dessa forma, deve-se procurar o ponto mais adequado para o corte buscando-se aliar a
maior producdo com a melhor qualidade da forragem.

Diante disto, o presente estudo objetivou avaliar aspectos qualitativos de acessos de
Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung cultivados no banco de germoplasma in vivo da

UFRPE sob dois intervalos de corte.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido em campo, no banco de germoplasma in vivo da
Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no Municipio de Carpina - PE (EECAC) (7°51'13"S, 35°14'10"W, a 180 m de
altitude), em Marcgo e Outubro de 2015. O clima da regido, conforme Koppen, é do tipo
Ams, tropical chuvoso de moncdo, com verdo seco. O solo da area experimental é
classificado como ARGISSOLO AMARELO DISTROFICO ABRUPTO (Santos et al.,
2006), de textura arenosa e argilosa. A caracterizacdo quimica do solo foi realizada em
amostras coletadas nas camadas de 0-20 cm (Tabela 1), no laboratorio de Fertilidade da
EECAC.

Tabela 1. Fertilidade de amostras do solo da area experimental.
pH P! Ca Mg Na K Al sB* c1c® V* M.O.>

H,O mg/dm’ cmolc/dm® %
5,2 40 380 140 0,09 0,28 0,1 556 11,16 49,84 25,3

IMehlich 1; “Soma de bases; *Capacidade de troca de cétions. “Saturacdo por bases; Matéria organica do
solo.

A precipitacdo pluviométrica da regido durante o periodo experimental €

apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluvial mensal na Estacdo Experimental de Cana de acuUcar de
Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no Municipio de Carpina, PE,
durante periodo experimental.

O campo experimental foi estabelecido em 2012, utilizando-se mudas produzidas
por sementes oriundas de diferentes municipios. O espacamento utilizado foi de 0,5 m
entre plantas e 1,0 m entre linhas (0,5 x 1,0 m). A area do campo experimental foi de 20 x
30 m totalizando 600m?.

Foram avaliados trés acessos da espécie Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung
(Tabela 2), onde dois acessos (6G e 7G) (classificados pelo herbario do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — Fomento Internacional do Brasil LTDA (FIB) n° 02/2012),
provenientes de coletas realizadas no municipio de Santa Cruz do Capibaribe - PE
(Queiroz, 2012), e um acesso fornecido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros- SE (oriundo
do Banco de Germoplasma da Australia — CSIRO, “comunidade de pesquisa cientifica e

industrial™).
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Tabela 2. Identificacdo dos acessos de Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung
avaliados, Estacdo Experimental de cana de agucar da UFRPE, Carpina (PE).

Identificacdo de acessos de D. Origem
pernambucanus
6G* Santa Cruz do Capibaribe — Pernambuco (BR)
7G* Santa Cruz do Capibaribe — Pernambuco (BR)
AUSTR** Brasil
* Queiroz (2012). ** Embrapa-Sergipe (BR). Disponivel em:

<http://wwwz2.dpi.qld.gov.au/extra/asp/AusPGRIS/Scripts/Display_Summary_Statistics.asp?whichOne=Gen
us_Accessions&match=Desmanthus>. AusTR = AusTRCF49728.

Os acessos foram cultivados em fileiras sendo realizadas analises morfologicas e
colheitas de material nos meses de Marco e Outubro de 2015 para acompanhamento do
comportamento em campo e estimativa da qualidade forrageira, considerando-se intervalos
de 75 dias e 120 dias, periodos chuvoso e seco, respectivamente.

A partir das 8:00 h da manha foram realizadas avaliacbes de altura da planta,
medida do nivel do solo ao apice da planta, utilizando-se uma trena graduada (cm), onde se
determinou a taxa de crescimento pela diferenca de altura apds corte anterior aos intervalos
determinados de 75 e 120 dias; e didmetro da base do caule, medido com o auxilio de um
paquimetro (cm). Em seguida, as plantas foram submetidas a cortes para avaliacdo
quimica, contudo, por ocasido da colheita e devido a morte de alguns acessos e baixo
crescimento das plantas (Diniz 2016), obteve-se material para analise de trés acessos e
quatro plantas experimentais.

O material coletado depositado em sacos plasticos identificados, foi submetido a
pesagem de material total em balanga, seguindo com a separacao de folha/caule e realizada
nova pesagem para determinacdo de matéria seca. Apds a obtencdo do peso dos materiais,
estes foram levados a estufa de circulagdo forcada de ar a 55°C até peso constante. Apds a
secagem do material, foi realizada a pesagem do material seco e moidos em moinho de
Willey, em malha de 1 mm e armazenados separadamente em folha e ramos em sacos

plasticos identificados, prosseguindo com as determinacfes analiticas de matéria seca


http://www2.dpi.qld.gov.au/extra/asp/AusPGRIS/Scripts/Display_Summary_Statistics.asp?whichOne=Genus_Accessions&match=Desmanthus
http://www2.dpi.qld.gov.au/extra/asp/AusPGRIS/Scripts/Display_Summary_Statistics.asp?whichOne=Genus_Accessions&match=Desmanthus
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(MS), tanino condensado (PPP), proteina bruta (PB), relacdo carbono/nitrogénio (C/N) e
desaparecimento in vitro da matéria seca (DIVMS).

A determinacdo de matéria seca do material (MS expresso em g/kg) fracionado em
folhas e ramos (até 5 mm) seguiu a metodologia descrita por Detmann et al. (2012).

Estimou-se o tanino condensado pela técnica de proteina precipitada em fendis
(PPP) de acordo com Hagerman e Butler (1978). O método reduzido modificado para
determinar PPP (Naumann et al., 2014) foi feito em dois extratos vegetais bruto
duplicados. Foram purificados TC para utilizacdo subsequente como um padrdo a partir de
amostras secas de cada espécie, atraves da modificagdo do método descrito por Wolfe et al.
(2008), usando Sephadex LH-20 (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ,
EUA).

Para determinacdo de nitrogénio e carbono, as amostras foram analisadas para N
por combustdo, usando um analisador de C:N (Elementar Americas, Inc, Mt. Laurel, NJ,
EUA). Com os dados de nitrogénio, foi possivel calcular a proteina bruta (PB) através da
multiplicacdo por 6,25 (Van Soest, 1994).

O desaparecimento in vitro da matéria seca (DIVMS) foi realizado em incubadoras
Daisy (Ankom Margarida Il Incubadora Ankom Technologies, Maced6nia NY, EUA),
utilizando liquido ruminal de veados de cauda branca. As concentracGes da DIVMS foram
determinadas durante 48h. Este sistema compete (Tilley e Terry 1963) em duas fases na
técnica digestibilidade in vitro (Coblentz et al.,, 1997), e lavagem da amostra com
detergente neutro (Van Soest et al., 1991), em vez de uma solucgéo de pepsina. Os residuos
foram corrigidos para cinzas residuais.

Analises de tanino condensado, carbono, nitrogénio e desaparecimento in vitro da
materia seca foram realizadas em Texas A&M AgriLife Research Bromatological

Laboratory, Stephenville Texas USA. Producdo de massa foi realizada no laboratério de
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quimica da EECAC e a matéria seca foi realizada no laboratério de forragicultura da
UFRPE.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em arranjo de parcelas
subdivididas, com quatro repeticdes. Os acessos de D. pernambucanus representaram as
parcelas e os dois intervalos de corte (75 dias e 120 dias) as subparcelas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos acessos foram comparadas
pelo Teste de Tukey (P< 0,05). Para comparacao de intervalo de corte utilizou-se teste F
através do software SAS. Foi testado o efeito de acessos e intervalos de corte para as

variaveis analisadas. O valor P <0,05 foi considerado significativo.
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Resultados e Discussao
Os resultados da anéalise de variancia revelaram efeitos significativos na interacao
para acessos vs. intervalos de corte da taxa de crescimento (a cada 21 dias) das plantas de
D. pernambucanus (Tabela 3). O acesso 6G apresentou uma queda na taxa de crescimento
de suas plantas entre os intervalos de corte, com taxa de crescimento maior na estacao
chuvosa (intervalo de 75 dias) de 53,01 cm, e menor na estacdo seca (intervalo de 120 dias)
de 11,01 cm.

Tabela 3. Taxa de crescimento (cm) dos acessos de Desmanthus spp. durante intervalo de
corte de 75 dias e 120 dias.

Intervalo de corte

Acessos 75 dias 120 dias Nivel de P*
6G 5301 A 1101 B 0,0115
7G 40,01 A 22,60 B 0,2755
AUsSTR 48,51 A 54,01 A 0,9558
Desvio padréao 5,13

Coeficiente de variacao (%) 2,43

Médias seguidas de letras maitsculas, distintas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre intervalos de corte.

Dentro do intervalo de corte de 75 dias, as espécies de D. pernambucanus nao
diferiram entre si, diferentemente do que ocorre no intervalo de corte de 120 dias, quando
0 acesso AuSTR se destaca apresentando as maiores taxas de crescimento, de 54,01 cm,
entre 0s acessos 6G (11,01 cm) e 7G (22,60 cm).

O acesso AusTR manteve sua taxa de crescimento entre os intervalos de corte de 75
dias (48,51 cm) e 120 dias (54,01 cm), assim como 0 acesso 7G no intervalo de corte de 75
dias (40,01 cm) e 120 dias (22,60 cm). Contudo, 0 acesso AusTR se destaca em relagdo ao
acesso 7G por apresentar maior taxa de crescimento equivalente a 2,39 vezes. Dessa forma,
os dois meses anteriores, com precipitacdo maximas de 50 mm por més, a avaliacdo de 120
dias ndo foram suficientes para estacionar o crescimento das plantas dos acessos 7G e

AusTR, que continuaram crescendo na mesma velocidade que o periodo chuvoso (75 dias).
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Devido a origem dos acessos 6G e 7G, oriundos do municipio de Santa Cruz do
Capibaribe, que apresenta precipitacdo na ordem de 457 mm anuais a temperatura média
de 24,6°C (CLIMATE-DATA.ORG), esperava-se uma resposta similar entre eles.
Contudo, 0 acesso 6G apresentou uma queda na taxa de crescimento, quando avaliado no
periodo seco, diferentemente do comportamento do acesso 7G. Essa queda de crescimento
apresentada nas plantas do acesso 6G pode ser ocasionada como estratégia de
sobrevivéncia a provavel diminuicdo da umidade do solo e alta evapotranspiracdo
ocorrente em periodo seco. O que influenciara retardos ou interrup¢fes da expansdo e
divisdo celular, acarretando diminuicdo da taxa de crescimento.

Para o diametro do caule basal, as plantas apresentaram diferenca significativa no
efeito de intensidade de corte. O intervalo de corte de 120 dias proporcionou maior
diametro do caule de 2,29 cm, o equivalente a 0,36% em relacdo ao intervalo de corte de
75 dias (1,69 cm), o que revela que o crescimento do didmetro de caule basal continuou
apesar da baixa precipitacdo decorrente desde o més de Agosto, diferentemente do que
ocorreu com a taxa de crescimento. Entretanto, entre os meses de Maio e Julho ocorreram
precipitacbes de até 200 mm, principalmente em Julho, 0 que pode ter ocasionado um
“pulso” de alongamento e expansao celular nos tecidos do caule dessas plantas.

A associacdo do diametro do caule a altura das plantas representa um dos fatores de
grande importancia na avaliacdo de rebrota das plantas, onde o nimero de pontos de
crescimento distribuidos ao longo do caule e a quantidade de reservas contribuem para o
processo de rebrota. Dessa forma, a persisténcia/sobrevivéncia dessas plantas aumenta
quanto maior for o desenvolvimento em diametro, dando-se também a possibilidade da
realizacdo de producdo por estaquia. Considerando que o periodo seco ndo estabilizou o
desenvolvimento do didmetro do caule, podemos afirmar que provavelmente o acesso

AUsTR, que apresentou as maiores taxas de crescimento no periodo seco, apresenta maior
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numero de pontos de crescimento e mais reservas, ndo subestimando o acesso 7G que
manteve a taxa de crescimento, porém menor que 0 acesso AusTR.

A matéria seca (MS), proteina bruta (PB), proteina precipitada em fenol (PPP) e
relacdo C:N da fracdo folha das plantas de D. pernambucanus apresentaram efeito isolado
de intervalos de corte (Tabela 4) e acessos (Tabela 5). Comparando a MS entre intervalos
de corte, verificou-se que com o avanco da idade das plantas, houve aumento de MS. O
intervalo de corte de 120 dias proporcionou maior MS da fracéo folha (484,87 g kg™?), o
equivalente a 41% em relagdo ao intervalo de 75 dias (342,98 g kg™). Plantas com menor
idade de corte apresentam altos teores de agua, quanto mais préximo da sua maturidade
esse teor € reduzido e ocorre um aumento nos teores de MS (Drudi & Favoretto, 1987).
Tabela 4. Matéria seca (MS), proteina bruta (PB), proteina precipitada em fenois (PPP) e

relacdo carbono:nitrogénio (C:N) de fragdes folha da planta de D. pernambucanus em
relacdo ao efeito de intervalo de corte.

Variavel Intervalo de corte Nivel de P Desvio padrdo CV (%)
75 dias 120 dias

MS (g kg™ 342,98 484,87 0,0012 8,64 7,23

PB (g kg™ 237,18 202,07 0,0005 4,03 8,05

PPP (g kg™ 26,58 78,27 0,0028 4,77 48,13

Relagdo C:N 10,84 13,10 0,0003 0,24 9,39

Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre intervalos de corte. CV =
Coeficiente de variagéo.

Tabela 5. Proteina bruta (PB), proteina precipitada em fendis (PPP) e relacdo
carbono:nitrogénio (C:N) da fracdo folha em relacdo ao efeito de acessos de D.
pernambucanus.

Acessos MS (g kg™) PB (g kg™) PPP (g kg™) Relacéo C:N
6G 397,87 B 214,44 B 50,93 B 12,37 A
7G 393,04 B 210,54 B 69,50 A 12,48 A
AUsSTR 450,87 A 233,91 A 36,85 B 11,05B
Desvio padrao 11,01 4,53 7,13 0,29
CV (%) 7,23 8,05 48,13 9,39

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey. CV =
Coeficiente de variagéo.

O intervalo de corte indicou comportamento diferente para PB, causando uma
diminuicdo com o aumento de 120 dias de crescimento apds o corte. A maior PB foi

verificada no intervalo de corte de 75 dias (237,18 g kg™), chegando a atingir 17,37%,
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diferenciando estatisticamente do intervalo de 120 dias (202,07 g kg?). Os elevados
valores de PB observados no intervalo de corte de 75 dias, provavelmente, devem-se a
maior quantidade de folhas novas coletadas no corte das plantas nesse intervalo de corte,
diferentemente do corte no intervalo de 120 dias.

Em relac&o aos acessos (Tabela 5), 0 AusTR apresentou maior MS (450,87 g kg™Y),
com os acessos 6G e 7G, ndo diferindo entre si, apresentando valores de 397,87 e 393,03 g
kg', respectivamente. Revelando que as folhas do acesso AusTR foram as que
apresentaram maior diminuicdo de teor de 4gua quando submetidas a maior intervalo de
corte. Em relacdo a PB, o acesso que apresentou maior média foi o AusTR (233,91 g kg™),
ja 0s acessos 6G (214,44 g kg™) e 7G (210,54 g kg™*) apresentaram menor PB.

Os valores de PB observados estdo de acordo com os relatados em leguminosas,
segundo Nicodemo et al. (2015), onde observa-se também reducdo de PB a medida que
aumenta o intervalo de corte das plantas. Trabalhando com Desmanthus spp., Diniz (2016),
também observou altos valores de PB com média de 227,98 g kg™ nas folhas das plantas.
Resultados de PB inferiores aos encontrados neste trabalho foram observados em folhas de
Progardes™, mistura das melhores espécies Desmanthus bicornutus S. Watson.,
Desmanthus leptophyllus Kunth. e Desmanthus virgatus (L.) Willd., apresentando valor de
202 g kg™ de PB (Gardiner e Swan, 2008), e em trabalho de Figueiredo et al. (2000a) com
Desmanthus virgatus (L.) Willd. no brejo paraibano, com valores de 170 g kg™ para 395
dias de crescimento e de 202 g kg™ para 72 dias de rebrota.

Contudo, os altos valores de PB encontrados, podem ndo estar prontamente
disponiveis aos animais, como menciona Diniz (2016). A autora relata que a PB pode se
associar a fibra em detergente acido (FDA) ou até mesmo ao tanino condensado (TC). De
acordo com os dados observados de proteina precipitada por fenois (PPP), correspondente

a associacdo da proteina ao TC (Tabela 4), observa-se a ocorréncia dessa ligacéo,
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principalmente quanto maior for o intervalo de corte. Foi observado efeito isolado de PPP
nas folhas de D. Pernambucanus para o intervalo de corte e entre acessos. A PB das folhas
no intervalo de 120 dias apresentou uma alta ligagdo aos TC, onde foram observados
valores de 78,27 g kg™ de PPP nesse intervalo, um acréscimo equivalente a 194,47% do
valor de PPP no intervalo de 75 dias (26,58 g kg™).

A PB do material coletado complexado ao TC passa a apresentar alta resisténcia as
enzimas microbianas, ficando indigestivel ao longo do trato gastrintestinal (Licitra et al.,
1996). De fato, os menores intervalos de corte apresentaram maior nimero de folhas mais
novas, disponibilizando maior PB (237,18 g kg™') aos animais. Por outro lado, o0s
resultados de presenca de PPP nos dois intervalos de corte podem revelar efeitos positivos
sobre 0 metabolismo animal. Segundo Leinmuller et al. (1991), o complexo tanino-
proteina € favorecido em variacdo de pH entre 3,5 a 7,0, 0 que revela uma dissociacao
destes ao chegar no abomaso, onde o pH esta em torno de 2,0, permitindo a acdo de
peptidases. Com isso, ocorre uma protecdo das proteinas das folhas de D. pernambucanus
em detrimento da degradacdo no rumen, o que ocasionard maior fluxo de aminoacidos a
serem absorvidos no intestino, além de reducdo da emissdo de metano de origem ruminal,
efeito de maior impacto na atualidade envolvendo o complexo tanino-proteina em relagéo
aos aspectos ambientais.

De acordo com investigacOes de reducdo de emissdo de gas metano (CH,4) pelos
ruminantes, descritas por Ramirez-Restrepo et al. (2010a), pode-se considerar os valores de
tanino encontrados nas plantas de D. pernambucanus aliados ao efeito redutivo desse gas,
que podem agir de forma indireta através da ligacdo a fibras dietéticas e/ou reduzindo a
digestdo no rumen e digestibilidade aparente da fibra, e diretamente inibindo o crescimento

de bactérias metanogénicas no rimen (Ramirez-Restrepo et al., 2010a).
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Dessa forma, a presenca de PPP dessas plantas, a menor intervalo de corte (75
dias), deve ser vista como efeito benéfico, uma vez que, normalmente, as leguminosas
possuem alta proporcéo de proteinas que estdo sujeitas a maior degradacao (Diniz, 2016) e
perdas no riumen, na forma de aménia. Ao passo que, nas gramineas, a degradagédo ocorre
naturalmente, de forma lenta (Oliveira e Berchielli, 2007). Além disso, a presenca de PPP
ird equilibrar a liberacdo de nitrogénio para o ambiente, através dos dejetos (urina e fezes),
possibilitando maximizar o uso desses dejetos para manutencdo da fertilidade do solo em
pastagens e cultivares por periodos mais prolongados, minimizando uma possivel rapidez
na liberacdo de nutrientes em menor intervalo de corte (75 dias) pela menor relacdo C:N
(10,84) (Tabela 4). Dessa forma, a rapida liberacdo de nutrientes para producao de energia
dos microrganismos, no momento da mineralizacdo da matéria organica da espécie D.
pernambucanus, em intervalos de corte de 75 dias, sera contida devido & presenca de PPP.
Outro efeito benéfico da presenca de PPP em D. pernambucanus € a possivel reducdo da
populacdo de parasitas internos em ruminantes (Min et al., 2003), agindo diretamente na
estimulacdo do sistema imune.

Os valores de PPP encontrados no presente estudo sdo préximos aos relatados por
Cooper et al. (2014), no periodo de vegetacdo (95,2 g kg™), florescimento (119,7 g kg™) e
frutificacdo (62,4 g kg™*) em plantas de D. paniculatum sem desfolhamento, assim como
em plantas que sofreram desfolhamento com médias de 93,47 g kg™ (vegetativo), 93,45 g
kg™ (florescimento) e 32,47 g kg™ (frutificacéo).

Observou-se que o acesso AusTR apresentou maior PB (233,91 g kg™) com menor
valor de PPP (36,85 g kg™) em relagdo ao acesso 7G (69,50 g kg™), ndo diferindo do
acesso 6G (50,93 g kg™). O que significa dizer que o acesso AusTR, apesar de apresentar
maior MS no menor intervalo de corte (75 dias), apresenta maior PB com concentracdes

prontamente digestiveis no rimen aos animais por apresentar menor PPP, para a fracdo
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folha. Além disso, observa-se que a relacdo C:N desse acesso (Tabela 8), foi menor,
(11,05), que os acessos 6G (12,37) e 7G (12,48), indicando maior rapidez na liberacédo de
nitrogénio na decomposicao da fracdo folha do acesso AusTR em relacdo aos acessos 6G e
7G.

Na fracdo caule, houve interacdo significativa entre acessos vs. intervalo de corte,
para MS, MM, PB e relacdo C:N (Tabela 6). O acesso 7G, na fragdo caule, apresentou
maior MS nos intervalos de corte de 75 dias (468,69 g kg™) e 120 dias (537,74 g kg™). O
acesso AusTR ndo apresentou diferenca de MS entre os intervalos de corte de 75 dias
(470,70 g kg™*) e 120 dias (471,39 g kg™).

Tabela 6. Matéria seca (MS), proteina bruta (PB), relacdo carbono:nitrogénio (C:N) da
fracdo caule das plantas de D. pernambucanus submetidas a dois intervalos de corte.

Acessos Intervalo de corte
75 dias 120 dias Nivel de P
MS (g kg™
6G 426,54 B 556,45 A 0,0022
7G 468,69 A 537,74 A 0,0483
AUSTR 470,70 A 471,39 B 1,0000
Desvio padréo 12,17
Coeficiente de variacdo (%) 4,98
PB (g kg™) Nivel de P
6G 9142 B 68,14 B 0,0128
7G 78,48 B 92,18 A 0,2857
AUSTR 106,03 A 88,01 A 0,0624
Desvio padrédo 4,65
Coeficiente de variacao (%) 14,94
Relacdo C:N Nivel de P
6G 27,87 B 39,03 A 0,0035
7G 33,88 A 29,52 B 0,5090
AusTR 2419 B 30,12 B 0,1629
Desvio padrao 1,80
Coeficiente de variacao (%) 16,55

Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey. Médias
significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre intervalos de corte.

Foram encontradas maiores valores de PB no acesso AusTR no intervalo de 75 dias
(106,03 g kg™), ndo diferindo do valor médio de PB no intervalo de 120 dias (88,01 g kg

1). O acesso 6G apresentou menor valor de PB em intervalo de 75 dias (91,42 g kg™), tendo
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uma reducdo de 25,5% no intervalo de 120 dias (68,14 g kg™). O acesso 7G apresentou
maior PB em relacdo ao acesso 6G em intervalo de 120 dias (92,18 g kg™). Esses valores
de PB foram menores dos que os observados por Diniz (2016), que observou em campo
valores de 118,75 g kg™ nos caules de Desmanthus spp., e Garginer e Swan (2008),
encontrando valor quase que semelhante aos de Diniz (2016), em caules de Progardes™
com 119 g kg™.

Os acessos 7G e AusTR ndo apresentaram diferenca entre os intervalos de corte 75
dias (33,88 e 24,19, respectivamente) e 120 dias (29,52 e 30,12, respectivamente) na
relacdo C:N (Tabela 6), tendo o acesso 6G apresentado acréscimo quando as plantas séo
submetidas a intervalos de 120 dias (39,03) na ordem de 40% em relacdo ao intervalo de
75 dias (27,87). Com isso, os acessos 7G e AusTR podem apresentar uma rapida liberacao
de nutrientes de seus caules tanto no intervalo de corte de 75 e 120 dias.

Foi observado, na fracdo folha, efeito da interacdo acesso vs. intervalo de corte para
0 DIVMS (Tabela 7). Os acessos 6G e AusTR apresentaram maiores valores de DIVMS no
intervalo de 75 dias (651,67 e 666,71 g kg™, respectivamente), diferentemente do acesso
7G que apresentou maior DIVMS intervalo de 120 dias (617,11 g kg™). O intervalo de
corte de 120 dias, ocasionou uma reducdo na DIVMS dos acessos 6G e AusTR (586,09 e
580,75 g kg, respectivamente).

Tabela 7. Desaparecimento in vitro da matéria seca das folhas de acessos de Desmanthus
pernambucanus (L.) Thell, submetidos a dois intervalos de corte.

Intervalo de corte

Acessos 75 dias 120 dias Nivel de P*
Folha (g kg™)

6G 651,67 B 586,09 B <0,0001

7G 614,32 C 617,11 A 0,9435

AUsTR 666,71 A 580,75 B <0,0001

Desvio padréo 2,73

Coeficiente de variacao (%) 0,88

Médias seguidas de letras maiusculas, distintas na coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F diferem entre intervalos de corte.
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O intervalo de 120 dias ocasionou diminuicdo de DIVMS, na fracdo folha, para os
acessos 6G e AUsTR que apresentaram DIVMS de 651,67 e 666,71 ¢ kg'l,
respectivamente, aos 75 dias de intervalo de corte, passando a apresentar reducdo de 10%
e 13%, respectivamente, no intervalo de corte de 120 dias (586,09 e 580,75 g kg™,
respectivamente). Esses valores estdo relacionados ao material de melhor qualidade em
intervalos menores de corte, ja que, maior proporc¢do de folhas maduras, ocasiona aumento
da proporcéo de lignina, celulose, hemicelulose e outras fragdes indigestiveis, que resultam
na diminuicdo da digestibilidade do material. O acesso 7G ndo apresentou diferenca
significativa entre os intervalos de corte estudados, mantendo sua DIVMS, que foi maior
no intervalo de 120 dias (617,11 g kg™*) do que os demais acessos e menor aos 75 dias de
intervalo de corte (614,32 g kg™).

A menor precipitacdo nos trés meses antecedentes a avaliacdo de intervalo de corte
de 120 dias interferiu na DIVMS dos acessos 6G e AusTR, comprometeu os valores de PB
e relacdo C:N, aumentando a quantidade de MS e PPP na fracdo folha. Diferentemente da
fracdo folha, observamos efeito isolado de acessos e intervalos de corte para a fracdo caule.
A DIVMS do caule também apresentou uma queda em intervalo de 120 dias (370,56 g kg
1), na ordem de 7% menor do que em intervalo de 75 dias (398,93 g kg™). O acesso 7G
apresentou maior DIVMS de 409,55 g kg™, do que os acessos 6G (366,26 g kg™) e AusTR
(378,42 g kg™).

Os valores de DIVMS encontrados foram maiores dos que os estudos de Diniz
(2016), que, trabalhando com acessos de Desmanthus spp. no mesmo campo experimental,
encontrou valores médios de 446,07 g kg™ na fracdo folha e de 327,10 g kg™ na fracéo
caule. Tal diferenca pode ser associada ao aspecto do referido autor ter trabalhado com
outros acessos, bem como a diferenca de metodologia de analise, considerando que a

metodologia utilizada no presente trabalho foi por meio da lavagem da amostra com
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detergente neutro (Van Soest et al., 1991), em vez de uma solucdo de pepsina, como

trabalhada por Diniz (2016).
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Conclusoes

Intervalos de 75 dias entre cortes para plantas da espécie D. pernambucanus sdo
mais indicados em relacdo a intervalos de corte de 120 dias. O menor intervalo de corte, de
75 dias, permite melhor desempenho nutricional e maior taxa de crescimento das plantas.

A ocorréncia da presenca de tanino condensado complexado as proteinas, indicada
em intervalos de corte de 75 dias, proporciona maior fluxo de aminoacidos a serem
absorvidos no intestino, possivel reducdo da emissdo de metano de origem ruminal e
provavel equilibrio na liberacdo de nitrogénio para o ambiente, através dos dejetos (urina e
fezes).

O acesso AusTR apresenta as maiores taxas de crescimento e melhor desempenho

qualitativo.
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4,70
5,50
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21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT
AusT

189
189
189
189
210
210
210
210
231
231
231
231
252
252
252
252

A OWONEPR~A,WONERARONEDWONDE

3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
4,00
3,00
2,00
3,00
3,00
3,00
3,00
4,50
4,50
4,00
5,00

10,00
30,00
11,00
23,00
12,00
37,00
14,00
30,00
20,00
34,00
20,00
25,00
25,00
32,00
20,00
21,00

2,00
7,00
2,00
6,00
2,00
2,00
2,00
6,00
2,00
6,00
2,00
6,00
2,00
6,00
2,00
6,00

SH - suspensdo hidrica; Aces - acessos; Aval - avaliacdo (tempo); bloco - delineamento em
blocos casualizados; TCA - taxa de crescimento em altura (cm); NFV - nimero de folhas
verdes; NRA - numero de ramos; CFL - comprimento da folha; LFL - largura da folha.

Suspensdo hidrica

7

NN N N N N N N N N N N NN N NN NN N

Dias de avaliagéo

0
0
0
0
21
21
21
21
42
42
42
42
63
63
63
63
84
84
84
84
105
105
105

Bloco

1

W NP PRRWONPEPBRRODNPEPEPRRODNPEDRRODNEDLODN

Diametro do caule
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,30
0,23
0,30
0,30
0,30
0,27
0,30
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NMNRONONNPRONRNDRNNRNNNDRN
NERRERERRERERERERE NN N NN NN AN NN NN AN NN NANANNANNNNNNNNNANN

N NN
e

N
[y

105
126
126
126
126
147
147
147
147
168
168
168
168
189
189
189
189
210
210
210
210
231
231
231
231
252
252
252
252

PP OONPFEPR~ARONMNPEPER~RONMNMPEPEPRONMPEPEPRARONMNPEPEPRAARONMNPEPPRAARONPEPEPRARONPEPEPRRODNMNPEPEPPRRODNMNPEDRRODNDE D

0,30
0,33
0,33
0,33
0,33
0,40
0,33
0,37
0,33
0,40
0,37
0,37
0,40
0,43
0,37
0,43
0,40
0,50
0,40
0,43
0,43
0,50
0,40
0,50
0,43
0,53
0,43
0,53
0,43
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
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21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

84

84

84
105
105
105
105
126
126
126
126
147
147
147
147
168
168
168
168
189
189
189
189
210
210
210
210
231
231
231
231
252
252
252
252

A OODNEPPR~ARONEPRARODNMNPEPERRODNMNPEPRRPODNPEPEPPRRODNPEPEPRRODNMNPERRODNMNPERRODND

0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,23
0,27
0,20
0,20
0,27
0,27
0,27
0,20
0,27
0,30
0,27
0,27
0,27
0,30
0,27
0,30
0,27
0,30
0,30
0,30
0,33
0,37
0,33
0,33
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Suspensio Clorofilaa Clorofila b Clorofila indice Carboidrato Carboidrato Carboi_drato Producdo  Producéo

hidrica Acesso  Bloco (mg g™) (mg o) total_1 SPAD Folh_al Caul_? Ralg1 Folha B Caule_1

(mgg”) (9kg™) (9kg™) (9kg™)  (gplanta®) (g planta™)
7 43F 1 0,14 0,08 0,23 16,76 25,42 12,27 11,21 3,29 4,64
7 43F 2 0,15 0,09 0,21 16,70 25,42 12,27 11,42 3,23 4,74
7 43F 3 0,16 0,08 0,22 16,76 25,42 12,18 11,21 3,34 4,55
7 43F 4 0,15 0,08 0,22 16,83 25,42 12,35 11,00 3,29 4,64
7 89F 1 0,20 0,17 0,37 18,73 21,90 9,74 13,81 3,97 3,41
7 89F 2 0,19 0,17 0,36 18,37 21,90 9,74 13,80 3,89 3,48
7 89F 3 0,20 0,17 0,37 18,55 22,03 10,26 13,79 3,82 3,48
7 89F 4 0,21 0,17 0,37 18,55 21,76 9,23 13,80 3,89 3,55
7 AusT 1 0,13 0,08 0,21 14,65 22,10 14,44 13,29 3,33 1,25
7 AusT 2 0,06 0,08 0,23 15,25 22,10 11,94 13,29 3,38 1,08
7 AusT 3 0,16 0,09 0,25 15,85 21,79 14,81 13,69 3,43 1,25
7 AusT 4 0,12 0,08 0,23 15,25 22,41 12,04 12,88 3,38 1,42
21 43F 1 0,12 0,08 0,21 11,60 32,36 13,39 10,00 2,00 2,48
21 43F 2 0,14 0,09 0,23 11,60 32,62 13,39 10,00 1,86 1,45
21 43F 3 0,15 0,09 0,24 11,33 32,88 13,69 10,00 1,71 2,62
21 43F 4 0,14 0,09 0,23 11,88 32,62 13,09 10,00 1,86 1,31
21 89F 1 0,18 0,11 0,26 11,13 33,07 12,26 10,75 0,82 1,20
21 89F 2 0,18 0,11 0,25 11,71 33,20 12,26 10,63 0,82 1,19
21 89F 3 0,17 0,10 0,27 11,71 32,94 12,26 10,75 0,82 1,20
21 89F 4 0,18 0,12 0,26 12,30 33,07 12,26 10,87 0,82 1,21
21 AusT 1 0,25 0,10 0,37 12,30 13,64 11,99 12,73 1,16 1,42
21 AusT 2 0,25 0,10 0,36 11,99 14,47 11,43 12,51 1,16 1,42
21 AusT 3 0,25 0,10 0,36 11,67 13,64 12,55 12,51 1,16 1,34
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21 AusT 4 0,25 0,10 0,36 11,99 12,80 11,99 12,29 1,16 1,50
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Sus,pepséo Acesso  Bloco I\/Iatéria_feca Mateéria rr)lineral Nitrogélnio Protel’na_ti)ruta Carbo_rllo Relagéo .

Fracdo da hidrica (g kg™) (g kg™) (g kg™) (g kg™) (gkg™)  carbono:nitrogenio
planta

Folha 7 43F 1 182,17 89,98 33,47 209,16 373,71 11,17
Folha 7 43F 2 182,17 89,90 36,68 229,23 373,71 10,19
Folha 7 43F 3 196,45 89,98 33,34 208,40 373,64 11,21
Folha 7 43F 4 167,90 90,05 37,11 231,92 373,78 10,07
Folha 7 89F 1 251,32 79,81 36,00 225,00 385,47 10,71
Folha 7 89F 2 248,05 79,48 35,80 223,73 385,56 10,77
Folha 7 89F 3 249,68 79,65 36,00 225,00 385,47 10,71
Folha 7 89F 4 249,68 79,65 36,20 226,26 385,37 10,65
Folha 7 AusT 1 211,70 86,66 35,61 222,56 388,65 10,91
Folha 7 AusT 2 207,27 86,66 35,61 222,56 388,19 10,90
Folha 7 AusT 3 216,13 86,74 35,61 222,54 387,74 10,89
Folha 7 AusT 4 211,70 86,58 35,61 222,58 388,19 10,90
Folha 21 43F 1 225,96 92,30 30,92 193,24 380,28 12,30
Folha 21 43F 2 228,12 92,30 30,95 193,42 376,97 12,18
Folha 21 43F 3 223,80 92,30 30,98 193,59 378,62 12,22
Folha 21 43F 4 225,96 92,30 30,95 193,42 378,62 12,23
Folha 21 89F 1 274,18 78,46 33,89 211,79 379,93 11,21
Folha 21 89F 2 294,41 78,46 33,89 211,79 379,93 11,21
Folha 21 89F 3 284,29 77,96 33,89 211,79 379,93 11,21
Folha 21 89F 4 284,29 78,96 33,89 211,79 379,93 11,21
Folha 21 AusT 1 342,38 99,03 36,74 229,60 390,52 10,63
Folha 21 AusT 2 329,18 99,94 36,65 229,03 390,52 10,66
Folha 21 AusT 3 342,38 100,86 36,55 228,47 390,68 10,69
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Folha
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule

21

NN N NN N NN NN NN

N NN RNRNONNOMNNRNDNNDNDRN
L = = e e N = Y

AusT
43F
43F
43F
43F
89F
89F
89F
89F

AusT

AusT

AusT

AusT
43F
43F
43F
43F
89F
89F
89F
89F

AusT

AusT

AusT

W NP, P~MWODNPEPEPRRODNPEPEPPPODNMNPEPRRODNMNMNPEPR~RODNPE D>

355,59
500,36
504,73
500,36
495,99
481,84
483,46
485,07
483,46
513,41
513,41
517,46
509,35
476,64
477,13
476,15
476,64
493,49
489,15
489,15
484,81
443,32
443,32
424,12

99,94
32,06
30,57
32,06
33,56
34,53
32,43
34,53
36,64
27,33
27,39
27,46
27,39
27,56
27,89
28,22
27,89
26,37
26,37
26,37
26,37
23,70
29,40
29,40

36,65
11,68
11,34
10,99
11,34

9,70

7,63

8,66

8,66
10,79
10,80
10,81
10,80
12,39
12,64
12,15
12,39
12,91
12,91
12,92
12,90
13,73
13,97
13,85

229,03
73,03
70,85
68,68
70,85
60,61
47,69
54,15
54,15
67,44
67,49
67,55
67,49
77,46
79,00
75,93
77,46
80,68
80,68
80,77
80,59
85,80
87,29
86,54

390,35
406,49
405,63
407,36
406,49
401,57
402,62
402,62
403,67
401,18
401,16
401,19
401,18
405,59
402,37
403,98
403,98
398,91
399,90
398,91
397,91
398,42
397,46
398,42

10,65
34,79
35,78
37,07
35,86
41,41
52,76
46,47
46,59
37,18
37,15
37,12
37,15
32,72
31,83
33,25
32,59
30,90
30,98
30,87
30,86
29,02
28,46
28,77
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Caule 21 AusT 4 462,52 35,10 13,85 86,54 399,38 28,84
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Fracdo
da
planta

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Intervalo
de corte

75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

Acesso Repeticdo

6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AusTR
AusTR
AusTR
AusTR
6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AusTR
AusTR

NFP R~AROWODNMNMNPEPEPRRONMNMNEM~MODNMNEPEPRRODNMNE PRROODND P

Matéria
seca
(g kg™

328,24
330,14
334,60
327,59
339,28
332,23
339,28
346,34
359,52
359,52
359,52
359,52
448,15
465,60
483,05
465,60
525,57
368,39
446,78
446,38
503,27
542,23

Matéria
mineral
(g kg™)

70,89
75,33
75,33
79,76
51,29
64,18
57,73
57,73
72,97
72,97
72,97
72,97
65,42
65,94
68,21
62,10
66,93
59,34
64,66
67,72
62,56
62,06

Desaparecimento
in vitro da matéria

Seca
(kg™

651,67
637,20
651,67
666,13
614,32
614,32
614,64
614,00
666,71
665,75
667,67
666,71
591,08
581,11
586,09
586,09
617,21
617,02
617,11
617,11
586,43
575,06

Proteina

bruta
(g kg™

240,82
237,93
215,80
208,02
236,36
247,71
208,12
208,66
238,15
250,85
234,54
236,28
185,88
191,47
172,27
175,33
168,45
168,30
230,43
233,47
205,87
208,24

Nitrogénio
(9 kg™)

38,53
38,07
34,53
33,28
37,82
39,63
33,30
33,39
38,10
40,14
37,53
37,80
29,74
30,64
27,56
28,05
26,95
26,93
36,87
37,35
32,94
33,32

Carbono
(g kg™

400,11
400,75
412,08
397,53
401,89
407,46
409,28
413,28
397,83
403,38
409,88
408,42
412,64
414,04
417,60
425,73
424,53
426,27
402,92
404,82
411,93
412,13

Relacéo
carbono:nitrogenio

10,38
10,53
11,93
11,94
10,63
10,28
12,29
12,38
10,44
10,05
10,92
10,80
13,87
13,51
15,15
15,18
15,75
15,83
10,93
10,84
12,51
12,37
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Folha
Folha
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule
Caule

120
120
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

AuUsTR
AusTR
6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AuUsTR
AuUsTR
AusTR
AuUsTR
6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AusTR
AusTR
AusTR
AusTR

A wWOWDNEFEPPA~AONEPRMODNMNPEPRPRODNMPER~RODNMPER~RONMNPE MW

542,23
581,18
415,56
426,54
437,53
426,54
468,69
468,69
468,69
468,69
470,70
454,82
470,70
486,58
556,45
582,75
549,94
536,66
577,58
483,80
537,74
551,84
471,39
516,62
471,39
426,16

62,56
63,06
41,39
46,45
50,42
47,54
56,76
48,99
41,23
48,99
70,14
74,34
65,95
70,14
28,88
29,21
28,55
28,88
29,77
21,11
30,46
27,11
28,70
23,29
29,14
27,04

580,75
580,75
390,15
390,15

387,5

392,8
414,45
414,45
414,31
414,58
399,33
385,03
392,18
392,18
342,37
342,37
350,45
334,28
404,66
404,66
412,88
396,44
321,64
329,85
402,12
405,06

227,92
228,71
80,82
80,29
82,14
86,67
65,05
77,65
61,68
66,27
88,62
95,47
108,29
113,89
85,9
88,45
59,68
63,59
84,29
82,79
65,76
68,84
87,54
94,24
69,19
81,49

36,47
36,59
12,93
12,85
13,14
13,87
10,41
12,42

9,87

10,6
14,18
15,27
17,33
18,22
13,74
14,15

9,55
10,17
13,49
13,25
10,52
11,01
14,01
15,08
11,07
13,04

409,28
411,77
390,22
395,33
401,74
407,10
414,55
409,33
402,54
402,93
405,44
414,04
394,43
396,78
403,93
404,53
413,87
414,15
411,05
411,96
418,69
421,60
426,49
425,03
426,03
425,10

11,22
11,25
30,18
30,77
30,57
29,36
39,83
32,95
40,79
38,00
28,60
27,11
22,76
21,77
29,39
28,59
43,35
40,70
30,48
31,10
39,80
38,28
30,45
28,19
38,48
32,60
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Intervalo corte

75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

Acesso

6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AusTR
AusTR
AusTR
AusTR
6G
6G
6G
6G
7G
7G
7G
7G
AusTR
AusTR
AusTR
AusTR

Repeticédo

[EEN

A LODNPEPPMMODNEPRODNMNE>~ODNPEPEPYNOOODBWDN

Proteina complexada ao
tanino (mg g

61,94
62,28
52,17
59,88
23,00
25,80
26,66
25,15
10,23
9,01
7,79
9,01
48,76
51,65
48,66
50,58
115,43
111,45
110,22
95,99
43,15
42,46
42,79
42,90



