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CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ISOLADAS DE NODULOS DE

CAULE E RAIZ E COMPOSICAO QUIMICO-BROMATOLOGICA DE

Discolobium spp., LEGUMINOSA NATIVA DO PANTANAL MATO-
GROSSENSE

Resumo - As leguminosas do género Discolobium fazem parte da dieta
alimentar de herbivoros nativos e bovinos no Pantanal mato-grossense,
devido a sua alta palatabilidade e qualidade. Estas apresentam nédulos na
raiz e, no caule em épocas de alagamento. Este trabalho objetivou avaliar a
qualidade bromatologica desta leguminosa e caracterizar as bactérias
presentes em nodulos, sua diversidade e o comportamento da nodulacdo em
funcdo dos periodos de cheia e seca. Foram coletadas plantas e nodulos de
raiz e caule em trés sitios do Pantanal de Poconé, MT. Esses locais
diferenciam-se em termos de tempo de alagamento, constituicdo fisica do
solo e presenca de nodulacéo caulinar e radicular. Foram determinados os
teores de proteina bruta (PB), matéria seca (MS), fibra em detergente acido
(FDA), fibra em detergente neutro (FDN), lignina (Lg), nutrientes digestiveis
totais (NDT) e macros e micronutrientes na folha e caule das plantas, na
época cheia e inicio da seca. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 3 (locais) x 2 partes da planta (caule e
folha), com dez repeticdes. Observou-se a presenca de 21 morfoespécies de
isolados bacterianos nos nédulos de caule e 16 morfoespécies de isolados
bacterianos nos nddulos de raizes. Alto percentual dos isolados, em meio de
cultura, acidificaram o meio e poucos o alcalinizaram ou ndo alteram o pH.
Produziram grande quantidade de muco. Ocorreu também, maior
diversidade e riqueza de isolados em ndédulos caulinares em locais com
maior tempo de alagamento. O tipo de nodulac&o, caulinar ou radicular, é
dependente da época do ano e em severo estresse hidrico a planta deixou
de nodular. Nao houve efeito dos niveis de nodulagdo no teor de proteina
bruta, sendo este teor maior na época seca. Os teores de nutrientes

observados nas folhas foram superiores aos observados no caule, nos trés



locais e nas duas épocas. Os valores da composicdo da parede celular
(FDA, FDN e Lg) foram maiores no caule do que na folha. O teor de P nas
folhas esta préoximo do nivel minimo de exigéncias para diversas categorias
de bovinos. O teor de K somente é suficiente para as exigéncias de bovinos
durante o inicio do periodo seco e nas folhas. Os valores médios de proteina
bruta, P, K e Ca nas folhas no inicio da época seca foram superiores aos
encontrados na época cheia. A planta é deficiente em Na, Zn no caule e

pode ocorrer toxidez por excesso de Fe nas folhas.

Palavras-chave : fixacdo biolégica de nitrogénio, nodulacdo, forrageira

nativa, proteina bruta, Discolobium spp.

CHARACTERIZATION OF BACTERIA ISOLATED FROM STEM AND
ROOT NODULES AND CHEMICAL/NUTRITIONAL COMPOSITION O F
Discolobium spp., A LEGUME NATIVE TO THE MATO GROSSO
WETLANDS

Abstract - Legumes in the genus Discolobium are part of the diet of native
herbivores and bovines in the Mato Grosso Pantanal (wetlands), due to their
high palatability and quality. These plants have root nodules, which can also
be seen on the stems during flooding seasons. This study aimed to evaluate
the nutritional quality of this legume and characterize the bacteria found in its
nodules, their diversity, and nodulation behavior during the flood and drought
periods. Both plants and root and stem nodules were collected from three
sites at Pantanal of Poconé, MT, Brazil. The sites are different in terms of
their flooding times, soil physical makeups, and the presence of stem and
root nodulations. Crude protein (CP), dry matter (DM), acid detergent fiber
(ADF), neutral detergent fiber (NDF), lignin (Lg), total digestible nutrients

(TDN), and macro and micronutrients contents were determined for leaves



and stems, both in the flood and in the beginning of the drought season. A
completely randomized design was adopted, organized as a 3 x 2 factorial
combination (3 locations and 2 plant parts: stems and leaves), with ten
replicates. The presence of 21 morphospecies of bacterial isolates was
observed in stem nodules, in addition to 16 morphospecies of bacterial
isolates in root nodules. A high percentage of isolates in culture medium
acidified the medium and only a few of them made the medium alkaline or left
the pH unchanged. Large quantities of mucus were produced. Greater
diversity and richness of isolates in stem nodules were observed in sites with
longer flooding times. The type of nodulation (stem or root nodules) depends
on the season of the year. Under severe water stress the plants stopped
producing nodules. No effect of nodulation levels was observed on crude
protein content, which was higher during the dry season. Nutrients contents
in the leaves were higher than those observed in the stem for the three
locations and in both seasons. Cell wall composition values (ADF, NDF, and
Lg) were higher in the stem than in the leaves. Leaf P contents were close to
the minimum requirement levels for various categories of bovines. K contents
met bovine requirements only in the beginning of the dry period and in the
leaves. Mean crude protein, P, K, and Ca values in the leaves in the
beginning of the dry season were higher than those found during the flood
season. The plant is deficient in Na, and deficient in Zn in the stem, while leaf
toxicity may occur due to excess Fe.

Keywords : biological nitrogen fixation, nodulation, native forage, crude

protein, Discolobium spp.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizacdo do Pantanal mato-grossense

O Pantanal esta localizado na regido Centro-Oeste do Brasil. A regido
esta inserida na Bacia do Alto Paraguai, entre as latitudes 15° 30' e 22° 30
Sul e longitudes 54° 45' e 58° 30" Oeste. A Bacia do Alto Paraguai no Brasil &
quantificada em 361.666 km2 e o Pantanal no Brasil em 138.183 km2
ocupando 38,21% da area da Bacia. Da éarea total do Pantanal, 48.865 km?2
(35,36%) estdo em Mato Grosso e 89.318 km? (64,64%) em Mato Grosso do
Sul, tornando o Pantanal a maior planicie inundavel da Terra (Silva et al.,
1998).

O Pantanal é limitado ao norte pelas formac6es mais meridionais da
Floresta Amazonica, a leste, pelos cerrados do Planalto Central-brasileiro, a
oeste, pelas Florestas da fronteira Boliviano-paraguaia e ao sul, pelas
Florestas Chaquenhas, ja na fronteira com o Paraguai (Silva e Abdon, 1998).

Desde o Municipio de Céceres, extremo oeste, até o Rio Apa,
extremo sul, percorre-se cerca de 680 km em linha reta, sendo que a maior
distancia no sentido leste-oeste atinge cerca de 300 km. No Estado de Mato
Grosso, 0s principais municipios com areas situadas dentro dos limites do
Pantanal sdo: Poconé, Caceres, Bardo de Melgaco, Santo Antbnio de
Leverger e Nossa Senhora do Livramento. No Estado de Mato Grosso do
Sul, incluem-se os municipios de Corumbd, Ladario, Rio Verde de Mato
Grosso, Coxim, Miranda e Aquidauana (Allen e Valls, 1987; Silva e Abdon,
1998).
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A alternadncia de periodos de seca e de cheia anual, também
chamada de pulso de inundacdo, € um dos fatores que regem a
biodiversidade do Pantanal, pois ora favorece as espécies relacionadas a
fase cheia e outra as da fase seca. Por se tratar de uma zona de transi¢cao
entre sistemas terrestres e aquaticos, o Pantanal pode ser classificado como
um grande ecoétono, que € uma regido de alta produtividade e alta
diversidade ecologica (EMBRAPA/CPAP, 1996).

A inundacdo é um fenbmeno ecoldgico fundamental, porém, limitado
no espacgo e no tempo. No espaco, porque a partir do Centro para o Leste as
inundagdes s&o localizadas, de curta duragéo e de baixa altura, salvo nas
linhas de drenagem. Do Centro para o Oeste, a abrangéncia geografica das
inundacdes aumenta, assim como também a altura e duracdo. No tempo,
porque das areas inundadas, algumas, como o vale do Rio Paraguai, ainda
estdo num ciclo no qual passam inundadas a maior parte do ano, enquanto
outras oscilam entre dois e seis meses inundadas, outras ficam inundadas
um curto periodo depois de chuvas fortes e outras ndo inundam, nem nas
piores enchentes (Zeilhofer e Schessl, 1999).

O relevo é praticamente plano, com declividade quase nula, de
apenas 0,7 a 5 cm/km no sentido norte-sul e entre 7 a 50 cm/km no sentido
leste-oeste. A menor declividade no sentido norte-sul provoca, a principio,
um barramento no escoamento do Rio Paraguai e 0 consequente
alagamento da area (EMBRAPA/CPAP, 1996). As diferencas altimétricas
sdo bem acentuadas, enquanto na planicie do Pantanal as altitudes estdo
entre 80 e 150 m, as areas mais altas dos planaltos e serras circunvizinhas
oscilam entre 800 e 1200 m (Silva e Abdon, 1998).

Os solos do Pantanal sdo, de uma maneira geral, mais argilosos, com
depdsitos aluviais mais arenosos. Quanto a fertilidade, os solos sé&o
relativamente pobres, quando comparados aos solos de outras regides do
pais (Amaral Filho, 1986).

O fator climatico do Pantanal Mato-Grossense esta relacionado com o
clima na Bacia do Alto Paraguai, sendo o resultado da localizagdo geografica

tropical, do relevo e de esporadicas massas de ar frio do Sul do Pais.
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Segundo a classificacdo de Koppen, o tipo climatico € o AW — clima
quente e Umido, com estacdo chuvosa no verdo e estiagem no inverno
(Zeilhofer e Schessl, 1999).

Na regido de Poconé, a vegetacdo apresenta-se com formacdes
distintas, desde campo inundado (16,8%), brejo (14,8%), cerradao (12,9%),
mata semi-decidua (12,6%), campo seco (9,9%), cerrado (7,9%),
cambarazal (6,4%), mata de galeria (4,3%), baceiro ou batume (3,4%),
pirizal (2,2%), canjiqueiral (1,3%), carandazal (0,8%), paratudal (0,3%),
babacual (0,06%) e outros (2,1%) (Silva et al., 2000).

Ha 1.863 espécies de plantas no Pantanal (pertencentes a 774
géneros e 136 familias) e trés familias com maior nimero de espécies, nas
quais estdo as mais importantes plantas forrageiras: Leguminosae (240
espécies), Gramineae (212 espécies) e Ciperaceae (92 espécies) (Santos,
2001). Entre as leguminosas com potencial de uso como forrageira, tanto na
fase alagada como na fase seca, encontram-se varias espécies, como
Aeschynomene spp., Arachis spp., Discolobium spp., Dolichopsis
paraguariensis, Galactia sp., Rhyncosia minima, Teramnus volubilis e Vigna
luteola (Pott , 1988; Santos et al., 2004a).

Dentre as leguminosas do género Discolobium, citam-se quatro
espécies: D. pulchellum (Allen e Valls, 1987; Pott, 1988; Loureiro, 1994;
Loureiro et al., 1996), D. psoraleaefolium (Loureiro, 1994; EMBRAPA/CPAP,
1996) e D. leptophyllum (Pott, 1988; James et al., 2001) e Discolobium sp.
(Elias Neto, 2004). Séao altamente adaptaveis aos ambientes de baixos
niveis de nutrientes e/ou alagamento, além de constituirem-se em uma
singularidade entre as plantas forrageiras, pois mantém simbiose com
bactérias conhecidas por rizébio, que transformam o nitrogénio do ar em
compostos nitrogenados que sao assimilaveis pela planta (Loureiro et
al.,1994; James et al., 2001).

A atividade pecuéria e o ambiente do Pantanal estdo bastante
relacionados, pois as pastagens sdo quase na totalidade nativas sendo
utilizadas na exploracdo da bovinocultura de corte extensiva ha mais de dois

séculos (Pott e Comastri Filho, 1995). Existe ainda uma grande dependéncia
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com a sazonalidade, pois a disponibilidade de pastagens varia de acordo
com o ciclo de cheia e seca da regido (Pozer e Nogueira, 2004). Os
criadores pantaneiros utilizam os pastos nativos de duas formas: a primeira
e mais usual é o gado permanecer durante o ano todo na area; na segunda,
0 pastejo ocorre somente durante a fase seca, sendo o gado retirado na
iminéncia da enchente; esta forma € mais utilizada na sub-regido de Poconé.
Na segunda forma de manejo, alguns criadores possuem duas propriedades,
uma na planicie e outra na parte alta, podendo fazer manejo integrado para
contornar os periodos criticos de oferta de forragem (Pott e Pott, 1994).

O rebanho bovino no Alto Pantanal é estimado em 1.597.607 cabecas
e no Municipio de Poconé em 403.935 cabecas (Anuario Estatistico de Mato
Grosso, 2007).

As areas que sofrem inundacdo (bordas de lagoas, lagoas
temporarias, vazantes, campo limpo e parte de campo cerrado) sdo as que
possuem maior fonte de forragem para os herbivoros. Portanto, o contraste
existente entre as unidades do mesorelevo tem sido importante para
assegurar a presenca de areas ndo alagaveis na regido, proporcionando
alimento para o rebanho. Relativa abundancia de forragem é observada na
estacdo das aguas (outubro a dezembro) e no final da inundacéo (abril a
junho), sendo que o superpastejo é observado nas partes baixas, de julho a
outubro (Comastri Filho, 1984).

1.2. CARACTERIZACAO DO GENERO Discolobium

1.2.1. Caracteristicas gerais

O género Discolobium possui oito espécies, todas hidrdfitas,
pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo
Aeschynomeneae (Allen e Allen, 1981). Apresentam grande distribuicdo no
Pantanal mato-grossense, no Paraguai e Argentina (Rudd, 1981). Séao
arbustos aquaticos emergentes, perenes, com 1 a 4 m de altura, parte basal
do caule engrossada, esponjosa, a parte aérea renovada na estacéo

chuvosa. A floracdo ocorre quase todo o0 ano, mas com grande concentracéo
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nos meses de janeiro a marco (Elias Neto et al., 2008). E conhecida
popularmente como cortica ou pau-fofo, ocorrendo com grande abundéancia
nas planicies de inundacédo dos rios Paraguai, Negro, Abobral e Nabileque.
Destaca-se pela presenca de flores amarelas, sendo consumido, devido seu
alto teor de proteina bruta, por peixes, animais silvestres e bovinos, onde o
nivel de alagamento permite o acesso dos animais, (Pott, 1988;
EMBRAPA/CPAP, 1996; Loureiro et al; 2007).

Apresenta capacidade de nodular o caule, além da nodulacéo
radicular, onde ocorre a simbiose comum entre as leguminosas. A nodulag&o
caulinar € bem marcante durante a fase em que as plantas estdo sob
inundacdo, sendo tal caracteristica encontrada em varias espécies do
género (Loureiro et al., 1994; James et al., 2001). Propaga-se por sementes
e por estaquia de ramos de por¢cdes medianas e basais do caule (Elias Neto,
2004).

1.2.2. Fixacao biolégica do nitrogénio

O nitrogénio é o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo
superado apenas pelo carbono, oxigénio e hidrogénio. E constituinte dos
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormoénios e
clorofila, entre outras moléculas. A maioria das plantas obtém o nitrogénio do
solo sob a forma de ion nitrato (NO’3), havendo algumas que o absorvem
sob a forma de ion aménio (NH"4) (Power e Peterson, 1998).

O nitrogénio pode ser um nutriente critico para as plantas porque sua
disponibilidade no solo é limitada e, ainda € utilizado pelos microrganismos
que habitam esse solo. Cerca de 78% da constituicdo gasosa da atmosfera
é formada por nitrogénio molecular ou dinitrogénio (N.). No entanto, os
organismos eucariontes sao incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma
forma assimilavel. Assim, o N, move-se para dentro da planta através dos
estdmatos, saindo logo em seguida, sem que possa ser utilizado (Hungria e
Vargas, 2000).

A fixacdo industrial do N, chamada de processo de Haber-Bosch,

utiliza temperaturas em torno de 400-600°C e pressdes em torno de 100-200
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atm, sendo dispendiosa do ponto de vista energético. A fixacdo bioldgica do
N, ocorre gracas a uma enzima, denominada nitrogenase, presente apenas
em alguns organismos procariontes. Do ponto de vista energético, ela
também é dispendiosa para o organismo que a realiza. No entanto, devido a
presenca desse sistema enzimatico, a reacdo pode ocorrer a temperatura
ambiente e pressao atmosférica (Kent e Triplett, 2002; Goormachting et al.,
2004).

Informacdes sobre a quantidade de N acumulado por diferentes
leguminosas que nodulam o caule em diversos ambientes e solos foram
registrados por diversos autores (Rinaudo et al., 1983; Dreyfus et al., 1984;
Crozart e Sangchyo-Sawat, 1985; Alazard e Becker, 1987; Rinauldo et al.,
1988; Ladha et al., 1989). Eaglesham e Szalay (1983) relataram atividades

superiores a 160 umol CH, CH h™planta’ de parte aérea de

Aeschynomene scabra. Alazard e Duhouz (1987) registraram atividade de

cerca de 187 umol Csz.h'1 .planta™ em porcdes do caule de Aeschynomene

afraspera. Dreyfus et al. (1985) relataram atividade da nitrogenase de cerca

de 600 umol C2H2.h'1.planta'l em Sesbania rostrata, com trés meses,

cultivada no campo, sendo a maior parte da atividade da nitrogenase
atribuida aos nédulos do caule e correspondendo aos mais altos niveis ja
relatados para a simbiose leguminosa-rizébio.

A partir do inicio de estabelecimento do ndédulo radicular, as
bactérias, que se encontram dentro das células radiculares hospedeiras,
param de se multiplicar, aumentam de tamanho e sofrem varias alteracdes
bioquimicas para se transformarem em bactérias especializadas na fixacao
de nitrogénio, os bacterdides. Para diferenciar as duas fases da vida desses
microrganismos, convencionou-se que 0 nome bactéria seria utilizado
enquanto ndo ocorressem as transformacgdes bioquimicas que iniciam o
processo de fixagdo de nitrogénio (Pons et al., 2007).

Essas bactérias fixadoras conhecidas por rizébios foram classificados
em uma familia, dois géneros e seis espécies (Jordan, 1984) e, hoje, estéo
definidas quatro familias (Bradyrhizobiaceae, @ Hyphomicrobiaceae,
Phyllobacteriaceae, = Rhyzobiaceae), seis géneros (Allorhizobium,
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Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium),
mais de 30 espécies e varios biovares, todos da ordem Rhizobiales (Garrity
e Holt, 2001).

Os nodulos radiculares desenvolvidos possuem uma organizacao
propria de tecidos. Eles apresentam um meristema responsavel pela
formacao das células da regido de invasdo, uma regiao central e conexdes
vasculares com o xilema do cilindro central da raiz. Envolvendo e
delimitando toda essa estrutura esta o parénquima do nddulo (Doran et al.,
1998). As células das raizes da planta, bem como os proprios bacteroides,
precisam de oxigénio (O,) para a respiragdo celular. As estratégias
desenvolvidas para evitar o excesso de O, nos nodulos radiculares,
prevenindo contra a consequente inibicdo da nitrogenase, sao duas
(Ferreira et al., 2000):

e estratégia anatdbmica: o parénquima do nédulo funciona como uma
barreira de difusdo do O,. Os espacos intercelulares sdo pequenos e
pouco numerosos, podendo ser preenchidos com agua. Logo, a
entrada de O no interior do nédulo € muito dificultada;

e estratégia bioquimica: as células vegetais da regido central do nédulo
produzem a leghemoglobina (hemoglobina das leguminosas). Essa
molécula é um carregador de O,, que garante que 0s bacterbides
recebam o O, necessério para sua respiracdo, evitando que o gas

circule livremente no nodulo.

A reacao de fixacdo do nitrogénio caracteriza-se pela reducéo do N, a
NHs;. Portanto, para que a reagdo ocorra, € necessario que haja um
transporte de elétrons, mediado por moléculas aptas a realiza-lo. A enzima
nitrogenase é formada por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-
proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de
transportar elétrons. Durante a reacdo de reducdo do Ny, a nitrogenase €&
auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferridoxina.
O modelo proposto para a evolucdo da reacdo pode ser entendido do

seguinte modo (Hungria e Vargas, 2000):
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a ferridoxina, na sua forma reduzida, transfere um elétron para a

unidade Fe-proteina da nitrogenase;

e a Fe-proteina, entdo reduzida, doa o elétron recebido para a MoFe-
proteina,;

e a MoFe-proteina acumula os elétrons; apds 8 transferéncias, essa
unidade tera acumulado 8 elétrons e, entdo, fara a reducdo do N, a
NHs;

e para cada elétron transferido da Fe-proteina para a MoFe-proteina

sdo consumidos 2 ATPs. Para reduzir uma molécula de N, sao

necessarios 8 elétrons e, portanto, 16 ATPs.

A producdo do hidrogénio (H,) durante o processo € inevitavel e
acaba por consumir parte dos elétrons que poderia ser utilizada na fixacao
de N,. O H,, devido a sua natureza gasosa, é perdido para a atmosfera. No
entanto, determinados organismos fixadores possuem uma enzima, a
hidrogenase, que oxida o H, antes que ele seja perdido, formando H,O e
ATP. O ATP gerado pode ser utilizado para a fixacao de nitrogénio. Logo, as
bactérias portadoras da hidrogenase sdo menos prejudicadas e, até mesmo,
mais eficientes na fixagdo do nitrogénio porgue possuem uma fonte adicional
de ATP (Parsons et al., 1992; Hungria e Vargas, 2000).

A fixacdo do nitrogénio atmosférico da origem a amonia (NHs), que
em contato com o substrato aquoso do citoplasma dos bacterdides é
convertida, rapidamente, em ion amonio (NH4"). O NH,4" inibe a fixacdo do
nitrogénio, ndo podendo acumular-se no interior dos bacterdides. Assim,
logo depois de ser formado, ele é retirado dos bacterdides, atingindo o
citoplasma da célula vegetal hospedeira, célula da regido central do nodulo
radicular. Para as células vegetais, o NH; também ¢ prejudicial,
promovendo a dissociacdo entre a formacdo de ATP e o transporte de
elétrons na respiracdo e na fotossintese. Logo, o NH;" que atinge o
citoplasma das células vegetais da regido central do nodulo precisa ser
assimilado em moléculas que ndo possuem efeito toéxico (Scholles e Vargas,
2004).
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Duas enzimas, a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase
(GOGAT) sdo responsaveis pela conversdo do NH;" em aminoacidos. Os
aminoacidos gerados pela acdo dessas enzimas sdo a glutamina e o
glutamato. Sabe-se que leguminosas de origem temperada, normalmente,
sintetizam um terceiro tipo aminoacido, a asparagina, que é utilizada para a
exportacdo de nitrogénio para o restante da planta (através das conexdes
vasculares que unem o nédulo ao xilema do cilindro central da raiz). Da
mesma forma, as leguminosas de origem tropical, freqientemente,
produzem ureideos para a exportacado do nitrogénio ao longo do organismo
vegetal (Hungria e Vargas, 2000).

1.2.3. Nodulacédo de caule em leguminosas

O processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio em raizes de
leguminosas jA € bem conhecido, entretanto, tem-se dado atengcdo a um
namero limitado de leguminosas que fixam nitrogénio em nodulos de caule
(Boivin et al., 1997). As espécies que nodulam o caule sdo hidrofitas
tropicais ou subtropicais de pantanos, rios ou margens de lagos (Dreyfus e
Dommergues, 1981; Eaglesham e Szalay, 1983; Ladha et al., 1992; Loureiro
et al, 1994, Boivin et al., 1997), com varias espécies ocorrendo no Pantanal
Mato-Grossense, levando a hipotese de uma adaptacdo evolutiva as
condicbes de alagamento (Stegink e Vaughn, 1993; James et al., 1992;
Pugh et al., 1995; James et al., 2001).

Entre as leguminosas com tais caracteristicas, Aeschynomene e
Sesbania foram as primeiras a serem relatadas (Dreyfus e Dommergues,
1981; Alazard, 1985; Ladha et al., 1990). Loureiro et al. (1994) observaram
um novo género com capacidade de produzir nédulos no caule, Discolobium
(D. pulchellum e D. psoraleaefolium). James et al. (2001) observaram a
presenca de nodulos caulinares em mais uma espécie D. lepthophyllum. As
observacgfes indicam, ainda, que a nodulacdo somente ocorreu apls a
formacdo do tecido parenquimatoso, sendo, portanto, diretamente

influenciada pelo alagamento. Os nédulos do caule recebem o oxigénio via
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aerénquima formado na parte inferior do caule, permitindo a difusédo dos
gases (Loureiro, 1994).

Apesar de nédulos no caule terem sido noticiados mais cedo, em
1884, o primeiro exemplo do fendmeno foi relatado por Hagerup em 1928,
em Aeschynomene aspera, observando nédulos de cor verde e presenca de
grandes quantidades de grdos de amido, e sugerindo a ocorréncia de uma
grande atividade fotossintética (Eaglesham et al., 1990).

No inicio dos anos 80, o interesse pela nodulacdo do caule foi
despertado pelo relato da descoberta de Dreyfus e Dommergues (1981), que
encontraram abundante nodulacdo em Sesbania rostrata, leguminosa anual
que cresce em areas alagadas no oeste da Africa, com grande potencial
para ser utilizada como fonte de N para o cultivo de arroz. O interesse por
espécies que nodulam o caule levou a identificacdo, ainda, de outra espécie,
Aeschynomene afraspera, com potencial comparavel ao da Sesbania
rostrata (Ladha et al., 1990).

No caso de leguminosas com dupla nodulacéo (raiz e caule), talvez
ocorra uma competicdo, em nivel energético, entre a nodulagéo da raiz e a
do caule, que é controlada pela nodulacdo do caule. Isto € sugerido pela
seguinte observacdo: quando Sesbania rostrata com ndodulos radiculares
desenvolve, através de inoculacdo, ndédulos no caule, ndo ocorre aumento
no peso dos nodulos radiculares e na atividade da nitrogenase. Porém, os
nodulos radiculares e atividade da nitrogenase séo recuperados quando os
nodulos do caule sdo removidos. E possivel que o mecanismo responsavel
pelo controle seja a proximidade dos nédulos do caule do mecanismo
fotossintético, o que permite aos nddulos do caule controlar o fornecimento
de fotossintatos para os nédulos radiculares e determinar sua longevidade e
atividade (Ladha et al., 1992).

Diversos fatores envolvem a nodulagdo no caule: presenca de sitios
de nodulagdo pré-determinados no caule, presenca de células
fotossintetizantes ao redor dos nédulos, maior tolerdncia ao N combinado e,
em algumas espécies, a natureza fotossintetizante do rizébio (Ladha et al.,

1990; James e Sprent, 1998). Apresentam ainda sistema vascular e cordéo
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de infeccéo similar ao de Aeschynomene fluminensis (Loureiro et al., 1995).
Os nodulos de caule e raiz de Discolobium pulchellum apresentam tecido
infectado do tipo aesquinomenoide desmodidide (Corby, 1988), isto €, sem
células ndo infectadas. As células infectadas nos nodulos de caule séo
vacuoladas, com corddes de infeccao visiveis (Loureiro, 1994).

Discolobium pulchellum, D. psoraleaefolium e D. Lepthophyllum
formam verdadeiros nodulos de caule, pois os nodulos estdo conectados
com o sistema vascular do caule e ndo com o sistema de raizes adventicias
originadas no caule. Os nodulos sao esféricos, com ramificacdes no sistema
vascular e apresentam corddo de infeccdo similar ao de Aeschynomene
fluminensis (Loureiro et al., 1995).

A caracteristica comum as leguminosas noduladoras de caule é a
presenca de sitios de nodulagéo pré-determinados em seus caules, que séo,
na verdade, primérdios dormentes de raizes adventicias, onde os nodulos
caulinares se desenvolvem (Arora, 1954; Duhoux e Dreyfus, 1982; Tsien et
al., 1983, Loureiro, 1994). A formacdo desses sitios € independente da
infeccdo com rizobio (Dreyfus et al., 1984). Estudos anatdmicos
demostraram que os primordios dormentes exibem uma estrutura tipica de
raiz, fato confirmado pela habilidade desses primérdios desenvolverem-se
em raizes adventicias em condi¢cdes de alagamento (Duhoux e Dreyfus,
1982; Eaglesham e Szalay, 1983).

Dependendo da planta hospedeira, este primérdio pode estar
distribuido ao longo do caule ou restrito somente as partes inferiores deste.
Estes podem permanecer ocultos sob o cortex do caule, freqientemente
formando uma cuapula epidérmica, ou atravessando ligeiramente essa
estrutura e apresentando um apice dormente saliente que forma uma
cavidade circular na epiderme do caule. Apenas os primérdios salientes ou
agueles gue ligeiramente atravessam a epiderme séo acessiveis a infeccéo
por rizébio, de maneira que a bactéria penetra no primérdio de raiz por
invasdo intercelular (Boivin et al., 1997). Esses primdrdios, que assumem

uma organizacao tipica no caule, podem estar distribuidos em linha reta,
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formando fileiras verticais (Sesbania), ou formando fileiras espirais ao redor
do caule (Aeschynomene) (Dreyfus et al., 1985).

O primérdio é constituido basicamente por um meristema na regiao
distal, em feixe vascular no centro rodeado por células corticais altamente
vacuoladas e uma fissura na periferia, causada pelo rompimento da
epiderme durante o desenvolvimento do primérdio caulinar. As bactérias
penetram nesses espacos intercelulares e multiplicam-se ativamente,
formando volumosas bolsas situadas entre as camadas externas do cortex
do primordio radicular. As bolsas possuem uma parede prépria e as
bactérias nelas contidas séo incluidas em um material fibrilar frouxo. Nesta
fase de infeccéo, inicia-se a atividade meristematica nas camadas internas
do cértex do primordio radicular (Ferreira, 1997).

Em nddulos de caule de Discolobium, o sistema vascular do caule
ramifica-se por todo o nddulo, penetrando no tecido infectado com projecdes
alongadas do cortex. Tanto nos nodulos de caule como nos de raiz, o tecido
infectado é do tipo desmodiodide. As células infectadas nos ndédulos de caule
séo vacuoladas, com corddes de infeccao visiveis. O cortex interno € rico em
amiloplastos e contém componentes da barreira de difusdo de oxigénio. O
cortex medio, exterior a camada limite, consiste de células frouxas e estas
sdo continuas com o aerénquima do caule. Ao contrario dos nédulos de
caule de algumas espécies de Aeschynomene e Sesbania (Alazard e
Duhoux, 1987; Ladha et al., 1990), ndo ha cloroplastos aparentes no cortex
dos nodulos de Discolobium. A morte da raiz principal, a emisséo de raizes
adventicias e a formacdo de aerénquima decorrem da elevacdo na
concentracdo interna de etileno na planta, em resposta a condigcdo de
hipoxia originada pela inundac¢éo do solo (James e Crawford, 1998).

James et al. (2001) concluiram que os ndédulos de Discolobium,
provavelmente, recebem o oxigénio via profuso tecido lenticular das partes
inferiores do caule submerso, que sédo conectados com as lenticelas dos
nodulos. O cértex interno dos nddulos € rico em amiloplastos e contém
componentes de uma barreira de difusdo de oxigénio composta de camadas

de células sem espacos intercelulares no cortex interno, proximas e
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aparentemente concéntricas a zona infectada. Além disso, outro grande
componente da barreira de difusdo de oxigénio em ndodulos de caule de
Discolobium sao as glicoproteinas, que foram observadas preenchendo os
espacos intercelulares do cortex interno e médio (Loureiro, 1994; James e
Sprent, 1998).

Os estudos envolvendo a nodulacédo em leguminosas em condicdes
de inundacéo elucidaram varios aspectos da associacao simbidtica. Outros
pontos a serem esclarecidos dizem respeito a composicdo quimico-

bromatoldgica dessas plantas em situagcdes de ambiente alagado e seco.

1.3. Minerais em plantas forrageiras

Segundo Underwood e Suttle (1999), 22 elementos minerais séo
considerados essenciais para a vida dos animais, sendo sete classificados
como macronutrientes - calcio (Ca), fésforo (P), potassio (K), sédio (Na),
cloro (Cl), magnésio (Mg) e enxofre (S), e quinze elementos tracos ou
micronutrientes - ferro (Fe), iodo (I), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn),
cobalto (Co), molibidénio (Mo), selénio (Se), cromo (Cr), vanadio (V), flaor
(F), silica (Si), niquel (Ni), arsénio (As) e estanho (Sn).

Em levantamento feito por Tokarnia et al. (2000), ficou demonstrado
que os primeiros estudos sobre deficiéncias minerais em bovinos no Brasil
se referem a deficiéncia de P, I, Co e Cu. Além destes, foram
diagnosticadas as deficiéncias de Na (Souza et al., 1982), Se e Zn (Moraes
et al., 2001). A deficiéncia de Mn é raramente encontrada, mas elevados
teores podem causar de toxidez (Brum et al., 1987; Pott et al., 1989). Para
Fe os niveis encontrados também foram elevados (Fichtner et al., 1987,
Brum et al. 1987, Pott et al., 1989).

As concentracdes de minerais nas plantas forrageiras sédo variaveis,
pois dependem da espécie, época do ano, da quantidade do elemento no
solo, do tipo de solo e suas condi¢des (pH, umidade, etc.) que afetam a sua
disponibilidade para absorcdo da planta. As exigéncias minerais das

forrageiras ndo sdo as mesmas dos animais e, por realizarem diferentes
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funcBes biologicas, estdo presentes em quantidades e proporcdes
diferentes.

Em um trabalho de analises de 2615 forrageiras na América Latina
(McDowell et al., 1983) mostrou as seguintes concentracées de minerais em
niveis deficientes ou marginais: zinco (Zn) - 75%; fosforo (P) - 73%; sodio
(Na) - 60%; magnésio (Mg) - 47%; cobalto (Co) - 43%; cobre (Cu) - 35%. A
medida que a planta amadurece, o seu conteudo mineral declina devido ao
processo natural de diluicdo e a translocacdo de nutrientes para o sistema
radicular. Na maioria das vezes, o P, N, K, Mg, Na, CI, Cu, Fe, Se, Zn e Mo
decrescem na planta com seu envelhecimento e a concentracao de calcio é
pouco afetada pelo avanco em idade da planta (Nicodemo, 2001). Para
alguns minerais, as exigéncias das plantas ultrapassam a dos bovinos, como
€ 0 caso do K. Para o P, Ca, Mg, Na e a maioria dos microelementos, 0s
valores necessarios para 0s bovinos ultrapassam a composi¢éo nas plantas
(Salete, 1982, citado por Nicodemo e Laura, 2001).

Os bovinos em pastejo em regides tropicais, normalmente, n&o
recebem suplementacdo mineral em quantidades adequadas para atender
suas necessidades de mantenca e producéo, dependendo exclusivamente
da pastagem para fornecer estes elementos minerais (Barbosa et al., 2003).
No Pantanal, as pastagens raramente sdo capazes de fornecer todos os
minerais nas concentragfes requeridas pelos bovinos, sendo a
suplementacdo mineral uma pratica necesséaria para assegurar 0 Consumo
correto de elementos essenciais (Santos et al., 2004b). Estudos realizados
no Pantanal demonstraram deficiéncia de P, Ca, Na, Mn, Zn, | e Cu e toxidez
de Fe e Mn no periodo chuvoso, nas sub-regiées Nhecolandia, Paiaguas e
Miranda (Moraes et al., 2001; Santos et al., 2004b).

Em levantamento do valor nutritivo de plantas forrageiras nativas
consumidas por bovinos, encontraram-se altos teores de proteina bruta (PB),
Ca, Mg, K, Fe, Mn, Zn. Animais ingerindo dieta composta por vérias plantas
forrageiras apresentaram menores riscos de deficiéncia de minerais, ao
contrario do que ocorre em bovinos pastejando em areas formadas por uma

s6 espécie de graminea.
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Em contraste com o P, a ocorréncia de deficiéncia de Ca em bovinos
de corte € relativamente rara. Entretanto, ja foi detectada no Pantanal de
Mato Grosso e em Roraima, sendo identificada por intermédio de analises
de forrageiras e de 0ssos de bovinos dessas regides (Souza et al., 1982).
Alba (1973) considerou pouco provavel, em nivel pratico, deficiéncia de Mg,
pois as quantidades requeridas na dieta estdo em torno de 0,05% deste
elemento na matéria seca e dificimente se encontra alimento concentrado
ou forrageira com indice inferior a 0,1% de Mg.

O K é requerido em uma variedade de func¢des do corpo, incluindo
balanco osmatico, equilibrio &cido-base e varios sistemas enziméticos, e no
balanco hidrico corporal (Conrad et al., 1985). As forrageiras normalmente
contém K suficiente para atender as necessidades nutricionais dos bovinos
(Souza, 1978, citado por Souza et al., 1982).

De modo geral, as pastagens brasileiras apresentam baixos niveis de
Na, sendo capazes de atender entre 5 e 30% das exigéncias minimas de

pastejo (Conrad et al., 1978, citados por Souza et al., 1982).

1.4. Qualidade das leguminosas

As leguminosas séo forrageiras que desempenham papel relevante
na producdo animal em virtude, principalmente, da sua composicdo em
proteina bruta. Entre outras caracteristicas positivas das leguminosas
forrageiras podemos enumerar: grande producdo de matéria seca, alta
retencdo de folhas no periodo seco, grande resisténcia ao pastejo e ao
pisoteio, boa capacidade de consorciacéo, resisténcia a pragas e doencas,
boa aceitacdo pelos bovinos, alto teor protéico (12-18%), nodulagdo com
estirpes nativas de Rhizobium e resisténcia ao estresse (Jerba e Fernandes,
2005). A alfafa (Medicago sativa) reune algumas das mais desejadas
caracteristicas de plantas forrageiras, como excelente palatabilidade, alta
digestibilidade e elevado valor nutritivo, sendo rica em proteinas, fésforo,
calcio, potassio e vitaminas A, B, C, E e K (Michaud et al., 1988).

As principais leguminosas forrageiras apresentam teores médios de

proteina bruta como se seguem: 17,2% para o kudzu tropical (Pueraria
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phaseoloides) (Pedreira e Consentino, 1992); 11,9% para macrotiloma
(Macrotyloma axillare) (Parbery, 1967); 12,9 a 20,4% para soja perene
(Neonotonia wightii) (Bogdan, 1966; Holder, 1967); 20,4 a 25,8% para
amendoim forrageiro (Arachis pintoi) (Valentin et al., 2001); 13 a 20,2% para
guandu (Cajanus cajan) (Seiffert, 1988); e 21 a 23% para leucena (Leucaena
leucocephala) (Jones, 1979). Os teores de FDA (fibra em detergente acido)
e FDN (fibra em detergente neutro) em leguminosas como macrotiloma séo
respectivamente: (39,38 e 50,42%); kudzu tropical (39,48 e 62,47%); e soja
perene (40,59 e 60,29%) (Padua et al., 2006). O teor de FDN acima de 55-
60% na base seca correlaciona-se negativamente com 0 consumo da
forragem (Van Soest, 1994). A FDA varia com a idade da planta e com o seu
estresse em funcédo da precipitacdo e umidade do solo. Esses fatores podem
afetar a ingestdo de MS pelos herbivoros, principalmente, em ruminantes. A
reducdo do teor de PB e 0 aumento das fragcbes FDA e FDN caracterizam a
perda no valor nutritivo da forragem com a maturidade.

Uma das principais limitagcdes do uso das leguminosas nos sistemas
de producdo é a sua baixa persisténcia, ndo possibilitando na maioria das
vezes o aproveitamento das suas caracteristicas positivas como a melhoria
da producédo animal. Este beneficio é direto da participacdo da leguminosa
melhorando e diversificando a dieta do animal e também do aumentando a
disponibilidade de forragem pelo aporte de nitrogénio ao sistema, através da
sua reciclagem e transferéncia para o sistema.

As leguminosas proporcionam melhor desempenho animal em
pastagens consorciadas por apresentarem em geral melhor valor alimenticio
em relagdo as gramineas. Maiores niveis de proteina bruta (PB) e de
digestibilidade sdo os atributos mais marcantes. Em ensaio sob corte
realizado no Estado da Bahia, durante dois anos em épocas de alta e baixa
pluviosidade em 18 leguminosas e 10 gramineas, obteve-se teores meédios
de PB de 18,8% e 11,5%, com amplitudes de 13,6 a 24,6% e 7,8 a 14,5%,
respectivamente para leguminosas e gramineas (Pereira et al., 1995).

A produtividade da pastagem consorciada tem elevado os resultados

de produtividade na producéo de leite, sendo os beneficios das leguminosas
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significativos. A inclusdo de Arachis pintoi em pastagens de gramineas
promoveu acréscimos de 17 a 20% na producédo de leite e ganhos de peso
em bovinos de corte da ordem de 352 kg/ha (Almeida et al., 2001).

Foi verificado o efeito sinérgico da presenca de leguminosa nas
pastagens, promovendo melhoria nos niveis de proteina bruta da graminea
acompanhante, mesmo quando comparada a adubacdo nitrogenada.
Pereira et al. (1995), verificou que a matéria seca em oferta de Brachiaria
decumbens consorciada com Pueraria phaseoloides tinha teor de PB de
9,5%, superior a pastagens adubadas com até 90 kg/ha de nitrogénio
aplicado em cobertura na pastagem.

A digestibilidade das leguminosas tropicais em pastagens, via de
regra, € maior que nas gramineas. O desmaddio (Desmodium ovalifolium)
pelo seu elevado teor de taninos apresenta digestibilidade igual ou inferior a
algumas gramineas, mas o amendoim forrageiro (Arachis pintoi), leucena
(Leucaena leucocephala), soja perene (Neonotonia wightii) apresentam

digestibilidade superior a todas as gramineas tropicais (Pereira, 2001).

1.5. Objetivos

Caracterizar as bactérias provenientes de isolados de nddulos
radiculares e caulinares presentes na planta;

Avaliar a diversidade e o comportamento da nodulagéo em funcéo das
épocas de seca e cheia na regiao;

Determinar a producédo de proteina bruta e a composi¢cdo quimico-
bromatoldgica de plantas de Discolobium spp., provenientes de trés locais
do Pantanal de Poconé, MT em vista de diferencas marcantes na nodulacao,
tipo de solo e niveis de inundacéo.
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2. CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ISOLADAS DE NODULOS DE
CAULE E RAIZ EM Discolobium spp., LEGUMINOSA NATIVA DO
PANTANAL MATO-GROSSENSE

RESUMO - Discolobium spp. é leguminosa nativa com alto teor de proteina
bruta e faz parte da alimentagdo de herbivoros nativos, bovinos e peixes no
Pantanal. Apresenta nodulagcéo caulinar e radicular em associacdo com
bactérias que fixam o nitrogénio de forma simbidtica. Com o objetivo de
caracterizar as bactérias em nodulos de caule e raiz e sua atividade em
funcdo dos periodos de cheia, meia estacao e seca, foram isolados ndédulos
presentes em Discolobium spp., no Pantanal de Poconé, MT. As coletas
foram realizadas em trés locais do Pantanal de Pocone, MT, que
apresentavam diferencas na persisténcia de alagamento, constituicao fisica
do solo e niveis de nodulagédo caulinar. indices de diversidade de Shannon,
de riqueza de Margalef e de equitabilidade de Pielou, foram calculados para
as morfoespécies encontradas. Observou-se a presenca de 21 e 16
morfoespécies de isolados bacterianos de nodulos de caule e de raizes,
respectivamente. Os isolados obtidos de nddulos caulinares e radiculares
acidificaram o meio de crescimento (80%) e produziram muco (90%). A
nodulacdo caulinar acompanhou o nivel de inundacao, desaparecendo na
época seca. A nodulacao radicular decresceu de forma acentuada na época
cheia. Ocorreu maior diversidade e riqueza de isolados em nédulos
caulinares em locais de maior tempo de alagamento. O tipo de nodulagéo,
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caulinar ou radicular, é dependente da época do ano. Em severo estresse

hidrico a planta deixou de nodular.

Palavras chaves: nodulagéo caulinar, forrageira, indice de diversidade

CHARACTERIZATION OF BACTERIA ISOLATED FROM STEM AND
ROOT NODULES IN Discolobium spp., ALEGUME NATIVE TO THE
MATO GROSSO WETLANDS

ABSTRACT - Discolobium spp. is a native legume with high crude protein
content, and constitutes part of the diet of native herbivores, bovines, and
fish in the Pantanal region. It shows stem and root nodules in association
with symbiotic nitrogen-fixing bacteria. In order to characterize the bacteria
from stem and root nodules and their activity as a function of the flood, mid-
season, and drought periods, we isolated nodules present in Discolobium
spp. plants from Pantanal of Poconé, MT. Collections were made at three
locations in Pantanal of Poconé, MT, with differences in flooding persistence,
soil physical makeup, and levels of stem nodulation. Shannon’s diversity
indices, Margalef's richness indices, and Pielou’s equitability indices were
calculated for the morphospecies found. The presence of 21 and 16
morphospecies of bacterial isolates was observed in stem nodules and root
nodules, respectively. Isolates obtained from stem and root nodules acidified
the growth medium (80%) and produced mucus (90%). Stem nodulation
followed the inundation levels and disappeared during the dry season. Root
nodulation markedly decreased during the flood season. Greater diversity
and richness of isolates in stem nodules were observed in sites with longer
flooding times. The type of nodulation (in stems or in roots) observed
depends on the season of the year. Under severe water stress the plants did
not produce nodules.

Keywords : stem nodulation, native forage, diversity indices.
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2.1. Introducéo

A caracterizacdo de microrganismos € de extrema importancia para
estudos taxonbmicos e para conhecer melhor suas caracteristicas
fisiologicas, ecologicas. Outro aspecto importante é que a caracterizacao de
isolados nativos do solo é condicdo essencial para o desenvolvimento de
estudos de competitividade de rizébios, que indicardo a possibilidade de
sucesso de inoculagéo das leguminosas (Zilli et al., 1998).

A avaliacdo das caracteristicas culturais e morfolégicas é o primeiro
passo para a identificacdo de novos grupos taxonOGmicos. Essas
caracteristicas culturais relevantes podem ser que avaliadas sao o tempo de
formacdo de colonias isoladas, producdo de muco e alteragcdo do pH do
meio de cultura, como indicador de diferencas fisiolégicas de crescimento.
Estas caracteristicas foram utilizadas com sucesso no estudo da ecologia de
rizobios (Pereira, 2000; Melloni, 2001). Essas informac¢des sao importantes e
sao os principios basicos para auxiliar nas modernas técnicas de analise do
DNA (Jordan, 1984; Zilli et al., 1998; Moreira e Pereira, 2001).

Quanto maior a diversidade, maior a estabilidade do ecossistema e
mais eficiente o uso dos recursos disponiveis, sendo menor o gasto de
energia para sustentar a biomassa presente. A diversidade microbiana
estaria, portanto, relacionada a um efeito “tampao” do solo contra estresses
ambientais naturais ou causados pelo homem (Tétola e Chaer, 2002).

O monitoramento da diversidade biologica é utilizado como critério
para detectar alteracbes ambientais impactantes. As avaliagcbes de
diversidade microbiana fornecem indicativos sobre a variedade, em termos
de numero de espécies presentes em um determinado solo e o0s
microrganismos representam a maior rigueza em diversidade quimica e
molecular na natureza, constituindo a base de processos ecologicos, além
de manterem relagdes vitais entre si e com 0s organismos superiores. Além
disso, influenciam os ciclos biogeoquimicos e a cadeia trofica, (Hunter-
Cevera, 1998). Nesse aspecto € importante considerar as associacoes

simbidticas entre bactérias e leguminosas.
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Entre as leguminosas nativas algumas como as do género Arachis
spp, Discolobium spp., Desmodium barbatum, Aeschynomeneae spp.,
Dolichopsis paraguariensis, Galactia sp, Rhyncosia minima, Teramnus
volubilis, Vigna luteola e Mimosa spp apresentam-se com alta aceitabilidade
pelos bovinos e herbivoros nativos do Pantanal (Allen e Valls, 1987).

A leguminosa Discolobium spp. Apresenta teores médios de proteina
bruta (PB) de 21% (Loureiro et al., 2007) a 28% (Pott, 1998); Essas plantas
apresentam uma adaptacdo evolutiva de nodulacdo caulinar, fixando o
nitrogénio sob condi¢des de alagamento, através da simbiose com bactérias
conhecidas por rizobios, que sdo capazes de transformar o nitrogénio do ar
em compostos nitrogenados assimilaveis pela planta. As espécies que
possuem nodulos caulinares apresentam um elevado potencial de fixacdo de
N, (Martins, 1999).

Entre as leguminosas, muitas formam simbiose com bactérias dos
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium e
Mesorhizobium (Junior e Hungria 2000). Loureiro et al. (1994) relataram
duas espécies com capacidade de formar nédulos no caule em associacao
com essas bactérias, Discolobium pulchellum e D. psoraleaefolium. James et
al. (2001) encontraram em D. lepthophyllum, ndédulos de raiz e caule em

areas alagadas do Pantanal mato-grossense.

2.2. Objetivo

— Caracterizar a diversidade de bactérias presentes nos nédulos de raiz e
caule de Discolobium spp., em trés sitios de coleta na sub-regido de Poconé,
MT;

- Quantificar a nodulacdo caulinar e radicular durante as épocas de cheia,

meia estacdo e seca.

2.3. Material e Métodos
2.3.1. Selecgéo dos locais de coleta
O experimento foi realizado na sub-regido do Pantanal de Poconé,

MT. O clima da regido conforme classificacdo de Kdppen, citado por Ometto
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(1981), é do tipo Aw, tropical quente e Uumido, com precipitacdo meédia de
1.250 mm ao ano e temperatura média anual de 25,8°C.

As atividades de campo iniciaram-se em janeiro de 2007, com a
selecdo de locais com base no grau de ocorréncia de plantas, niveis de
inundacéao, incidéncia de nodulacdo e classes texturais de solo (Figura 1).

Esses locais selecionados foram:
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Fonte: www.transpantaneira.com (Adaptado).

Figura 1. Localizacdo dos sitios de coleta (1) Rio Claro; (2) Posto Fiscal e
(3) Ponto Barara na sub-regido Poconé, MT, utilizados para as coletas

durante as épocas de cheia, meia-estacéo e seca no ano de 2007.
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Sitio 1 - Margens do Rio Claro (RC) (16° 40’ 675" S e 56° 40’ 503" W):
caracterizado por elevada incidéncia de nodulacdo caulinar e radicular,
inundacao prolongada durante o ano, solo franco-argiloso. Este local de
estudo pertence a micro-bacia do Rio Claro efluente do Rio Pixaim. E
formado predominantemente por gramineas nativas do género Paspalum
spp. (macega) e leguminosas dos géneros Discolobium pulchellum, D.
psoraleafolium, raras espécies de Discolobium leptophyllum, grande
guantidade de Sesbania spp., Cassia spp Mimosa spp., Aeschynomeneae
spp., e Vigna spp. Apresenta relevo plano com declive moderado com varios

corichos para as areas de captacdo da micro-bacia hidrografica;

Sitio 2 - Posto Fiscal (PF) (16° 40’ 683" S e 56° 46’ 283" W): caracterizado
por baixa presenca de nodulacdo caulinar, inundagdo moderada durante o
ano e solo arenoso. Esta localizado proximo a vazante do Rio Bento Gomes.
A vegetacdo do local constitui-se de algumas gramineas exoticas do género
Brachiaria sp., e Eleusine sp (pé-de-galinha), Cynodon sp e Cyperus spp. As
principais leguminosas presentes sao: Discolobium pulchellum, D.

psoraleafolium, Aeschynomeneae spp., Zorzia spp. e Mimosa spp.

Sitio 3 - Ponto Barara (PBa) (16° 31’ 376”S e 56° 42’ 793" W): caracterizado
por mediana presenca de nodulagdo caulinar e radicular, inundagéo
prolongada e solo argiloso. Esse local tem forte influéncia do barramento
provocado pela construcdo da rodovia Transpantaneira, desta forma, ocorre
uma inundacdo pronunciada na area a montante. A vegetacdo do local é
constituida basicamente por Discolobium pulchellum e D. psoraleafolium,
Sesbania spp.,, Desmodium barbatum e Vigna luteola.

Nesse periodo, foram feitas coletas de solo, medicbes do nivel de
alagamento, contagem pesagem do numero de nodulos e de plantas. Tais
resultados permitiram classificar as areas, em relagdo a nodulacdo, em
baixa, média e de alta concentracdo de nodulos. Obteve-se ainda a
densidade média de plantas de Discolobium spp., em cada sitio de estudo
(Tabela 1).
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Tabela 1. Localizacao, altura de lamina d’agua, persisténcia da inundagéo,
densidade de plantas de Discolobium spp. e nodulacdo em trés sitios de

coleta na sub-regido Poconé, Pantanal, MT, em janeiro de 2007.

Altura da Periodo de Densid. média  Concentracdo
Sitios de Lamina inundagéao de plantas total de
coleta* D’4gua (m?) nédulos
(cm)
RC 60 jan- jun 12,2 alta
PF 35 jan-abr 3,5 baixa
PBa 48 jan-mai 28,9 media

*(RC) Margens do Rio Claro; (PF) Posto Fiscal; (PBa) Ponto Barara

As amostras de solos foram enviadas para laboratério particular
credenciado, sendo feito anéalises para a determinagéo do pH em agua; P, K
Ca, Mg, Al, H, Matéria Organica (M.O.), areia, silte e argila, conforme
Embrapa, 1997. Os resultados analiticos das amostras de solo encontram-se

na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos em sitios de coleta de
Discolobium spp. na profundidade de 0-20 cm, sub-regido Poconé, Pantanal,
MT.

Sitiosde  PH P K CatMg Ca Mg Al H M.O.

Classe textural

coleta®  agua  mg/dm? cmol/dm?® %
RC 5,7 8,7 88 42 35 0,7 0,0 48 3,90 areno-argiloso
PF 51 16,0 35 18 12 06 06 25 1,61 arenoso

PBa 5,3 8,9 28 11 08 03 04 20 114 argiloso

* (RC) Margens do Rio Claro; (PF) Posto Fiscal; (PBa) Ponto Barara

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos: trés locais e duas partes da planta (caule e raizes). Em cada
local foram selecionados dez pontos ao acaso e coletadas trés plantas em
cada ponto, verificava-se a existéncia da nodulacdo e em seguida era feita a

coleta dos nédulos.
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2.3.2. Coleta dos nédulos

As coletas dos nodulos e plantas ocorreram quinzenalmente nos
periodos de janeiro-fevereiro (plena cheia); abril-maio (meia estagdo ou
vazante) e julho-agosto (plena seca) de 2007. No periodo da cheia, os
nodulos caulinares foram retirados antes da coleta da planta, pois os
mesmos se desprendem facilmente do caule. Na época seca e de meia
estacdo, onde ocorre apenas a nodulacdo radicular, as plantas foram
retiradas com auxilio de p4 de corte para verificagdo e coleta de nodulos
radiculares. Os nddulos coletados foram mantidos em recipientes plasticos
com algodao e silica gel, até chegada ao Laboratério de Microbiologia do

Solo da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (UFMT).

2.3.3. Isolamento e caracterizacdo das estirpes de  rizobio

Os nodulos foram lavados com etanol 90%, por um minuto, para
reduzir a tensdo superficial, seguido por desinfestacdo superficial com
hipoclorito de sddio (5%; 4 minutos) e 10 lavagens com agua estéril. Em
seguida, os nédulos foram pressionados com uma pin¢a sobre o0 meio YMA
(Fred e Waksman, 1928), com agar e azul de bromotimol contido em placa
de Petri. Ap0s o isolamento, as placas foram incubadas a 28°C até o
crescimento das colonias, quando entao foram repicadas para novas placas,
contendo o0 mesmo meio, e novamente incubadas a 28°C até novo
crescimento das bactérias. A caracterizacao foi realizada segundo Vincent
(1970), avaliando-se o tempo de crescimento de cada um dos isolados,
sendo separadas bactérias de crescimento lento (4 dias ou mais) e rapido
(até trés dias); o pH do meio apds o crescimento das bactérias, observado
pela coloracdo do meio de cultura contendo azul de bromotimol (alcalino,
acido e neutro); e a cor/transparéncia das colonias. Quanto ao muco
produzido pelas células, foi avaliada a intensidade de producdo. As analises
microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Solo da

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (UFMT).
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Para avaliagdo da diversidade bacteriana, utilizaram-se os indices de
Shannon-Weaver (H’) (1949) eq (1); de riqueza de Margalef (DMg) (1958) eq
(2) e de equitabilidade de Pielou (J) (1975) eq (3). Estes indices combinam
0 numero de espécies (S) com o numero total de individuos (N) e séo
calculados pelas seguintes equacoes:

H'=-2°(pi. In'pi) (1)

Onde S é o0 numero de espécies; ni € numero de individuos; pi é a proporcao
da espécie i estimado como ni/N e N é o nimero total de individuos.

DMg = (S-1)/iInN (2)

J= H'/H’'max (3)
Sendo: H'max = In(n); n = nimero de espécies amostradas; H' = indice de

Shannon-Weaver.

2.4. Resultados e Discussao

Nos isolados provenientes de nddulos caulinares e radiculares 87,03
e 97,5%, respectivamente produziram grande quantidade de muco; 12,9 e
2,5% dos nédulos caulinares e radiculares ndo produziram muco. A grande
maioria dos isolados, tanto de caule, como os de raiz, acidificaram o meio de
cultura em 82,5 e 87,5% respectivamente. Aqueles que ndo alteraram o
meio de cultura foram 12,8 e 10,0% de isolados obtidos de caule e raiz
respectivamente. Entre aqueles isolados que alcalinizaram o meio, o0
percentual obtido foi de 2,0 e de 2,5% para caule e raiz, respectivamente
(Figura 2).

Observou-se em relacéo a caracterizacao dos isolados bacterianos 21
tipos morfolégicos diferentes em nodulos caulinares e 16 tipos morfolégicos
em noédulos radiculares (Tabela 3). Os isolados que acidificaram e néo
alteraram o meio de cultura foram de crescimento rapido e o0s que
alcalinizaram o meio foram de crescimento lento.

Martins et al. (2001), em trabalho sobre eficiéncia da nodulagdo em
Discolobium pulchellum, observaram que cerca de 90% dos isolados de raiz
tiveram crescimento lento e alcalinizaram o meio. Ja os isolados

provenientes de nédulos caulinares, 80% tiveram crescimento rapido (até 3
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dias) e tanto acidificaram quanto alcalinizaram o meio; observaram também

que os isolados de rizobio com crescimento lento, que alcalinizam o meio

YMA formaram simbiose eficiente e os isolados de rizébio de crescimento

rapido, com reagdo acida em meio YMA, foram ineficientes. Segundo

Stowers e Elkan (1984), a producédo de &cido ou base em meio YMA pode

ser empregada como uma caracteristica geral de taxonomia de rizobio.

100 +

80 -

60 -

40 -

20 -

120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

85,2875
a @ caule
Hraiz
12,8 10
225 el
acido alcalino neutro
975
87,03
b
@ caule
O raiz
12,97
commuco semmuco

Figura 2. Reacgao ao pH do meio de crescimento (a) e producéo de muco (b)

em nodulos caulinares e radiculares em Discolobium spp., coletados na sub-

regido de Poconé, Pantanal, MT (janeiro a agosto de 2007).
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Tabela 3. Caracterizacdo das coldnias de bactérias presentes em nddulos

de caule (C) e raiz (R) de Discolobium spp., em sitios de coleta na sub-

regido de Poconé, Pantanal, MT. (janeiro a agosto de 2007).

o indice de  Morfoespécies
Grupo Produgéo N , ocorrén comuns?
Mor pH rodue Cor Morfoespéci )
¢ muco os cia
(%)
1C  Acido + Amarela 11 29,7 1
2C Acido - Amarela 2 5,4 2
3C Acido + Branca 2 5,4 3
4C Neutro + Trasnparente 1 2,7
5C Acido + Cen Amarel 2 5,4
6C Neutro + BCA* 1 2,7
7C  Basico - Trasnparente 1 2,7
8C  Acido + Amar. leitosa 1 2,7
9C Acido + BCA* 4 10,8
10C Acido - ACT * 1 2,7
11C  Acido + Transparente 1 2,7
12C  Acido + Circ amarela 1 2,7 4
13C Neutro - Amarela 1 2,7
14C  Acido - Cen Amarela 1 2,7
15C Neutro + Amarela 2 54
16C Acido + CAE* 2 54
17C  Neutro - BBI* 1 2,7
18C  Acido + ACA* 1 2,7 5
19C Acido + TCA* 2 54
20C  Acido + Bca trasp 1 2,7
21C  Acido - Bca circular 1 2,7
1R Acido + PCA* 7 18,9
2R Acido + Circ amarela 4 10,8 4
3R Acido + Amarela 5 13,5 1
4R Acido + ACA* 3 8,1 5
5R Neutro + Branca 2 54
6R Acido + Oval bca 1 2,7
7R Acido + ACBCL* 8 21,6
8R Acido + Bca circular 1 2,7
9R Neutro + Ponteada 1 2,7
10R  Acido + Branca 1 2,7 3
11R  Acido + Amar claro 1 2,7
12R Acido + RCA* 2 54
13R  Basico + Bca circular 1 2,7
14R  Acido - Amarela 1 2,7 2
15R  Neutro + ALI* 1 2,7
16R  Acido + Bca pont 1 2,7

*ACA (amarelo, centro amarelo); ACBCL (amarelo, centro borda clara); ACT(amarelo,

centro- transparente); ALl (amarelo, leitosa irregular); BBI (branca, borda irregular);

BCA

(Branca, centro amarelo); CAE (centro amarelo-escuro); PCA (ponteada, centro amarelo);
TCA (transparente, centro amarelo).
1 Indice calculado pela razao entre n° de morfoespécies encontrada x 100/total de isolados.

2NUmeros iguais representam morfoespécies iguais entre isolados de caule e raiz.
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Martins et al. (1995) demonstraram em caupi (Vigna unguiculata) que
no metabolismo de excrecdo dos rizobios de crescimento rapido, estes
necessitaram menos nitrogénio (tanto na forma amoniacal como nitrica),
fésforo e potassio do que os de crescimento lento. As baixas taxas de
crescimento dos rizobios de crescimento lento sdo decorrentes da menor
eficiéncia destes organismos na utilizacdo da maioria dos substratos
(Martins et al., 2001).

A ocorréncia de rizébio de crescimento lento ou rapido parece estar
relacionada com a variagcdo do pH dos solos (Stamford et al., 1996). Sabe-se
gue as estirpes de crescimento rapido, sdo mais adaptadas aos solos e
brasileiros, visto que elas se estabelecem rapidamente e podem tolerar
melhor estresses ambientais, tais como temperaturas elevadas e acidez
(Silva et al., 2002). Moreira et al. (1993) observaram grande numero de
isolados de crescimento rapido e acidificadores do meio de cultura, em solos
da Floresta Amazonica. Nesse estudo realizado no Pantanal de Poconé
observou-se que as bactérias isoladas dos nodulos caulinares e radiculares
apresentaram crescimento rapido em meio YMA.

A habilidade dos isolados em produzir muco também foi observada,
sendo que a grande maioria dos isolados (90%) produziram grande
quantidade de muco. Eaglesham et al. (1987) em caupi (Vigna unguiculata)
encontraram estirpes produtoras de muco superiores as estirpes nao
produtoras de muco. Martins (1996) em caupi (Vigna unguiculata) e Campelo
(1976) em leguminosas florestais observaram que as estirpes de
crescimento rapido tiveram producdo abundante de muco, enquanto que as
de crescimento lento produziram pouco ou nenhum muco. O muco age como
uma barreira protetora contra fatores bidticos e abibticos, possibilitando a
sobrevivéncia e a persisténcia dos microrganismos no solo.

A grande quantidade de isolados produtores de muco e de
crescimento rapido encontrados nesse trabalho devem estar ligado as
condi¢cdes estressantes observadas no Pantanal mato-grossense, devido

aos ciclos de inundacéo e seca.
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Em relacdo aos indices de diversidade e riqueza de espécies
observaram-se maiores valores no sitio Rio Claro — (RC), vindo em
sequéncia o sitio Ponto Barara — (PBa); e o local com menor diversidade

encontrado foi o sitio de estudo Posto Fiscal — (PF) (Figura 3 e Apéndice 9).
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Figura 3. Diversidade encontrada em trés sitios do Pantanal de Poconé, MT,
de bactérias isoladas de nodulos de caule e raiz e indices de diversidade
Shannon (H), de riqueza de Margalef (Mng) e equitabilidade de Pielou (J).

A diversidade e riqueza de isolados de raiz foi maior em RC. O
Mesmo foi observado no sitio PF caracterizado por baixa nodulac¢édo caulinar
e tempo e nivel de inundacao inferiores aos demais, apresentou indice de
diversidade e rigueza dos isolados superior ao sitio PBa.

O sitio RC que apresentou os maiores indices de diversidade, tanto
em isolados de caule quanto de raiz. A elevada nodulac¢do caulinar durante o
periodo de cheia e as caracteristicas do solo (franco argiloso), bem como, 0
maior tempo de inundacdo durante o ano podem ter influenciado nesses
resultados.

No sitio PBa o solo é argiloso e pouco friavel na seca, o que pode ter
influenciado diretamente nos baixos indices de diversidade e riqueza de

isolados de raiz.
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Os valores determinados pelo indice de eqiitabilidade de Pielou,
demonstram que os isolados de raiz estdo baixos nos trés locais de estudo.
Na interpretacéo do indice de Pielou (J) (1975), o valor minimo é 0,0 e o
maximo 1,0, representando equitabilidade baixa e alta, respectivamente, e
guando multiplicado por 100 apresenta em porcentagem a diversidade atual
em relacdo a maxima possivel.

O indice de diversidade de Shannon (H’) é um indice relativo, portanto
necessita ser comparado ao de outras areas. Em avaliacdo de diversidade
de rizobios no Cerrado do Piaui foram encontrados valores do indice de
Shannon variando de 0,35 a 3,61 (Zilli et al., 2000). Em solos da Amazoénia
os valores do Indice de Shannon encontrados foram de 2,64 a 3,11 (Moreira
et al., 1993). Em areas de recuperacédo de bauxita apés 12 anos os valores
foram de 1,39 a 3,35 em rizObios nodulando Acacia mangium, Eucalyptus
sp. e espécies nativas (Melloni et al., 2006). Em Pernambuco, os indices
variaram de 2,18 a 3,76, em rizobios nodulando varias leguminosas tropicais
(Santos et al., 2007).

Foram comparados os indices de riqueza obtidos a outros estudos
com diversidade de rizébios. Em Pernambuco, com as leguminosas Arachis,
Stylosanthes e Aeschynomene, os valores encontrados variaram de 0,48 a
5,88 (Santos et al., 2007). No cerrado do Piaui, esses indices em rizébios
foram 0,29 a 4,0 (Zilli et al., 2000).

Observou-se dinamica da nodulacdo caulinar e radicular em funcéo
das épocas de alagamento e seca. Nesse levantamento, a nodulacédo de
caule e raiz apresentou-se de modo diferenciado nas areas selecionadas.
No sitio 1 (Rio Claro), por ser local de maior alagamento e proximo de varios
afluentes do Rio Claro a inundacao € persistente durante o ano, ocorreu alta
nodulacao caulinar, desempenho diferente do verificado nos sitios PF e PBa,
onde a inundacdo € menos intensa e os locais secam antes (abril e maio).
Ao contrario de outras leguminosas nodulantes, os nédulos de caule de
Discolobium spp., ttm uma necessidade obrigatoria de estarem submersos e

senescem rapidamente quando expostos ao ar (Loureiro, 1994)
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A nodulacdo radicular decresceu com a inundacdo, os noédulos
radiculares eram poucos nessa €poca e apresentavam-se deteriorados.
Ocorreu dessa forma dois picos de nodulacdo, caulinar, na plena cheia, e
radicular, na meia estacdo. No periodo de plena seca, os dois tipos de
nodulagdo decresceram. A queda do numero de nddulos caulinares é
facilmente entendida, pois a nodulacdo caulinar em Discolobium spp., s6 &
efetiva na presenca de inundacao persistente. Parsons et al. (1992), em S.
rostrata, demonstraram que a baixa umidade tem efeito adverso no

crescimento dos nodulos caulinares (Figura 4).
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Figura 4. Nodulagdo de caule e raizes em trés sitios de coleta na sub-regido
Poconé, Pantanal, MT: Rio Claro (RC); Posto Fiscal (PF) e Ponto Barara
(PBa) durante a cheia (jan-fev), vazante (abril-maio) e seca (julho-agosto)

em plantas de Discolobium spp.
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Figura 4. Nodulagdo de caule e raizes em trés sitios de coleta na sub-regido
Poconé, Pantanal, MT: Rio Claro (RC); Posto Fiscal (PF) e Ponto Barara
(PBa) durante a cheia (jan-fev), vazante (abril-maio) e seca (julho-agosto)

em plantas de Discolobium spp.

O decréscimo acentuado na nodulacdo radicular na cheia pode ser
advindo da hipoxia do nédulo e na época seca, pelo severo déficit hidrico ao
qual estdo submetidas as plantas. Tal estresse tem como resposta da planta
uma absciséo total das folhas e acumulo de reservas nas raizes, ocorrendo
rebrota apés as primeiras chuvas da nova estacao (Elias Neto et al., 2008).

Ha uma época do ano, geralmente fim das aguas e inicio do periodo
seco, onde parece haver uma migracdo da nodulacdo caulinar para
radicular. Essa inferéncia deve-se a diversidade de isolados comuns, que
ocorreram nos nédulos de raiz e caule (Tabela 3), e pela auséncia de
nodulacdo em periodos de seca extrema. A grande maioria dos isolados
observados em caule e raiz sdo comuns e apareceram com frequéncia
nesse estudo. Durante a fase de seca extrema (julho a agosto), os nédulos

de Discolobium spp., praticamente desapareceram.
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2.5. Conclusbes

O género Discolobium spp., apresentou isolados obtidos de nédulos
caulinares e radiculares que acidificaram o meio de crescimento (80%) e
produziram grande quantidade de muco (90%);

Ocorreu maior diversidade e riqueza de isolados em nddulos
caulinares em locais de maior tempo de alagamento;

O tipo de nodulacgéo, caulinar ou radicular, é dependente da época do
ano;

Em severo estresse hidrico a planta deixou de nodular.
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3. COMPOSICAO QUIMICO-BROMATOLOGICA DE Discolobium spp,
LEGUMINOSA NATIVA DO PANTANAL MATO-GROSSENSE

RESUMO - As leguminosas do género Discolobium spp., fazem parte da
dieta alimentar de herbivoros nativos, bovinos e peixes do Pantanal, além
disso, nodulam a raiz e, o caule na época cheia. O objetivo do estudo foi
determinar a variacdo sazonal na composicdo quimico-bromatologica de
Discolobium spp., em trés sitios do Pantanal de Poconé, MT, que
apresentavam diferencas, principalmente, em nivel de nodulacdo caulinar.
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x
2 (trés locais e duas partes da planta: caule e folha), com dez repeticdes.
Foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
fiora em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
nutrientes digestiveis totais (NDT), lignina (LIG) e os principais macro e
micronutrientes minerais na época da plena cheia (jan-mar) e inicio da
estacdo seca (mai-jun). Os teores de FDA, FDN e LIG foram maiores no
caule do que na folha. Os teores de P nas folhas estdo préximos do nivel
minimo de exigéncia para bovinos em engorda. Os valores meédios de
proteina bruta, P, K e Ca nas folhas no inicio da seca foram superiores aos
encontrados na cheia. A planta é deficiente em Na, em Zn no caule e pode
ocorrer toxidez de Fe nas folhas. As diferencas nos teores de PB entre os
locais ndo estédo relacionados com a alta ou baixa incidéncia de nodulacao.

O teor de PB nos caules e folhas é influenciado pela época do ano.

Palavras-chave : fixacdo biolégica de nitrogénio, forrageira nativa, proteina

bruta.
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CHEMICAL AND NUTRITIONAL COMPOSITION OF Discolobium spp, A
LEGUME NATIVE TO THE MATO GROSSO WETLANDS

ABSTRACT - Legumes in the genus Discolobium spp. constitute part of the
diet of native herbivores, bovines, and fish in the Pantanal region. In addition,
they produce root and stem nodules during the flood season. The objective of
this study was to determine the seasonal variation in the chemical/nutritional
composition of Discolobium spp. at three sites from Pantanal of Poconé, MT,
Brazil, which differed mainly in stem nodulation levels. A completely
randomized design was adopted, organized as a 3 x 2 factorial combination
(three locations and two plant parts: stems and leaves), with ten replicates.
Dry matter (DM), crude protein (CP), neutral detergent fiber (NDF), acid
detergent fiber (ADF), total digestible nutrients (TDN), lignin (LIG), and the
most important mineral macro- and micronutrients contents were determined
during the full flood season (Jan-Mar) and the beginning of the dry season
(May-Jun). ADF, NDF, and LIG contents were higher in the stem than in the
leaves. Leaf P contents were near the minimum requirement levels for feeder
bovines. Mean crude protein, P, K, and Ca values in the leaves in the
beginning of the dry season were higher than those found during the flood
season. The plant is deficient in Na, and in Zn in the stem, while Fe toxicity
may occur in the leaves. Differences in CP contents between locations are
not related to high or low incidences of nodulation. CP contents in stems and
leaves are influenced by season of the year.

Keywords : biological nitrogen fixation, native forage, crude protein.
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3.1. Introdugéao

O Pantanal caracteriza-se por ser uma grande planicie sedimentar,
onde predominam campos inundaveis e ocorréncia de forrageiras nativas
utilizadas na exploragao da bovinocultura de corte extensiva, que se constitui
na principal atividade econdmica da regido. A alimentacdo do rebanho é
baseada quase exclusivamente na utilizacdo dessas pastagens (Allem e
Valls, 1987; Pott, 1988; Pott e Pott, 1994).

As pastagens nativas ou naturais sao areas de vegetacdo compostas
por espécies forrageiras naturais da regido, e que sao utilizadas para pastejo
(Santos et al., 2004). Das 1.863 espécies de plantas do Pantanal
(pertencentes a 774 géneros e 136 familias), as trés familias com maior
namero de espécies, e nas quais estdo as mais importantes forrageiras, sao:
Leguminosae (240 espécies), Gramineae (212 espécies) e Ciperaceae (92
espécies) (Pott e Pott, 1996; Santos et al., 2004). Para a sustentabilidade
desse ecossistema, torna-se necessario conhecer melhor as leguminosas,
como componentes da pastagem e sua influéncia na melhoria do valor
nutritivo da dieta animal.

O alto valor nutritivo da forragem é determinado pelo alto teor de
proteina bruta e minerais, pelo baixo conteudo de fibras e pela alta
digestibilidade (Euclides, 1995). Em um ecossistema de pastagens, o papel
das leguminosas ganha destague pelos seus multiplos efeitos benéficos,
notadamente pela capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico, pela
qualidade protéica e pela contribuicdo a sustentabilidade dos sistemas de
producdo. A adicdo potencial de nitrogénio (N), via fixacdo biolégica na
leguminosa em tais pastagens, contribui para o balanceamento do ciclo do N
no ecossistema. A capacidade anual de fixacdo de N, em pastagens de
gramineas associadas com leguminosas varia de 13 a 682 kg N/ha (Ledgard
e Steele, 2002).

As plantas de Discolobium spp apresentam uma adaptacao evolutiva
de nodulacdo caulinar, fixando o nitrogénio sob condi¢bes de alagamento,

através da simbiose com bactérias conhecidas como rizébios, que sé&o
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capazes de, através da enzima nitrogenase, transformar o nitrogénio do ar
em compostos nitrogenados assimilaveis pela planta (Loureiro et al., 1994).

Em solos inundados, a fixacdo bioldégica do nitrogénio em
leguminosas €, geralmente, prejudicada pelo suprimento insuficiente de
oxigénio (O,;) para o0s noédulos (James e Crawford, 1998). Assim, as
leguminosas nativas de areas sujeitas a inundacao apresentam mecanismos
adaptativos, como a nodulacéo caulinar (Martins et al., 2001), que permitem
a manutencdo de uma concentracdo de O, adequada ao processo de
fixac&o bioldgica de N..

As espécies que possuem nédulos caulinares apresentam um elevado
potencial de fixacdo de N,. Este alto desempenho pode ser atribuido a
presenca de tecido fotossintético proximo aos nodulos, o que torna possivel
a fosforilagéo ciclica assim como a sintese de carboidratos, possibilitando o
fornecimento de energia para a fixacao de N, (Boivin et al., 1997). Dentre as
leguminosas, muitas formam simbiose com bactérias dos géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium e Mesorhizobium
(Janior e Hungria 2000). Loureiro et al. (1994) relataram duas espécies de
leguminosas com capacidade de formar noédulos no caule em associacdo
com essas bactérias, Discolobium pulchellum e D. psoraleaefolium. James et
al. (2001) também encontraram em D. lepthophyllum, nédulos de raiz e caule
em areas alagadas do Pantanal mato-grossense. Juntamente com a
formacao do nodulo, algumas espécies desenvolvem um grande nimero de
células parenquimatosas, com tecido esponjoso, que facilitam a captacao de
oxigénio suficiente para as varias funcdes metabodlicas em ecossistemas
alagados (Ladha et al., 1992).

Na avaliagdo da composicdo quimica das forrageiras, comumente se
consideram os teores de proteina bruta, FDN (fibra em detergente neutro) e
FDA (fibra em detergente acido) e dos minerais (calcio e fosforo) apesar da
infinidade de outros compostos organicos e minerais presentes na matéria
seca vegetal (Gomide e Queiroz, 1994). Existem cerca de 17 elementos
inorganicos requeridos pelos bovinos, dentre eles, os macroelementos que

incluem célcio, fésforo, magnésio, potassio, sédio, cloro e enxofre, e o0s
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microelementos cromo, cobalto, cobre, iodo, ferro, manganés, molibdénio,
niquel, selénio e zinco. Outros elementos como o arsénio, boro, chumbo,
silicio e vanadio, parecem ser essenciais para outras espécies animais, mas
ndo ha evidéncia, até o presente, de que eles sejam importantes para
bovinos (NRC, 2000).

A importancia do teor de PB decorre da sua essencialidade direta
para o organismo animal, assim como dos macro e microminerais. A
quantificacdo dos teores de fibras é importante, pois possui relacédo inversa
com a ingestao voluntaria de forragem e com o conteudo em energia liquida
do alimento (Chambela Neto et al., 2008).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a composi¢do quimico-
bromatolégica e valor forrageiro do caule e folhas de Discolobium spp.,
colhidos em diferentes sitios do Pantanal de Poconé, MT, em duas épocas
do ano, cheia e inicio da seca.

3.2. Material e Métodos
O experimento realizou-se na sub-regido de Poconé, Pantanal, MT. O

clima da regido conforme classificacdo de Koppen, citado por Ometto (1981),
é do tipo Aw, ou seja, tropical quente e imido, com precipitagdo média de
1.250 mm ao ano e temperatura média anual de 25,8°C.

As atividades de campo iniciaram-se em janeiro de 2007, com a
selecdo de locais com base no grau de ocorréncia de plantas, niveis de
inundacgéo, incidéncia de nodulacéo e classes texturais de solo. Esses locais
selecionados foram:

Sitio 1 - Margens do Rio Claro (RC) (16° 40’ 675" S e 56° 40’ 503" W):
caracterizado por elevada incidéncia de nodulacdo caulinar e radicular,
inundacao prolongada durante o ano, solo franco-argiloso. Este local de
estudo pertence a micro-bacia do Rio Claro efluente do Rio Pixaim. E
formado predominantemente por gramineas nativas do género Paspalum
spp. (macega) e leguminosas dos géneros Discolobium pulchellum, D.
psoraleafolium, raras espécies de Discolobium Ileptophyllum, grande

quantidade de Sesbania spp., Cassia spp., Mimosa spp., Aeschynomeneae
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spp., e Vigna spp. Apresenta relevo plano com declive moderado com varios

corichos para as areas de captacao da micro-bacia hidrografica;

Sitio 2 - Posto Fiscal (PF) (16° 40’ 683" S e 56° 46’ 283" W): caracterizado
por baixa presenca de nodulacdo caulinar, inundagdo moderada durante o
ano e solo arenoso. Esta localizado proximo a vazante do Rio Bento Gomes.
A vegetacdo do local constitui-se de algumas gramineas exoticas do género
Brachiaria sp., e Eleusine sp (pé-de-galinha), Cynodon sp e Cyperus spp. As
principais leguminosas presentes sao: Discolobium pulchellum, D.

psoraleafolium, Aeschynomeneae spp., Zorzia spp. e Mimosa spp.

Sitio 3 - Ponto Barara (PBa) (16° 31’ 376”S e 56° 42’ 793" W): caracterizado
por mediana presenca de nodulacao caulinar, inundagéao prolongada e solo
argiloso. Esse local tem forte influéncia do barramento provocado pela
construcdo da rodovia Transpantaneira, desta forma, ocorre uma inundacéo
pronunciada na area a montante. A vegetacdo do local é constituida
basicamente por Discolobium pulchellum e D. psoraleafolium, Sesbania
sesban, Desmodium barbatum e Vigna luteola.

Nesse periodo, foram feitas coletas de solo, medicbes do nivel de
alagamento, contagem do numero de nodulos e de plantas. Tais resultados
permitiram classificar as reas em relacdo a concentracdo de nédulos em
baixa, média e alta e a densidade média de plantas de Discolobium spp.
(Tabela 1).

As plantas foram cortadas a 5,0 cm acima do solo, as amostras foram
colhidas e separadas em folhas e caule, medidas e pesadas para posterior
andlise.

As amostras de solos foram enviadas para laboratorio particular
credenciado, sendo feito analises para a determinagéo do pH em agua; P, K
Ca, Mg, Al, H, Matéria Organica (M.O.), areia, silte e argila, conforme
Embrapa, 1997. Os resultados analiticos das amostras de solo encontram-se

na Tabela 2.
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Tabela 1. Localizacao, altura de lamina d’agua, persisténcia da inundagéo,
densidade de plantas de Discolobium spp., e nodulacdo em trés sitios de

coleta na sub-regido Poconé, Pantanal MT, em janeiro de 2007.

Alturada  Periodo de Densid. média  Concentracéo

Sitios de Lamina inundacao de plantas total de
coleta* D’agua (m?3) nodulos
(cm)
RC 60 jan- jun 12,2 alta
PF 35 jan-abr 3,5 baixa
PBa 48 jan-mai 28,9 meédia

* (RC) Margens do Rio Claro; (PF) Posto Fiscal; (PBa) Ponto Barara

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas dos sitios de coleta na
profundidade de 0-20 cm, localizadas na sub-regido Poconé, Pantanal, MT.

Sitios de  PH P K Ca+tMg Ca Mg Al H M.O.

Classe textural

coleta®  agua  mg/dm? cmol/dm?® %
RC 5,7 8,7 88 42 35 0,7 0,0 48 3,90 areno-argiloso
PF 51 16,0 35 1.8 12 06 06 25 161 arenoso

PBa 53 8,9 28 1,1 08 03 04 20 1,14 argiloso

* (RC) Rio Claro; (PF) Posto Fiscal; (PBa) Ponto Barara

As caracteristicas avaliadas no caule e folhas das plantas foram:
proteina bruta (PB), matéria seca (MS) lignina (LIG), fibora em detergente
acido (FDA), fibora em detergente neutro (FDN), nutrientes digestiveis totais
(NDT) e minerais (Ca, P, K, Mg, Na, Fe, Mn, Zn e Cu). A pré-secagem das
amostras foi realizada em estufa de circulagdo forcada de ar com
temperatura de 55 a 60°C, por 72 horas. O material pré-seco foi pesado e
moido, utilizando-se moinho estacionario com peneira de 1 mm. Foi
determinado o teor de MS em estufa, a 105°C, por 12 horas, e os teores de
nitrogénio foram determinados pelo método micro Kjeldahl (AOAC, 1995).
Os valores de N encontrados foram multiplicados por 6,25 para obtencao do
teor de PB. Os minerais Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Zn e Cu foram determinados

por espectrofotometria de absorcdo atdbmica e P, por espectrofotometria
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colorimétrica. (Silva e Queiroz, 2002). As determinagfes da FDN e FDA
foram realizadas pelo método Van Soest (1965), que € baseado na
separacao das diversas fracdes constituintes das forrageiras, por meio de
reagentes especificos, denominados detergentes (Silva e Queiroz, 2002). O
teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) foi estimado pela eq. (1) proposta
por Teixeira (1997), citado por David (2001):

NDT (%MS) = 88,9 - [(FDA). 0,779] (1)

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e dez repetigdes. Os tratamentos foram dispostos em esquema
fatorial 3x2, sendo trés locais de coleta; duas partes da planta (caule e
folhas). Em cada local, foram selecionados dez pontos ao acaso e coletadas
trés plantas. As coletas foram realizadas de forma independentes nas duas
épocas do ano, seca (julho a setembro) e cheia (janeiro a margo) com
periodicidade quinzenal. Os dados foram analisados, utilizando o software
estatistico SAEG 5.0 (Ribeiro Junior, 2001).

3.3. Resultados e Discusséao

Os teores de PB na folha e no caule diferiram significativamente nos
trés locais estudados. Os teores de PB nas folhas e caule foram mais
elevados no periodo de seca, apresentando teores de PB variando de 10,42
a 11,64% na folha e de 3,15 a 3,91% no caule, na época cheia, e de 19,62 a
25,42% na folha e de 4,49 a 5,34% no caule, na época seca (Figura 1). Nos
sitios de média e baixa nodulacdo (Ponto Barara e Posto Fiscal), os teores
de PB na folha foram superiores ao sitio de coleta RC, local de alta
nodulacdo. No caule, porém, ndo ocorreu diferencas significativas entre os
locais de estudo. No local de alta nodulag&o, o nivel e o tempo de inundacao
foram superiores aos demais sitios de coleta, o que provavelmente foi
determinante para a menor concentracdo de PB na planta, tanto na época

seca como na época cheia.
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N.A. Necessidade média animal para vacas em gestacao e novilhos.

Figura 1. Composicdo bromatoldgica média em folhas e caules de

Discolobium spp, em trés sitios de coleta na sub-regido Poconé, Pantanal de

Mato Grosso, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de 2007.
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Os menores teores de PB, encontrados na época cheia, podem ser
explicados pela alta demanda fotossintética da planta por assimilados
(Oldroyd et al., 2001). O fato da inundacao ter maior duracao apés o periodo
das chuvas, no sitio de alta nodulacdo, pode ter influenciado a producéo de
proteina nas folhas, ou mesmo, pelo fato da eficiéncia da nodulagdo ndo ser
medida por uma relacdo direta do numero de ndédulos encontrados e sim
pela massa seca dos nodulos (Débereiner, 1966; Campos et al., 2001). Da
mesma forma, algumas leguminosas nativas supridas exclusivamente pelo
N-simbidtico ndo conseguem expressar todo o seu potencial produtivo, uma
vez que o processo de fixacdo de N, pode promover alteragcbes na
morfofisiologia das plantas, resultando em decréscimo no crescimento, como
ocorre com Adesmia araujoi e Lotus corniculatus. Os ndédulos também
representam um dreno adicional de fotossintatos e nutrientes, competindo
com o0s outros 6rgdos da planta pelos assimilados (Cassman et al., 1980).

Outro fator que pode explicar os baixos teores de PB em locais com
alta lamina de agua e inundacéo persistente € a hipoxia do nodulo. A hipoxia
do nédulo foi estudada em plantas noduladas de soja. Como o nédulo é
muito mais sensivel a disponibilidade de oxigénio do que as raizes, devido a
presenca no nodulo de uma barreira variavel a difusdo de oxigénio, que
deixa o teor interno de oxigénio praticamente no limite para o funcionamento
eficiente da fixacdo de N, a simples transferéncia da planta para um sistema
hidropGnico, mesmo com aeracgao, prejudica a fixagdo de N, levando a uma
deficiéncia de N (Scholles e Vargas, 2004).

Conforme Atkins (1984), em situacdes de baixa eficiéncia, os nédulos
podem carrear até 25% de fotoassimilados para o seu funcionamento. Vance
et al. (1982) afirmaram que a reduzida fixacdo biolégica de nitrogénio em
algumas leguminosas, como cornichdo (Lotus corniculatus), pode ser reflexo
das maiores necessidades de fotoassimilados para a manutencdo e
funcionamento dos seus nddulos, conduzindo a um maior custo energético.

Ao se comparar os teores da composicao fisico-quimica dos solos
desses locais, a matéria organica e o calcio no sitio 1 (RC) e fésforo no sitio

2 (PBa), parecem ser 0s valores que sobressaem aos demais. Sabe-se que
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os elementos N, P e S séo frequentemente imobilizados na biomassa
microbiana (Waring e Schlesinger, 1985), e poderiam estar também
interferindo na menor disponibilidade do nitrogénio mineral pelas plantas
desse local. As plantas dependentes da fixacdo bioldégica de N2 requerem
mais fosfato que as plantas que usam exclusivamente N mineral. No sitio de
coleta 1 (RC) os baixos niveis de P podem estar afetando a simbiose, ao
diminuir o suplemento de fotossintatos ao nddulo, na sintese de proteinas
(Malavolta e Lima Filho, 1997), reduzir a taxa de crescimento bacteriano e a
populacéo total dos rizobios (Siqueira e Franco 1988).

Ao se comparar teores de PB obtidos nas folhas de Discolobium spp.,
com os teores totais de N das principais leguminosas forrageiras cultivadas
no Brasil, encontraram-se valores superiores ou proximos aos das principais
leguminosas forrageiras: 17,2% para o kudzu tropical (Pueraria
phaseoloides) (Pedreira e Consentino, 1992); 11,9% para macrotiloma
(Macrotyloma axillare) (Parbery, 1967); 12,9 a 20,4% para soja perene
(Neonotonia wightii) (Bogdan, 1966; Holder, 1967); 20,4 a 25,8% para
amendoim forrageiro (Arachis pintoi) (Valentin et al., 2001); 13 a 20,2% para
guandu (Cajanus cajan) (Seiffert, 1988); e 21 a 23% para leucena (Leucaena
leucocephala) (Jones, 1979).

Em levantamento feito por Santos et al. (2002), em areas nao
alagadas do Pantanal, observaram que as plantas forrageiras selecionadas
por bovinos apresentaram, no maximo, 7% de PB. Em areas de baixadas, ou
seja, mais alagadas, o teor médio de PB foi de 12%, entretanto, nos anos de
cheia, a qualidade da dieta dos bovinos teve declinio, em virtude dessas
areas serem cobertas pela agua. Os teores de PB inferiores a 7% sé&o
limitantes a producéo animal, causando menor consumo voluntério, reducao
na digestibilidade e balanco de nitrogénio negativo (Machado et al., 1998).
Com relacdo a essa limitagéo, o Discolobium spp., pelo seu elevado teor de
PB, revela-se como alternativa alimentar importante no Pantanal,
principalmente no inicio do periodo da cheia, onde ocorre intensa brotacao
e, no inicio da seca, quando as plantas ainda estéo tenras e é época de facil

acesso dos animais nas areas mais baixas.
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Por ser muito procurada pelos bovinos e outros animais silvestres,
infere-se que as plantas de Discolobium spp., provavelmente apresentem
baixos niveis de fatores antinutricionais na forragem, tais como taninos
condensados, alcaléides, cumarina e compostos cianogénicos. Algumas
leguminosas apresentam fatores antinutricionais como ocorre com a leucena
(mimosina) e em Cratylia argentea, em que 0s animais s6 consomem as
folhas da planta quando secas (Aroeira e Xavier, 1991).

O consumo de MS ¢ o principal fator que afeta a produtividade animal,
e forragens de alta qualidade sdo necessdarias para aumentar 0 consumo
(Belyea et al., 1999). A lignina é o principal componente a limitar a
digestibilidade e o consumo dos animais e se correlaciona com todos os
componentes quimicos. As correlacfes sao positivas com os teores de FDN
e FDA e negativa com os teores de PB (Paciullo et al, 2001).

Os valores de FDA e FDN foram maiores no caule do que nas folhas
e foram mais elevados na época seca (Figura 1). De acordo com Brancio et
al. (2002), o teor FDN esta relacionado com o consumo animal. Os valores
de FDN e FDA encontrados no caule séo considerados altos e limitantes ao
consumo animal, mas os valores encontrados nas folhas estdo dentro do
recomendado por Van Soest (1994). Nas observacgdes realizadas durante as
coletas sobre o consumo dessas plantas pelos animais, foi verificada a
preferéncia pelas folhas e por¢cées novas do caule (Elias Neto, dados n&o
publicados).

Para Van Soest (1994) € importante avaliar o teor de FDN, pois
valores acima de 55-60% na base seca correlacionam-se negativamente
com o consumo da forragem. Mertens (1992) também considerou o teor de
FDN como um dos principais fatores de controle do consumo de MS pelos
ruminantes. A FDA varia com a idade da planta e com 0 seu estresse em
funcdo da precipitacdo e umidade do solo. Esses fatores podem afetar a
ingestdo de MS pelos herbivoros, principalmente, em ruminantes. A reducao
do teor de PB e 0 aumento das fracdes FDA e FDN caracterizam a perda no

valor nutritivo da forragem com a maturidade.
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Os valores de lignina encontrados foram maiores no caule do que nas
folhas e maiores na época seca. Os menores valores encontrados na época
cheia explicam-se pelo crescimento da planta ser mais vigoroso nessa
época do ano (Elias Neto et al., 2008), com a consequente formacdo de
tecidos poucos lignificados. Alves de Brito et al. (1999) relacionaram o efeito
da maturidade em caules com o aumento na lignificacdo e a consequente
reducdo da qualidade das forragens. Os tecidos lignificados sdo mais
resistentes a degradacao, sendo a lignina considerada uma barreira quimica
para 0Ss microrganismos do rumen. As leguminosas tropicais como
estilosantes (Stylosanthes guianensis), siratro (Macroptilium atropurpureum)
e soja perene (Neonotonia wightii) apresentaram altos teores de lignina na
folha e caule 20,3 e 17,6%; 16 e 20,3% e 18,2 e 19,5%, respectivamente
(Fukushima e Savioli, 2001).

De modo geral, observa-se que a presenca de maiores quantidades
de tecidos vasculares lignificados ou esclerenquimaticos proporcionam
menores taxas de digestibilidade (Wilson, 1993; Ventrella et al., 1997) ou
reducdo na area degradada por microrganismos ruminais (Wilson, 1997;
Alves de Brito et al.,, 1999). Wilkins (1969) observou que alguns tecidos
permanecem intactos, mesmo apos prolongado tempo de digestao “in vitro”,
indicando que as caracteristicas anatdbmicas da planta limitam a degradacéo
dos tecidos vegetais.

Os teores obtidos no caule de NDT s&o considerados baixos (35,9 a
40,59%), ja na folha (61,03 a 69,54%), estdo proximos aos encontrados em
algumas leguminosas tropicais: guandu (Cajanus cajan) 42,7 a 54,7% nas
folhas (Pinedo et al., 2008) e em feno de Arachis pintoi (64,6%) (Ladeira et
al., 2002).
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N.A. Necessidade média animal para vacas em gestacao e novilhos.

Figura 2. Composicdo média de macrominerais nas folhas e caules de

Discolobium spp., em trés sitios de coleta na sub-regido Poconé, Pantanal
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de Mato Grosso, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de
2007.
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N.A. Necessidade média animal para vacas em gestacao e novilhos.

N.T. Nivel de toxidez

Figura 3. Composicdo média de microminerais nas folhas e caules de
Discolobium spp, em trés sitios de coleta na sub-regido Poconé, Pantanal de

Matos Grosso, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de 2007.

Em relagdo aos minerais, observou-se efeito de interagédo entre locais
e porcbes da planta na época seca para os seguintes elementos: P e Mg
(Figura 2), Fe, Mn e Cu (Figura 3). Observou-se que os teores de P e Cu nas

folhas, no sitio de alta inundacédo, foram inferiores ao sitio de baixa
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inundacdo. Na época cheia ocorreu interacdo entre locais e por¢des da
planta para Na, Ca, Mg (Figura 2) e Fe, Mn,e Cu (Figura 3).

Nos macrominerais presentes na matéria seca de folhas e de caule de
Discolobium spp., observaram-se teores variando de 0,24 a 0,30% de P na
folha e de 0,10 a 0,11% no caule. Os teores médios de P encontrados estéo
dentro dos limites descritos por Haag (1984), para as diferentes forrageiras
estudadas no Brasil, e enquadram-se dentro dos limites propostos por Van
Soest (1994) para atender as exigéncias de bovinos de corte e de leite.
Conforme o NRC (2000), a exigéncia de P para bovinos em crescimento e
engorda varia de 0,12 a 0,30% na MS da dieta.

Os teores médios de Ca nas folhas de Discolobium spp., foram de
0,89% e no caule 0,59% (Figura 2). Estudos realizados por Jardim et al.
(1962) ndo constataram deficiéncia de Ca nas plantas forrageiras,
procedentes de diversas regides do Brasil Central, apresentando 0,20% ou
mais desse elemento na matéria seca. Entretanto, ja foram detectadas
deficiéncias de Ca no Pantanal de Mato Grosso, sendo identificadas por
intermédio de analises de forragem e de o0ssos de bovinos dessa regido
(Sousa et al.,, 1982). Conforme o NRC (1996), a exigéncia de Ca para
bovinos de 300 kg de peso vivo com ganho de 500 g/dia é de 0,12% de Ca,
0 que leva a concluir que tal exigéncia é atendida pelo Discolobium spp., nos
locais estudados.

Os teores médios de Mg variaram de 0,21 a 0,31% nas folhas e de
0,04 a 0,06% nos caules (Figura 2). Considerando as recomendacdes do
NRC (1996) para bovinos em crescimento e engorda (0,10%) e vacas de
corte em gestacao (0,12%) e em lactacdo (0,20% na MS), os teores
encontrados em Discolobium spp., atendem as exigéncias em Mg.

Os teores meédios de K foram de 0,72% nas folhas e de 0,12% nos
caules na época seca. Na época cheia os valores foram mais baixos, tanto
no caule, quanto nas folhas, os valores médios ficaram proximos de 0,1%.
As plantas forrageiras normalmente contém teores de K suficiente para

atender as necessidades nutricionais dos bovinos (Souza et al., 1982).
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Os teores médios de Na encontrados foram 0,045% na matéria seca
da folha e 0,038% na matéria seca do caule. Tokarnia et al. (1988)
encontraram deficiéncia de Na nas Regides Norte e Centro-Oeste do Brasil.
Segundo NRC (1996), a exigéncia de Na para bovinos de corte € de 0,06 a
0,08%. Os teores encontrados nesse estudo confirmam que o Na é um
nutriente deficiente nas folhas e caule de Discolobium spp.

Os teores médios de Mn variaram de 79,7 a 134,3 mg/kg e de 87,0 a
377 mg/kg em caules e folhas, respectivamente, na época seca e na cheias
esses valores foram inferiores. Segundo Tokarnia et al. (1988) estas
deficiéncias de Mn devidas as altas concentracdes de Fe nas forragens, pois
o Fe inibe a absor¢cdo do Mn. Com condi¢cdes adequadas de Fe, consideram-
se deficientes até 19,0 mg/kg de Mn; nivel adequado de 20-120 mg/kg, e
nivel alto acima de 120 mg/kg (Guimarées et al., 1980).

Os teores de Fe variaram de 192,4 a 693,8 mg/kg em caules e de
251,5 a 830,3 mg/kg nas folhas. A deficiéncia de Fe ndo € esperada em
bovinos em pastejo, pois as forragens fornecem teores superiores as
exigéncias dos animais (Marques et al., 1981; Tokarnia et al.,1988). Quando
se comparam os dados obtidos neste trabalho com a exigéncia de Fe
recomendada pelo NRC (1996), que € de 50 mg/kg para novilhos de corte
em acabamento, novilhas em gestacdo e vacas em lactacdo, observam-se
gue os niveis encontrados no caule e na folha estdo acima das exigéncias
dos bovinos. Com relacdo ao nivel de toxidez, segundo o NRC (1996) de
1000 mg/kg, os teores mais elevados encontrados de 693 mg/kg no caule e
830 mg/kg na folha; estdo abaixo desse valor.

Os teores médios de Cu variaram de 6,2 mg/kg no caule e 8,1 mg/kg
na folha em ambos os periodos. Segundo Guimaraes et al. (1980), para
bovinos, o teor de Cu de até 4,0 mg/kg deve ser considerado deficiente; de
5,0 a 15,0 mg/kg, adequado; acima de 16,0 mg/kg, alto. Comparando-se 0s
teores de Cu obtidos com os sugeridos por Guimarées et al. (1980), pode-se
afirmar que os teores de Cu em Discolobium spp. podem ser considerados
adequados. Segundo o NRC (1996), a exigéncia de Cu para os bovinos é de
10,0 mg/kg.
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Os teores médios de Zn foram de 45,1 mg/kg em folhas e de 13,3
mg/kg nos caules. Conforme Guimaraes et al. (1980), o teor de até 15,0
mg/kg de Zn é considerado deficiente. Em relacdo ao NRC (1996), a
recomendacéo é de 20,0 mg/kg para bovinos em crescimento e 40,0 mg/kg
para vacas. Os teores de 1000 mg/kg sao tidos como concentra¢gdo maxima
toleravel. Nesse trabalho observou-se que as folhas de Discolobium spp.,
apresentam valores acima das exigéncias dos animais e a por¢cao do caule é

deficiente (Figura 3).

3.4. Conclusodes

As diferencas nos teores de PB entre os locais ndo estao

relacionados com a alta ou baixa incidéncia de nodulacao.

O teor de PB nos caules e folhas ¢ influenciado pela época do ano.

Em folhas de Discolobium spp., ocorrem teores de Ca, Mg, Mn, Zn e
Cu e nos caules teores de Ca, Mn e Cu suficientes para suprir as exigéncias
de diversas categorias de bovinos durante a estacéo seca e cheia.

O teor de K nas folhas é suficiente somente nas folhas durante o
periodo seco.

Os teores de P nas folhas estdo proximos do nivel minimo de
exigéncia para bovinos em regime de engorda.

Os valores médios de proteina bruta, P, K e Ca nas folhas na época
seca foram superiores aos encontrados na época cheia.

A planta é deficiente em Na, Zn no caule e pode ocorrer toxidez por

excesso de Fe nas folhas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O germoplasma Discolobium apresenta-se com potencial para ser
utilizado como recurso forrageiro em areas com caracteristicas semelhantes
ao seu ambiente natural de ocorréncia, pois apresenta-se com elevados
teores de proteina bruta na matéria seca e composicdo quimico-
bromatolégica que podera contribuir com a criacdo de animais nativos e
bovinos da regido.

Sua caracteristica evolutiva de nodulacdo caulinar representa um
potencial elevado de novas descobertas no campo da pesquisa em fixagéo
biolégica de nitrogénio, sendo, dessa forma, um potencial de reserva
extraordinario em diversidade de diazotroficos.

Novas pesquisas deverao ser efetuadas, avaliando a qualidade dessa
proteina e a digestibilidade dos componentes da parede celular.

Banco de germoplasma de Discolobium spp., e das bactérias que se
associam as raizes devem ser formados para futuros estudos de
domesticacéao.

Para efetiva avaliacdo da fixagdo biolégica de nitrogénio pelos
simbiontes, novos estudos deverdo ser efetuados com as plantas com
técnicas como a reducao do acetileno (qualitativa) combinada com is6topos

radioativos (quantitativa).
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Apéndice 1. Nodulagdo radicular e caulinar e sinais de pastoreio por
herbivoros em Discolobium spp, na sub-regido Poconé, Pantanal de Mato

Grosso.
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Apéndice 2 . Alteragdo do nivel de inundacdo em sitio de coleta em duas

épocas do ano de 2007 na sub-regido Poconé, Pantanal de Mato Grosso.

Fevereiro de 2007 Julho de 2007

Apéndice 3 . Isolamento de bactérias provenientes de nédulos de caule e raiz e

alteracdo do pH do meio de crescimento.




89

Apéndice 4 . Diversidade de colbnias isoladas em nodulos de caule e raiz de

Discolobium spp., leguminosa nativa do Pantanal de Poconé, MT.
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Apéndice 5. Analises bromatologicas realizadas nos Laboratérios de
Microbiologia do Solo da FAMEV/UFMT e de Solos da Embrapa Pantanal
em Corumba, MS.




Apéndice 6. Composicdo bromatologica em folhas e caule de Discolobium spp., em trés sitios de coleta

na sub-regido Poconé, Pantanal, MT, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de 2007

Porcao Inicio da Seca Cheia
Composicdo CV da Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2 Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2
(% MS) (%) Planta Alta Média Baixa Alta Média Baixa
Nodulagdo Nodulagdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulagao Nodulagao

M;éiga 0.42 Caule  44,62Aa 44,15Aa 44,51Aa 41,35Aa 40,30Aa 35,45Ba
Folha  35,10Ab 34,20Ab 29,73Ab 29,22Ab 27,29Ab 25,83Ab

Proteina 1335 Caule 4,49 Ab 5,26 Ab 5,34 Ab 3,15Ab 3,91Ab 3,84Ab
Bruta Folha 19,62Ba 25,42Aa 24,46Aa 10,42Ba 11,29Aa 11,64Aa
Caule  37,39Ab 38,56Ab 35,35Bb 35,42Bb 35,90Bb 40,59Ab
NPT 14,95 Folha 58,51Aa 57,61Ba 60,83Aa 61,03Ba 63,44Ba 69,54Aa
Caule  73,90Aa 74,57Aa 75,96Aa 76,51Aa 76,13Aa 72,46Ba
~PoN 362 Folha  55,98Ab 50,55Bb 57,45Ab 57,51Ab 54,13Bb 56,02Ab
Caule  57,21Ba 59,82Aa 59,93Aa 59,74Aa 59,13Aa 53,10Ba
FOA 14,04 Folha  30,10Ab 27,11Bb 31,25Ab 26,91Ab 23,77Ab 15,93Bb
Lignina 10,28 Caule 12,87Aa 11,91Ba 13,19Aa 12,03Aa 11,46Aa 10,70Ba
Folha 11,01Ab 8,64Bb 8,07Cb 8,20Ab 8,55Ab 7,47Ab

Letras minUsculas iguais na coluna e maiusculas iguais na linha, dentro de cada época, nao diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott ,a 5%.
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Apéndice 7. Composicdo de macrominerais nas folhas e caule de Discolobium spp., em trés sitios de coleta

na sub-regido Poconé, Pantanal, MT, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de 2007.

Porcao Inicio da Seca Cheia
Composi¢cdo CV da Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2 Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2
(% MS) (%) Planta Alta Média Baixa Alta Média Baixa
Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo  Nodulacéo
. 12.93 Caule 0,10Ab 0,10Ab 0,10Ab 0,11 0,11 0,12
Folha 0,24Ba 0,30Aa 0,30Aa 0,24 0,24 0,25
Caule 0,10 0,94 0,73 0,77Aa 0,71Aa 0,70Aa
ca S8 ha 0,70 0,58 0,49 012Bb  0,18Ab 0,12Bb
Caule 0,11 0,13 0,13 0,11 0,11 0,12
« 2,28 Folha 0,70 0,78 0,66 0,19 0,18 0,19
Caule 0,05 Ab 0,05Ab 0,05Ab 0,05Ab 0,05Ab 0,07Ab
Mg 15,09 Folha 0,23Aa 0,22Aa 0,20Ba 0,27Ca 0,35Aa 0,32Ba
Na 2417 Caule 0,04 0,04 0,05 0,02Ba 0,03Ab 0,04Aa
Folha 0,03 0,04 0,04 0,02Ba 0,05Aa 0,03Bb

Letras minudsculas iguais na coluna e mailsculas iguais na linha, dentro de cada época, nao diferem estatisticamente
pelo teste de Scott-Knott, a 5%.
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Apéndice 8 . Composicdo de microminerais nas folhas e caule de Discolobium spp em trés sitios de coleta

na sub-regido Poconé, Pantanal, MT, coletados nas épocas cheia e inicio da seca no ano de 2007.

Porcao Inicio da Seca Cheia
o Cv da Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2 Sitio 1 Sitio 3 Sitio 2
Composicao . . . :
(%) Planta Alta Média Baixa Alta Média Baixa
Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulacdo Nodulagao
Caule 134,30Ab  130,54Ab 79,69Ba 65,02Bb  102,33Aa 134,33Ab
Mn (mg/kg) 30,39
Folha 192,80Ba  377,90Aa 87,13Ca  193,50Aa 117,26Ba 198,61Aa
Caule 192,36Bb  208,70Bb  693,80Ab  439,56Aa 380,03Ab 354,62Ab
Fe (mg/kg) 31,90
Folha 251,30Ba 716,50Aa 830,30Aa 278,92Bb  575,80Aa 599,45Aa
Caule 7,85Aa 4,00Bb 6,59Ab 7,18Aa 6,76Aa 5,22Bb
Cu (mg/kg) 25,0
Folha 7,60Ba 7,70Ba 12,77Aa 6,36Aa 6,70Aa 7,43Aa
Caule 11,04 12,43 12,21 14,15 14,42 15,58
Zn (mg/kg) 17,96
Folha 41,55 46,69 44,02 49,53 42,17 46,67

Letras mindsculas iguais na coluna e mailsculas iguais na linha, dentro de cada época, ndo diferem estatisticamente

pelo teste de Scott-Knott, a 5%.



Apéndice 9. Diversidade bacteriana encontrada em trés sitios do Pantanal
de Poconé, MT, de isolados de caule e raiz através dos indices de
diversidade de Shannon (H), de riqueza de Margalef (Mng) e equitabilidade
de Pielou (J).

indices Sitio RC Sitio PF Sitio PBa
Caule Raiz Caule Raiz Caule Raiz
Sh?ﬂ;‘on 1,82 1,13 1,03 1,04 1,13 0,69
Margalef 454 2.76 2.27 2.02 3.21 1,30
(Mng)

Pielou (J) 0,69 0,39 0,86 0,42 0,45 0,30
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