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RESUMO

A adesmia (Adesmia latifolia) é uma leguminosa nativa da regido sul do Brasil, que apresenta algumas caracteristicas de crescimento e
adaptacdo interessantes para o seu cultivo como espécie forrageira. O objetivo do presente trabalho foi isolar, identificar e autenticar
rizébios infectivos e eficientes quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio em adesmia. Com base em caracteristicas morfo-fisiolégicas
foram isoladas e identificadas col6nias com caracteristicas rizobianas. Também foram estudadas trés estirpes recomendadas para
adesmia (SEMIA 3007, SEMIA 6437 e SEMIA 6438), e 50 rizébios isolados de A. latifolia, fornecidos pela Epagri-SC. Foram obtidos
17 isolados bacterianos. No experimento para autenticacdo observou-se que do total de rizébios estudados, 61 isolados foram capazes
de nodular adesmia e 38 foram capazes de incrementar a massa fresca das plantas. As plantas inoculadas com os isolados EEL46210 e
EEL1010 superaram as do tratamento Controle + N e as inoculadas com a estirpe SEMIA6437 na produgdo de massa fresca total,

namero de folhas e comprimento da parte aérea.

Palavras-chave: Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN). Simbiose. Adesmia latifolia. Pastagem Nativa.

1 Introducéo

O género Adesmia contém mais de 230 espécies e €
amplamente distribuido em regifes aridas do Chile, Argentina,
Bolivia, Peru, sul do Brasil e Uruguai [1]. Atualmente séo
conhecidas 17 espécies deste género nativas do sul do Brasil [2].

Em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, tem
sido observado que plantas da espécie Adesmia latifolia se
destacam pela maior exuberdncia de folhas, acumulo de
biomassa aérea, teor de proteina bruta, habito estolonifero e
capacidade para fixagdo simbidtica de nitrogénio do que outras
espécies do mesmo género [2]. A espécie A. latifolia é tolerante a
diferentes doses de aluminio, o que ndo é observado com A.
tristis [3]. Esta tolerancia estd relacionada a adaptacdo da A.
latifolia a solos acidos, caracteristicos do Rio Grande do Sul, e é
um importante potencial a ser explorado. Tendo estas
caracteristicas de produtividade e adaptabilidade desejaveis a
uma espécie forrageira, a A. latifolia pode constituir uma
importante alternativa para o suprimento proteico a bovinos
leiteiros ou bovinos de corte.

Juntamente com a A. tristis, a A. latifolia esta entre as
mais estudadas, porém os estudos sobre seu potencial forrageiro
ainda estdo na fase preliminar, com poucos dados sobre
desempenho no campo [4]. Ao mesmo tempo, € relatada na
literatura a escassez de estudos de nodulagdo simbidtica de
espécies do género Adesmia, bem como de outras leguminosas
nativas [5; 6].

Ha relatos de dificuldades no estabelecimento inicial da A.
latifolia a campo, devido & concorréncia com espécies
espontaneas como o azevém [7]. Neste sentido, é de
fundamental importancia para a maior competitividade desta
leguminosa nativa em sistemas de cultivo o isolamento e a
sele¢do de rizobios eficientes quanto a fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN). Rizbbios eficientes quanto a FBN em adesmia,
além de proporcionar uma vantagem adaptativa a leguminosa
com relacdo a outras espécies que venham a competir por
nutrientes, resultardo em menores custos com fertilizantes
nitrogenados minerais.

Visto que bactérias diazotrdficas possuem diferentes
niveis de eficiéncia na FBN, o objetivo do presente do trabalho
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foi autenticar isolados previamente obtidos de nddulos e
rizosfera de A. latifolia, bem como estudar em condi¢des in vitro
a capacidade destes isolados de estimular o crescimento de
plantulas comparativamente a tratamentos controle e estirpes
atualmente recomendadas para a espécie.

2 Metodologia

Foram coletadas amostras de solo rizosférico, situado
imediatamente abaixo dos estolBes de crescimento vegetativo das
plantas de adesmia, desde a superficie do solo, até uma
profundidade de aproximadamente 15 cm. Também foram
coletadas plantas inteiras de adesmia (Adesmia latifolia). Foram
realizadas coletas nos municipios de Correia Pinto-SC e
Eldorado do Sul-RS. O georeferenciamento dos locais de coleta
foram os seguintes: Correia Pinto-SC (Latitude:27°38°35,60",
Longitude: 50°20°04,48"" e Altitude de 855 m); Eldorado do Sul-
RS: (Latitude: 30°05°20,77°, Longitude: 51°41°16,83"" e
Altitude de 37 m).

As plantas de adesmia coletadas inteiras foram separadas
em laboratério em parte aérea e radicular e cuidadosamente
lavadas em A&gua corrente, para posterior destacamento dos
n6dulos. Os nddulos foram destacados, secos em papel toalha e
acondicionados em frascos de vidro, com silica e algoddo para
preservacdo, conforme descrito por [8]. Para a obtencdo de
nodulos a partir das amostras de solo, foi realizada a inoculagdo
com uma suspensdo de 50 g de solo em 100 mL de &gua
destilada estéril. Foram adicionadas aliquotas de 10 mL da
suspensdo dos solos amostrados em plantulas de adesmia
cultivadas em vasos de Leonard [9], com volume de 650 mL. As
plantulas foram obtidas de sementes previamente escarificadas
com lixa n° 100 por 1 minuto, desinfestadas por imersdo das
sementes em &lcool (70%) por 30 segundos, seguido de
hipoclorito de sodio (2,5%) por 30 segundos e sete lavagens
consecutivas com agua destilada esterilizada em autoclave a
120°C por 20 minutos, sendo em seguida armazenadas a
temperatura ambiente (20 a 25 °C) por 24 horas para
germinacao.

As plantulas foram colocadas em vasos de Leonard [9]
com vermiculita e areia (2:1), com solucdo nutritiva Sarruge a
25% [10], em casa de vegetacdo. A inoculagdo com as suspensdo
das amostras de solo foi realizada quando as plantas estavam
com sete dias de emergéncia e com um a trés pares de folhas. A
inoculacdo foi feita adicionando-se 2 mL da suspensdo de solo
por vaso. Aos 45 dias apds a inoculagdo, efetuou-se coleta das
plantas, separando-se a parte aérea do sistema radicular. Apds
lavagem das raizes, os nddulos obtidos em casa de vegetacdo
foram destacados, secos em papel toalha e acondicionados em
recipientes de vidro, com silica e algod&o.

2.1 Maceragdo dos nodulos e obtencao de isolados
Os isolados foram reidratados por 24 horas, em &gua
destilada estéril e mantidos no refrigerador até o dia seguinte.
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Apds a reidratacéo, os nédulos foram macerados separadamente
em tubo de ensaio estéril, com bastéo de vidro esterilizado, em
camara de fluxo laminar. A suspensdo do nédulo macerado foi
inoculada em placas de petri com meio de cultura sélido
levedura-manitol com corante vermelho congo (LMV) [9],
utilizando-se 0 método da gota [11] e do espalhamento [12],
separadamente.

As placas foram incubadas em estufa a 28 °C sendo
examinadas diariamente com o0 auxilio de uma lupa
estereoscopica.  Os isolados bacterianos com colnias com
caracteristicas morfoldgicas persistentes eram inoculados em
outras placas, de modo a se obter coldnias puras com morfologia
persistente. No final do procedimento foram obtidos 17 isolados
bacterianos purificados, listados na tabela 1.

Tabela 1. Relacfo dos isolados obtidos, com os respectivos
municipios de origem e as formas de coleta.

Isolado Localidade Forma de Coleta
UFRGS All Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS Al2 Eldorado do Sul Nodulos
UFRGS Al3 Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS Al4 Eldorado do Sul Nodulos
UFRGS AI5 Eldorado do Sul Amostra de Solo
UFRGS Al6 Eldorado do Sul Nodulos
UFRGS Al7 Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS AI8 Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS Al9 Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS AI10  Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS Al16  Eldorado do Sul No6dulos
UFRGS Al17  Eldorado do Sul Amostra de Solo
UFRGS AI18  Eldorado do Sul Amostra de Solo
UFRGS Al19  Correia Pinto Amostra de Solo
UFRGS AI20  Correia Pinto Amostra de Solo
UFRGS AlI21  Correia Pinto Amostra de Solo
UFRGS Al22  Correia Pinto Amostra de Solo

2.2 Caracterizagdo Morfoldgica dos isolados

Os rizobios

estudados foram

caracterizados

morfologicamente em placas de petri, com meio de cultura
levedura-manitol com vermelho congo (LMV) [9]. Foram
avaliadas caracteristicas referentes ao tamanho, cor, elevagéo,
didmetro, consisténcia e opacidade da col6nia.

Apbs a caracterizacdo fenotipica, cada cultura de rizobios
foi inoculada em trés tubos de ensaio, contendo meio LMV [9].
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Estes tubos inoculados foram armazenados na Colecdo de
Culturas de Rizébios da UFRGS.

2.3 Experimento de autenticacéo e selecéo

Todos os isolados estudados foram submetidos a
avaliacdo da capacidade de formar simbiose com a planta
hospedeira, em um experimento de autenticacdo. Foram
avaliados quanto a capacidade de induzir a formacdo de nédulos
em plantas de adesmia os 17 isolados obtidos com a purificagdo
em placa e 50 rizobios isolados de adesmia, fornecidos pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri-SC) e as estirpes SEMIA 3007, SEMIA 6437 ¢
SEMIA 6438, atualmente recomendadas pelo ministério da
agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA) para a producdo
de inoculantes para adesmia, que foram fornecidas pela Colegéo
de Culturas de Rizdbios da Fundagdo de Pesquisa Agropecuéria
do Rio Grande do Sul (FEPAGRO).

Para efeito de comparacdo, foram conduzidos dois
tratamentos controle ndo inoculados, um controle sem inoculagéo
ndo recebeu a adicdo de N mineral (Controle - N) e o outro
(Controle + N) recebeu a adicdo de aliquota de solugdo de
NHNO; (20 g L™), equivalente & aplicacdo de 100 kg de N ha™.

O estudo foi realizado in vitro, em condicBes de
laboratério, utilizando-se tubos de ensaio de 30 mL, contendo
uma tira de papel toalha e 15 mL de soluc@o nutritiva Sarruge a
25% [10], esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
Em cada tubo foi adicionada uma semente pré-germinada de
adesmia, com o auxilio de uma pinga flambada e em camara de
fluxo laminar. Um dia ap6s, os tubos foram inoculados, em
camara de fluxo laminar, com a adicdo de 1 mL de caldo de
cultura de cada um dos isolados. Para a producédo do in6culo, 0s
rizébios foram crescidos em tubos de ensaio com tampa de rosca,
contendo meio de cultura LM liquido [9] e colocados em
incubador orbital a 28 °C com agitacdo de 120 rpm por sete dias.
O inéculo utilizado apresentava concentracdo celular de 10°
unidades formadoras de colonias por mL (ufc.mL™), observada
conforme metodologia descrita por [13]. Apés a inoculagdo, 0s
tubos foram tampados com buchas de algoddo e colocados em
lampadario com 8 horas de luz por dia, a temperatura ambiente.

O experimento foi composto por 72 tratamentos e trés
repeticdes, sendo 70 tratamentos inoculados com 0s riz6bios
estudados e dois tratamentos controle ndo inoculados: um
tratamento com adi¢do de N mineral (Controle + N) e outro sem
N mineral (Controle - N). Apds 35 dias, as plantas foram
coletadas, sendo quantificadas: a massa fresca total das plantas, o
namero de folhas e de nddulos e o comprimento da parte aérea e
da raiz.
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3 Resultados e discussdes

Na figura 1, s8o apresentadas frequéncias das
caracteristicas fenotipicas dos rizobios isolados no presente
estudo.
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Figura 1: Gréafico de frequéncia de isolados de Adesmia latifolia,
para as caracteristicas morfoldgicas estudadas.

Além das caracteristicas apresentadas na figura 1, todos
0s rizobios isolados de adesmia obtidos no presente estudo
apresentaram col6nias convexas e com bordas regulares, tipicas
de coldnias de rizobios. As caracteristicas de forma, cor,
opacidade, consisténcia, tempo de crescimento, didmetro e
reacdo ao pH sdo tipicas de rizobios, sendo que 14 isolados com
coldnias menores que 2 mm apo6s oito dias de incubacgdo
apresentaram caracteristicas fenotipicas de Bradyrhizobium sp.,
enquanto outros trés isolados, com coldnias de 2 a 4 mm apos
quatro dias de incubacdo apresentaram  caracteristicas
morfolégicas que podem ser relacionadas ao género
Mesorhizobium.

Foi observada a formagdo de nddulos radiculares em 61
diferentes tratamentos, sendo considerados rizébios estes
isolados presentes nas inoculacfes que induziram nodulacéo. Os
primeiros nddulos radiculares surgiram de 7 a 12 dias apés a
inoculacdo e os isolados EEL46210; EEL1010 e UFRGS Al9
foram os de nodulacdo mais abundante ao final dos 35 dias, com
médias de 6,7; 4,3 e 5,7 nddulos por planta, respectivamente. Por
outro lado, a SEMIA 3007 e a SEMIA 6438, atualmente
recomendadas para a composi¢do de inoculantes para adesmia,
apresentaram baixa nodulagdo: média de apenas 1,0 e 0,3 nédulo
por planta, respectivamente. Devido as diferentes nodulagfes
observadas nos 70 diferentes tratamentos, infere-se que é de
fundamental importancia a etapa de selegdo inicial de rizébios
em ambientes axénicos como os do presente estudo, pois devido
a presenca da populacdo de rizébios nativos em condicdes de
campo, esta diferenciacdo quanto a capacidade de nodulacdo
pode ser mascarada.
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Subsequentemente a formacdo dos nodulos observada a
partir do sétimo dia apds inoculagdo, passa a ocorrer 0 processo
de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), executado pela enzima
nitrogenase. Neste processo, ocorre a quebra das moléculas de
gas atmosférico (N,), e o subsequente fornecimento do nutriente
nitrogénio (N) a leguminosa simbionte, apés transformacdo do
gas N, em NHa, assimilavel pelas plantas [14]. Em contrapartida,
a planta fornece ao rizobio protecdo e carboidratos
fotoassimilados, que permitem a sobrevivéncia dos rizébios no
interior dos nédulos.

Dos 70 isolados observados, 38 foram capazes de
incrementar o rendimento de adesmia em ao menos um dos
pardmetros avaliados. Os isolados EEL46210 e EEL1010,
obtidos de nddulos de Adesmia latifolia, coletados no municipio
de Lages-SC e gentilmente cedidos pela Epagri-SC, induziram os
melhores resultados em relagdo a massa fresca total de plantas
(MFT), nidmero de folhas (NF) e comprimento da parte aérea
(PA). Estes isolados (EEL46210 e EEL1010) foram superiores
ao Controle + N, que recebeu dose de N equivalente a 100 kg
N.ha, apresentando, respectivamente, 54% e 25% maior massa
fresca total e 76% e 72% maior comprimento de parte aérea.
Também superaram a SEMIA 6437, a SEMIA com melhor
desempenho no presente estudo, quanto & massa fresca total e ao
comprimento da parte aérea. A inoculagéo com o rizébio UFRGS
Al9, obtido no presente estudo a partir de nddulos de adesmia
provenientes de Eldorado do Sul, também produziu massa fresca
total e nimero de folhas superiores ao Controle +N, bem como
maior massa fresca total que as plantas inoculadas com a estirpe
SEMIAB437. Com os resultados, infere-se que 0s riz6bios
EEL46210 e EEL1010, provenientes de Lages, bem como o
isolado UFRGS Al9, originario de Eldorado do Sul, surgem
como importantes alternativas para futuros estudos de inoculacéo
em adesmia (A. latifolia) em escala mais ampla, primeiramente
em casa de vegetacdo e posteriormente a campo.

Os isolados EEL46210, EEL1010 e UFRGS AI9
produziram a maior quantidade de nédulos e induziram os mais
significativos incrementos quanto aos parametros de rendimento
avaliados. Por estes terem sido todos obtidos pelo processo de
maceracdo de nddulos destacados de raizes de adesmia coletadas
a campo, infere-se que o processo de maceracdo de nddulos
induziu o isolamento de rizobios mais eficientes
comparativamente ao processo de obtencdo de rizobios da
rizosfera. Outras caracteristicas destes isolados de melhor
desempenho é a morfologia tipica do género Mesorhizobium sp.,
enquanto outros de menor eficiéncia apresentaram caracteristicas
tipicas do género Bradyrhizobium sp.

A grande eficiéncia dos isolados EEL46210, EEL1010 e
UFRGS AI9 sob as condi¢Bes do presente estudo, revela uma
perspectiva otimista para préximos estudos, onde deve-se
verificar a manutencdo deste alto rendimento em condigdes
menos isoladas, como ambientes de casa de vegetacdo e a
campo, nos quais estes rizébios serdo submetidos a maiores
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adversidades de sobrevivéncia ao ambiente e de competicdo com
outras bactérias por espaco no sitio de infeccdo radicular.

Em um grupo intermediario, porém com bom rendimento
quanto aos parametros avaliados, estdo os isolados EEL16010B,
EEL47310, UFRGS AI2 e UFRGS AI3. Os tratamentos
inoculados com estes rizébios apresentaram massa fresca total
equivalente ao Controle +N, porém o superaram quanto ao
namero de folhas e comprimento da parte aérea e superaram
também as plantas inoculadas com a SEMIA 6437 quanto ao
comprimento da parte aérea. Outros 11 isolados também
apresentaram nodulacdo, tiveram algum destaque quanto aos
parametros avaliados, porém no presente estudo estdo em um
nivel inferior de rendimento. S80 os casos dos isolados
EEL48910, EEL45610, EEL 0811, EEL 1711, EEL 45210, EEL
45410, EEL 44810, EEL 4010, EEL4110, UFRGS Al7 e UFRGS
Al8.

As plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 6437
apresentaram rendimento satisfatério, superando as do
tratamento Controle + N quanto a massa fresca total e ao nimero
de folhas, além de boa nodulagdo. Com os presentes resultados,
infere-se que a estirpe SEMIA 6437 manteve sua capacidade de
nodulaco e de incrementar o rendimento de adesmia,
mostrando-se vidvel e eficiente para composi¢do de inoculantes
para a espécie estudada.

Nove isolados foram incapazes de nodular adesmia sob as
condicbes do presente estudo. Apesar de apresentarem
caracteristicas de morfologia colonial semelhante a coldnias de
rizébios em meio de cultura, ndo confirmaram a caracteristica de
formar simbiose compativel em adesmia, sendo, portanto,
descartados. Outros 23 isolados induziram a formagdo de
nodulos em raizes de adesmia, porém ndo incrementaram a
massa fresca total das plantas em comparagdo com o tratamento
Controle - N. Apesar de induzirem a formagéo de nodulos, o que
representa um custo fisiolégico para a planta, estas bactérias ndo
foram capazes de incrementar a massa fresca total. Isto indica
que muitos dos nédulos contabilizados ndo foram eficientes em
fixar o N (nitrogénio) atmosférico e assim os custos fisiologicos
destas nodulagbes ndo foram convertidos em aumento de
rendimento das plantas.

Por outro lado, os trés isolados mais eficientes, perante
um universo de 70 isolados estudados, representam
proporcionalmente 4%. Extrapolando esta proporcionalidade
para cultivos de leguminosas, se configura como uma grande
evidéncia a necessidade de se re-inocular as leguminosas
cultivadas com estirpes comprovadamente eficientes, para se
aumentar a proporcdo na rizosfera de bactérias eficientes e assim
maximizar a probabilidade de nodulacdo das raizes por bactérias
selecionadas e com boa capacidade de promover o crescimento
das plantas.

Na figura 2 é apresentado um grafico de frequéncia
referente aos pardmetros de eficiéncia observados nas plantas de
adesmia, inoculadas com os 70 diferentes isolados. [6 - 15]
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também estudaram a nodulagdo de A. latifolia por rizébios, bem
como a eficiéncia da interacdo planta/bactéria quanto ao
incremento do rendimento desta espécie. Ambos 0s autores
verificaram boa nodulacdo, porém baixa eficiéncia quanto ao
incremento da massa seca da parte aérea, comparativamente ao
tratamento controle com adicdo de nitrogénio mineral.
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Figura 2. Grafico de frequéncia para o desempenho dos isolados
de adesmia, comparativamente aos tratamentos Controle, quanto
aos parametros massa fresca total, numero de folhas,
comprimento da parte aérea e comprimento radicular de plantas
de adesmia (Adesmia latifolia). Significancia de 5%, pelo teste de
Scott Knott.

Os parametros apresentados na figura 2 foram avaliados
comparativamente aos tratamentos Controle + e Controle -,
podendo-se observar que dos 70 isolados estudados, trés
superaram o Controle + quanto a massa fresca total, 15 quanto ao
namero de folhas e 10 quanto ao pardmetro comprimento da
parte aérea.

De acordo com [16], em cultivos de leguminosas a
campo, a nodulagdo é fruto de uma competicédo entre os rizébios
presentes no solo e os inoculados. Os noédulos podem ser
formados por bactérias nativas e pouco eficientes ou bactérias
eficientes veiculadas através de inoculantes. Com isto, nem
sempre a estirpe recomendada e veiculada através do inoculante,
é a que forma os ndédulos. Por este motivo, € essencial o
investimento em trabalhos de isolamento e sele¢do de riz6bios
simbiontes, competitivos e eficientes na fixacdo de N
atmosférico, bem como a re-inoculacdo periédica da estirpe
recomendada, para se manter alta a probabilidade de infeccdo da
planta pelo rizébio selecionado para a cultura em questdo. Neste
sentido, do grupo de 70 rizébios testados no presente estudo,
destacam-se dois com grande potencial para futura composicao
de inoculantes para A. latifolia. Sob as condi¢fes do presente
estudo, os rizobios EEL46210 e EEL1010 mostraram-se
superiores as estirpes liberadas para A. latifolia (SEMIAS) e
surgem como possiveis alternativas para a composicdo de
inoculantes comerciais para esta leguminosa nativa.
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4 Conclusdes

Dentre os 70 isolados estudados, 61 foram capazes de
nodular Adesmia latifolia, sendo 38 eficientes em estimular o
crescimento das plantas.

Os isolados EEL46210, EEL1010 e UFRGS AIl9 séo os
mais promissores quanto ao crescimento e desenvolvimento de
A. latifolia e apresentam caracteristicas morfolégicas tipicas do
género Mesorhizobium sp.

ISOLATION, AUTHENTICATION AND SELECTION OF
ADESMIA RHIZOBIA

ABSTRACT: The adesmia (Adesmia latifolia) is a native legume
from southern Brazil, which presents some growth characteristics
and interesting adaptation for its cultivation as forage species.
The objective of this study was to isolate, identify and
authenticate infective and efficient rhizobia for adesmia. Based
on morphological and physiological characteristics colonies with
rhizobial features were isolated and identified. Three lineages
recommended for adesmia (SEMIA 3007, SEMIA 6437 and
SEMIA 6438), and 50 rhizobia isolates from A. latifolia,
provided by Epagri-SC were also studied. 17 bacterial isolates
were obtained. In the experiment for authentication, 61 strains
were able to nodulate adesmia and 38 were able to increase the
plants total fresh mass. Plants inoculated with EEL46210 and
EEL1010 isolated exceeded the Control + N treatment and
SEMIAG437 treatment for the parameters total fresh mass, leaf
number and shoot length.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation (BNF). Symbiosis. Adesmia latifolia.
Native Pasture.
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