Promociio do crescimento de espécies de Adesmia por
rizobactérias de nodulos produtoras de addo indolacético’
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Resumo — As espécies de Adesmia encontradas no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina apresentam alta qualidade
forrageira e podem ser utilizadas em programas de melhoramento de campos nativos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a promogao do crescimento em espécies de adésmia por rizobactérias produtoras de acido indolacético (AIA).
Foram utilizados sete isolados de bactérias de nédulos de adésmia e pertencentes a colecao de rizobactérias da Epagri.
Avaliaram-se a producdo de AIA in vitro e a promogdo de crescimento vegetal pelos isolados em Adesmia latifolia, A.
psoraleoides, A. riograndensis e A. tristis. Os isolados bacterianos utilizados sao especificos para nodulacao em A. latifolia.
Os resultados obtidos demonstraram uma producao varidvel de AIA pelos diferentes isolados. O numero de folhas
bifoliadas e o comprimento dos brotos nao sao afetados pelos isolados utilizados neste trabalho. Os efeitos dos isolados
de bactérias de nédulos na promogao do crescimento variaram em fungao da interagdo com as diferentes espécies de
adésmia. O isolado EEL0710 promove maior crescimento em Adesmia latifolia, A. psoraleoides e A. tristis. O isolado EEL1710A
promove maior crescimento em A. riograndensis. O nivel endégeno de acido indolacético ndo apresenta uma relacao
direta na promogao do crescimento das espécies de Adesmia.

Termos para indexagao: Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis, A. tristis, auxinas.

Growth promotion in Adesmia species by nodule rhizobacteria
producing indolyl acetic acid

Abstract — The Adesmia species found in Rio Grande do Sul and Santa Catarina have high nutritional quality and may be
used in breeding programs of native grasslands. The aim of this study was to evaluate the growth promotion in Adesmia
species by rhizobacteria producing indolyl acetic acid (IAA). Seven isolates of bacteria from nodules of Adesmia latifolia
from the Epagri collection of rhizobacteria were used. These were analyzed for production of indolyl acetic acid and
promotion of plant growth in A. latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis and A. tristis. The results showed a variable
production of IAA by different isolates used. The isolates produced different effects in promoting the growth of different
species of Adesmia. The bacterial strains used are specific for nodulation in A. latifolia. Leaf number and length of two-
leaved shoots are not affected by the isolates used in this study. The effects of bacteria isolated from nodules in promoting
growth varied depending on the interaction with the different species of Adesmia. EEL0710 strain promotes increased
growth in A. latifolia, A. psoraleoides and A. tristis. EEL1710A strain promotes increased growth in A. riograndensis. The
level of endogenous IAA has no direct relationship in promoting the growth of Adesmia species.

Index terms: Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis, A. tristis, auxins.

Introducao

As leguminosas nativas se
caracterizam por sua qualidade
forrageira e sua capacidade de
adaptacao e de fixacao de nitrogénio
em simbiose com rizébio. Isso lhes
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confere uma fungdo importante de
aporte de nitrogénio ao ecossistema e
de contribuicdo na dieta de
ruminantes. Nos campos nativos do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina
podem ser encontradas 13 espécies de
leguminosas do género Adesmia. Essas

espécies de Adesmia apresentaram
grande potencial na producao de
forragem para ruminantes e sdo
adaptadas a temperaturas baixas e
geadas, que ocorrem na Regido Sul
(Miotto & Leitao Filho, 1993).

! Nota de revisdao: E comum a ocorréncia do termo indolacético, que sera mantido neste texto, embora a forma reconhecida pelo Vocabulario
Ortogréfico da Lingua Portuguesa seja indolilacético.
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As espécies de adésmia vém sendo
estudadas quanto a seu potencial de
uso forrageiro. Dessas espécies,
Adesmia latifolia e A. tristis
apresentaram niveis consideraveis de
proteina bruta e digestibilidade. A
espécie A. puntacta apresentou, junto
com A. latifolia, boa particao da
biomassa nas folhas e acimulo de
forragem (Dias, 2003; Scheffer-Basso et
al., 2001). Outros trabalhos com A.
latifolia e A. araujoi também foram
efetuados para avaliar os efeitos na
producao de forragem com a
inoculagdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio (Scheffer-Basso et al., 2000;
2001). Em Santa Catarina, os estudos
ainda sdo incipientes em relacdo a
selecdo de isolados eficientes na
fixacao biolégica de nitrogénio,
limitados a experimentos em
condigdes in vitro e em casa de
vegetagao (Muniz et al., 2009a; 2009b).

A maioria dos estudos, como os
citados acima, relaciona a promocao
de crescimento em adésmia a fixacdo
de nitrogénio por rizobactérias.
Outros mecanismos de promogao de
crescimento das plantas pelas
rizobactérias, como a producdo de
fito-hormonios do tipo auxina, nao
vém sendo pesquisados.

O objetivo deste trabalho foi
avaliar o nivel de produgao de acido
indolacético (AIA) e a promogdo do
crescimento em espécies de adésmia
por rizobactérias de nédulos.

Materiais e métodos

Sete isolados de bactérias de
ndédulos provenientes do sistema
radicular de Adesmia latifolia
pertencentes a colecao do Laboratério
de Biotecnologia da Epagri/Estacao
Experimental de Lages foram testados
de outubro a novembro de 2010.
quanto a: producao de AIA in vitro,
nodulagdo e promogao de crescimento
de Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A.
riograndensis e A. tristis.

A avalia¢ao da producao da auxina
AIA foi realizada de acordo com o
método colorimétrico de Asghar et al.
(2002). Os isolados de rizobactérias
foram cultivados em meio de cultura
AML (4gar-manitol-levedura) com
triptofano (50mg/L) por 72 horas a
28°C sob agitacdo a 120rpm. Apos esse
periodo, uma aliquota de 50pl da

Agropecuaria Catarinense, v.24, n.1, mar. 2011

suspensao bacteriana foi adicionada
em microplacas de poliestireno com 96
pocos. Em seguida, foi adicionado o
reativo de Salkovski e a suspensao foi
incubada a temperatura ambiente por
uma hora. As reagdes que mudaram
de coloragdao de amarelo para rosa
indicaram a producao de AIA. A
concentragdo de AIA dos isolados foi
estimada a partir do ajuste a curva de
regressao obtida a partir da incubacao
de meio AML com quantidades
conhecidas de AIA sintético (zero, 25,
50, 100 e 150ng/L). O delineamento
experimental utilizado foi
completamente casualizado, com
quatro repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as
médias, ao teste de Scott-Knott (p <
0,05).

No experimento seguinte, os
isolados testados quanto a producao
de AIA foram inoculados em quatro
espécies do género Adesmia para
avaliacdo da formacdo de nédulos e
promocdo de crescimento vegetal.
Meio de cultura de Jensen (0,1%)
(Jensen, 1942) foi preparado e
acondicionado em tubos de ensaio de
25 x 200mm com um retangulo de
papel-filtro de 15 x 25mm. Sementes
das espécies Adesmia latifolia, A.
psoraleoides, A. riograndensis e A. tristis
foram desinfestadas com hipoclorito
de sédio (3%) por cinco minutos sob
agitacdo de 120rpm e postas para
germinar sob papel-filtro em placas de
Petri. As sementes pré-germinadas
com radicula de aproximadamente

lcm foram alocadas nos tubos com
meio de Jensen e inoculadas com 100u1
do caldo bacteriano crescido em meio
AML. A avaliacdo ocorreu 25 dias
ap6s a transferéncia das plantulas para
os tubos. As varidveis analisadas
foram nidmero de nédulos (NNOD),
comprimento da raiz priméria (CRP),
nuamero de raizes secundarias (NRS),
comprimento dos brotos (CB), ntimero
de folhas bifoliadas (NFB), biomassa
fresca da parte aérea (BFPA) e da raiz
(BFR). O delineamento experimental
utilizado foi completamente
casualizado com dois fatores e seis
repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as
médias ao teste Tukey (p < 0,05).

Resultados e discussao

Os isolados EEL1210 e EEL1810
produziram mais AIA que os demais
isolados e a estirpe SEMIA6437. Ja os
isolados EEL 2210, EEL1710, EEL0710
e EEL1910 produziram mais AIA que
a estirpe SEMIA6437 (Figura 1).

A nodulagdo ocorreu apenas na
espécie A. latifolia, mas o NNOD néo
foi significativo (Tabela 1). A
ocorréncia de nédulos somente nessa
espécie demonstra que existe
especificidade hospedeira entre os
isolados e a planta hospedeira. Esse
resultado diverge do encontrado no
trabalho de Mayans et al. (2006), em
que foi observado que as bactérias
formadoras de nédulos em espécies de
adésmia ndo apresentaram es-»p
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Nota: Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 1. Producao de acido indolacético de bactérias de nédulos de A. latifolia
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Tabela 1. Numero de nédulos (NNOD) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repetigdes)

Isolado A. latifolia™ A. psoraleoides A. riograndensis  A. tristis
EEL1210 4,50 - - -
EEL0710 3,00 - - -
EEL1710A 2,50 - - -
EEL1810 1,67 - - -
SEMIA6437 1,67 - - -
EEL1910 1,57 - - -
EEL2210 0,50 - - -
NIO - - - -

M Testemunha nao inoculada.

s Diferenca nao significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

pecificidade em relacao a planta
hospedeira.

O CRP de A. latifolia foi maior com
os isolados EEL1210 e EEL1710A,
enquanto os isolados EEL2210 e
EEL0710 prejudicaram o crescimento
radicular (Tabela 2). O isolado
EEL1810 e a estirpe SEMIA6437
proporcionaram um CRP inter-
mediario. O isolado EEL1910 ndo teve
nenhum efeito sobre o CRP. O CRP
de A. psoraleoides foi maior com os
isolados EEL1810 e EEL1210. Os
isolados EEL1710A e EELO0710
proporcionaram um CRP inter-
mediario, enquanto o CRP foi nulo
com a estirpe SEMIA6437. Os isolados
EEL1910 e EEL2210 levaram a uma
diminuicao do CRP de A. psoraleoides.
O CRP em A. riograndensis foi maior
com o isolado EEL1210. O isolado
EEL1810 proporcionou um incre-
mento no CRP quase nulo, enquanto
os demais isolados tiveram efeito
negativo ou nulo sobre o CRP de A.
riograndensis. O isolado EEL1710A néo
teve nenhum efeito sobre o CRP de A.
tristis, mas os demais isolados e a
estirpe SEMIA6437 levaram a uma
diminuicdo significativa do CRP dessa
espécie (Tabela 1).

Os efeitos variaveis dos diferentes
isolados sobre as diferentes espécies
de adésmia ocorreram possivelmente
porque a inibigdo ou a estimulagao da
elongacdo da raiz primaria depende
da interacao entre o genétipo da planta
e o do microrganismo inoculado
(Dodd et al., 2010). Desse modo, AIA
produzido por rizobactérias pode
aumentar ou diminuir a elongacao
radicular priméria, como observado
em genotipos de feijao (Remans et al.,
2008).
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Plantas de A. latifolia inoculadas
com o isolado EEL0710 apresentaram
menor NRS, enquanto os demais
isolados ndo afetaram essa variavel
(Tabela 3). O NRS de A. psoraleoides foi
maior em plantas inoculadas com os
isolados EEL1710A, EEL1810,
EEL1210 e EEL0710 do que com os
demais. A estirpe SEMIA6437
proporcionou um ntmero inter-
mediario de raizes em A. psoraleoides.
Os isolados EEL2210 e EEL1910 nao
afetaram o namero de raizes nessa
espécie. O maior NRS em A.
riograndensis foi obtido com o isolado
EEL1810. Os isolados EEL1210 e a
estirpe SEMIA6437 proporcionaram
NRS intermediario, enquanto os
isolados EEL1710A, EEL1910 e
EEL0710 apresentaram menor NRS
nessa espécie. O isolado EEL2210 nao
teve efeito no NRS de A. riograndensis.
O maior NRS em A. tristis foi obtido
com o isolado EEL1710A. Os isolados
EEL1810 e EEL0710 proporcionaram
um incremento intermediario no NRS

nessa espécie. Os demais isolados ndo
tiveram nenhum efeito sobre o NRS de
A. tristis (Tabela 2). O efeito variavel
que ocorreu dos isolados nos
diferentes géneros de adésmia
também foi decorrente da interagao
entre os gendtipos da planta
hospedeira e o microrganismo (Dodd
et al., 2010). Essa variagao foi
comprovada em estudos com
inoculacao de Azospirillum e Klebsiella
em raizes de arroz, nos quais
diferentes concentra¢des induziram o
desenvolvimento de raizes laterais
(Glick, 1995; El-Khawas & Adachi,
1999).

A BFR de A. latifolia foi maior em
plantas inoculadas com o isolado
EEL0710 do que com os demais
isolados (Tabela 4). A producdo de
BFR foi intermedidria com os isolados
EEL1710A, ELL1210 e EEL1910 nessa
espécie, enquanto com os isolados
EEL1910 e a estirpe SEMIA6437 a
producao de MVR foi menor. O
isolado EEL2210 teve efeito negativo
na MVR de A. latifolia. O isolado
EEL0710 nao teve nenhum efeito sobre
o BFR em A. psoraleoides, enquanto os
outros isolados proporcionaram
efeitos negativos. A maior producao
de BFR em A. riograndensis foi obtida
com o isolado EEL1710A. O isolado
EEL1810 levou a um incremento
intermediario de BFR nessa espécie, ao
passo que os demais isolados
apresentaram menores valores de
aumento na BFR. A estirpe
SEMIA6437 nao causou nenhum efeito
sobre a BFR de A. riograndensis. O
maior valor de BFR de A. tristis foi
constatado em plantas inoculadas com

Tabela 2. Comprimento da raiz priméria (CRP) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repetigoes)

Isolado A. latifolia  A. psoraleoides A. riograndensis  A. tristis
mm
EEL1710A 64,83 a 87,17 b 38,33 cd 68,17 a
EEL1810 49,17 b 103,50 a 49,33 b 54,00 b
EEL1210 68,33 a 103,83 a 64,67 a 39,83 d
SEMIA6437 53,33 b 71,00 c 40,67 ¢ 53,33 b ¢
EEL2210 30,66 d 23,33 e 23,17 e 30,50 e
EEL1910 40,17 ¢ 45,50 d 33,00 d 48,17 ¢
NI® 42,83 b c 68,17 ¢ 43,00 b c 68,17 a
EEL0710 27,17 d 93,83 b 42,17 ¢ 53,83 b ¢

) Testemunha nao inoculada.

Nota: Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Ntimero de raizes secundarias (NRS) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repetigdes)

Isolado A. latifolia  A. psoraleoides  A. riograndensis A. tristis
EEL1710A 6,83 a 15,83 a 3,67bc 19,83 a
EEL1810 6,83 a 15,17 a 12,33 a 1533 ab
EEL1210 5,67 a 14,03 a 5,67 b 7,50 d
SEMIA6437 5,67 a 5,67 b 5,67 b 5,67 d
EEL2210 4,17 a 2,33 ¢ - 5,00 d
EEL1910 3,50 a 1,00 ¢ 1,50 ¢ 12,00 ¢
NI® 3,00 a 2,17 ¢ - 6,00 d
EEL0710 1,17 b 10,33 a 1,50 ¢ 15,17 b

() Testemunha nado inoculada.

Nota: Médias com a mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

EEL0710. Os isolados EEL1710A,
EEL1910 e EEL1210 ndo tiveram efeito
sobre a BFR dessa espécie. Os isolados
EEL2210, EEL1810 e SEMIA6437
causaram efeitos negativos sobre a
BFR de A. tristis (Tabela 3). Os efeitos
variaveis obtidos dos isolados sobre
as espécies de adésmia ocorreram de
modo similar aos resultados obtidos
com CRP e NRS. Essa variacao
também foi observada com diferentes
isolados de Enterobacter utilizados em
cana-de-acucar cultivada in vitro
(Mirza et al., 2001).

A BFPA de A. latifolia foi maior com
a inoculag¢do do isolado EEL0710
(Tabela 5). Os isolados EEL1710A,
EEL1210 e EEL1910 proporcionaram
um incremento intermediario da
BFPA nessa espécie. Os isolados
EEL1810 e EEL2210 nao tiveram
nenhum efeito sobre a producao de
BFPA de A. latifolia. A BFPA de A.
psoraleoides foi maior com os isolados
EEL1810, EEL1210 e EEL0710. Os
isolados EEL1910 e EEL2210 néo
tiveram efeito sobre a BFPA, enquanto
a estirpe SEMIA6437 e o isolado
EEL1710 diminuiram a producao de
BFPA dessa espécie. A BFPA em A.
riograndensis foi maior com o isolado
EEL1710A. Os isolados EEL1810,
EEL1210, EEL0710 levaram a um
incremento intermediario de BFPA
nessa espécie. A BFPA de A. tristis foi
maior com os isolados EEL1710A,
EEL1810, EEL0710, EEL1910 e
EEL1210. Os demais isolados nédo
tiveram nenhum efeito sobre a BFPA
dessa espécie (Tabela 5). Os efeitos
variaveis obtidos dos isolados nas
diferentes espécies de adésmia
também foram similares aos
resultados obtidos com CRP, NRS e
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BFR. Essa variagdo foi semelhante a
observada em trabalhos com a BFPA
em Vigna radiata, em que o efeito dos
isolados dos Bacillus diferiu em sua
interagao com o hospedeiro (Ali et al.,
2009a). O efeito da interagdo do
genétipo vegetal e microbiano

também afetou a produgdo da parte
aérea em trigo, no qual os isolados de
Pseudomonas e Bacillus obtiveram
diferentes desempenhos na cultura de
trigo (Ali et al., 2009Db).

Os resultados obtidos do ensaio in
vitro com relacdo ao NFB encontram-
-se na Tabela 6. Nesse ensaio foi
observado um maior nimero em A.
tristis do que em A. psoraleoides. No
entanto, A. latifolia e A. tristis ndo
diferiram em NFB entre si e em
comparacdo com A. riograndensis e A.
psoraleoides. Os isolados ndo pro-
moveram nenhum efeito sobre a
produgao de folhas dessas espécies de
adésmia. A variacdo do NFB foi
decorrente da variabilidade genética
existente entre as espécies (Dias, 2003).

O CB nao foi signficativo, mas
variou conforme a espécie de adésmia,
provavelmente devido as carac-
teristicas de cada espécie da planta e
ndo devido ao efeito proporcionado®

Tabela 4. Biomassa fresca de raizes (BFR) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repetigoes)

Isolado A. latifolia  A. psoraleoides  A. riograndensis  A. tristis
.. mg
EEL1710A 16,03 a b 4,20 d 23,60 a 16,00 b
EEL1810 12,00 ¢ 910bc 16,77 b 12,83 c
EEL1210 14,53 b c 7,27 ¢ 9,77 ¢ 13,67 b
SEMIA6437 5,60 c 5,60 c 5,60 d 5,60 d
EEL2210 14,87 d 10,60 b 9,03 ¢ 11,17 c
EEL1910 9,53 b c 1,27 d 11,03 ¢ 14,17 b
NI® 14,70 cd 1343 a 5,60 d 13,33 b
EEL0710 17,60 a 12,93 a 11,93 ¢ 19,33 a

@ Testemunha ndo inoculada.
Nota: Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <0,05).

Tabela 5. Biomassa fresca da parte aérea (BFPA) em diferentes espécies de Adesmia
(médias de 6 repetigdes)

Isolado A. latifolia  A. psoraleoides A. riograndensis A. tristis
s
EEL1710A 50,50 a b 8,83 d 46,00 a 19,50 a
EEL1810 44,00b c 38,17 a 14,00 b 20,50 a
EEL1210 45,50 b 41,17 a 14,33 b 21,00 a
SEMIA6437  4140bc 21,83 ¢ 11,50 b ¢ 14,83 b
EEL2210 34,00 c 28,17 b 10,83 ¢ 14,17 b
EEL1910 44,47 b 31,00 b 13,00 b ¢ 19,00 a
NI® 37,83 ¢ 33,00 b 10,00 ¢ 15,00 b
EEL0710 53,67 a 39,83 a 13,50 b 20,83 a

) Testemunha nao inoculada.
Nota: Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Tabela 6. Numero de folhas bifoliadas (NFB) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repeticdes)

Isolado  A. latifolia™  A. psoraleoides™ A. riograndensis™ A. tristis™
EEL1710A 4,83 3,17 3,33 3,00
EEL1810 3,70 2,67 3,83 6,33
EEL1210 4,50 5,00 4,00 4,00
SEMIA6437 2,87 1,85 3,83 3,83
EEL2210 3,37 1,87 3,02 5,00
EEL1910 4,68 1,20 4,62 4,52
NI® 1,55 2,68 2,18 3,83
EEL0710 3,35 3,33 3,85 4,67

0 Testemunha nao inoculada.

s Diferenca nao signficativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 7. Comprimento de brotos (CB) em diferentes espécies de Adesmia

(médias de 6 repeti¢oes)

Isolado A. latifolia™ A. psoraleoides™ A. riograndensis™ A. tristis"
mm
EEL1710A 39,00 37,00 25,00 37,83
EEL1810 22,33 26,67 22,50 33,00
EEL1210 31,17 29,00 21,33 29,00
SEMIA6437 28,50 23,83 19,67 33,00
EEL2210 33,83 24,17 30,17 36,33
EEL1910 41,17 18,17 29,60 33,17
NI® 32,50 30,83 18,67 39,00
EEL0710 37,00 36,83 32,50 40,83

M Testemunha nao inoculada.

s Diferenca nao signficativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

pelos isolados bacterianos (Tabela 7).
A espécie A. tristis apresentou o maior
CB, mas foi superior apenas a A.
riograndensis.

Conclusoes

Os isolados bacterianos utilizados
sdo especificos para nodulacao em A.
latifolia. O ntmero de folhas bifoliadas
e o comprimento de brotos nao sao
afetados pelos isolados utilizados
neste trabalho.

Os efeitos dos isolados de bactérias
de ndédulos na promogao do
crescimento variam em func¢do da
interagdo com as diferentes espécies de
adésmia.

Oisolado EEL0710 promove maior
crescimento em Adesmia latifolia, A.
psoraleoides e A. tristis. O isolado
EEL1710A promove maior cres-
cimento em A. riograndensis.

O nivel endégeno de é&cido
indolacético ndo apresenta uma
relacdo direta na promogao do
crescimento das espécies de adésmia.
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