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ESPECIFICIDADE HOSPEDEIRA DE RIZOBIOS AUTOCTONES DOS
SOLOS DO RIO GRANDE DO SUL, DOS ISOLADOS DE Lotus corniculatus,

L.glaber e L. uliginosus !

Autor: Silviane Barra Ferreira

Orientador: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

O estudo da simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico especificamente os rizébios é de grande importancia
para o desenvolvimento de tecnologias que facilitem a adaptacdo de novas
espécies, aumentem a produtividade e diminuam os custos de produgcdo com o
minimo impacto ao solo e o ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade dos rizobios isolados de plantas de Lotus corniculatus, L. glaber e
Lotus uliginosus, autoctones de solos do Estado do Rio Grande do Sul, em
estabelecer simbiose em diferentes plantas hospedeiras. Estes isolados foram
caracterizados fenotipicamente e testados quanto a capacidade de
solubilizacdo de fosfato de calcio dibasico. ApOs essa etapa, os isolados foram
avaliados, quanto a capacidade de induzir a formacdo de nddulos e a fixar
biologicamente nitrogénio em plantas de Lotus corniculatus (cornichdo), L.
glaber, L. uliginosus, Desmodium incanum (pega-pega), Macroptylium
atropurpureum Siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-preto), Mucuna deeringiana
(mucuna-and) e Cicer arietinium (grédo-de-bico). Esse fato evidenciou que a
baixa especificidade hospedeira € uma caracteristica bastante encontrada
entre os rizobios estudados. Os rizobios isolados mais promissores nessa
etapa foram avaliados quanto a eficiéncia simbidtica em plantas de feijao preto
em experimento em casa de vegetacdo. Avaliou-se 0 nimero e a massa seca
dos nddulos e a parte aérea das plantas. As bactérias fixadoras de nitrogénio
podem contribuir de forma significativa com maior fornecimento de N para a
planta e, consequentemente, com aumento de massa seca da planta como
demonstrado nesse trabalho. Existe grande variacdo na especificidade
hospedeira de rizdébios autdctones isolados de plantas de L. corniculatus, de L.
glaber e de L. uliginosus.
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HOST SPECIFICITY OF RHIZOBIA NATIVES OF SOIL SOUTHERN RIO
GRANDE DO SUL, OF ISOLATES FROM Lotus corniculatus, L. uliginosus
AND L. glaber

Author: Silviane Barra Ferreira

Adviser: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de S&

ABSTRACT

The study of the symbiosis of legumes plants and atmospheric nitrogen fixing
bacteria, specifically rhizobia, has great importance to the development of
technologies that facilitate the adaptation of new species, increase productivity
and reduce production costs with minimal impact to the soil and environment.
The objective of this study was to evaluate the ability of rhizobia, native from
soils of Rio Grande do Sul State, in establishing symbiosis in different host
plants. These isolates were phenotypically characterized and tested for dibasic
calcium phosphate solubilization capability. After this step the isolates were
evaluated for their ability to induce the nodule formation and nitrogen fixation in
birds foot trefoil plants (Lotus corniculatus), Lotus glaber, Lotus uliginosus,
‘pega-pega” (Desmodium incanum), Siratro (Macroptylium atropurpureum)
black beans (Phaseolus vulgaris), dwarf velvet bean (Mucuna deeringiana) and
chickpea (Cicer arietinium) The most promising isolates were evaluated for
symbiotic efficiency of black bean plants in an experiment in a greenhouse. We
evaluated the number of nodules, dry mass of the nodules and the shoot. There
is wide variation in the host specificity of indigenous rhizobia of birds foot trefoil
plants (L. corniculatus), L. glaber and L. uliginosus. The rhizobia from Lotus sp
plants are able to form symbiosis with plant Desmodium incanum, Macroptylium
atropurpureum, Phaseolus vulgaris, Mucuna deeringiana and Cicer arietinium.
The nitrogen fixing bacteria may contribute significantly to higher N supply to
the plant and hence with increased dry weight of the plant as demonstrated in
this work The low host specificity is a characteristic frequently found among the
rhizobia isolates of birds foot trefoil plants (L. corniculatus), L. glaber and L.
uliginosus.

Keywords: nodulation - rhizobia - specificity
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1. INTRODUCAO

A interacdo simbidtica entre leguminosas e bactérias diazotréficas
(ou fixadoras de nitrogénio) conhecidas como rizdbios, ocorre devido a
compatibilidade entre a planta hospedeira e bactéria simbionte. No entanto,
esta interacdo apresenta diferentes graus de compatibilidade, podendo variar
de alta especificidade, quando determinado rizébio induz a nodulacdo e realiza
a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) em uma Unica espécie de planta, até
baixa especificidade, quando possui multiplas plantas hospedeiras. Os rizobios
com baixa especificidade podem ser eficientes na FBN com diversas
leguminosas ou, entdo, apresentarem ineficiéncia total. A populacéo de rizébios
nativos de um solo pode ser menos eficiente na FBN em plantas cultivadas do
gue as estirpes introduzidas via inoculacdo, podendo-se estabelecer uma
simbiose ineficiente com a leguminosa, o que dificulta a adaptagao.

Logo, o estudo da simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras

de nitrogénio atmosférico é de grande importancia para o desenvolvimento de



tecnologias que facilitem a adaptacdo de novas espécies, aumentem a
produtividade e diminuam os custos de producdo com o minimo de agressao
ao solo e ao meio ambiente, e o desenvolvimento de plantas exoticas.

Para tanto, este trabalho fundamentou-se na hipGtese que existem
isolados de rizobios de plantas de Lotus corniculatus (cornichdo), Lotus glaber,
Lotus uliginosus autéctones nos solos do Estado do Rio Grande do Sul
simbiontes de plantas que possuem uma especificidade hospedeira.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade desses rizébios,
autéctones de solos do Estado do Rio Grande do Sul quanto a capacidade de
estabelecer simbiose com diferentes plantas hospedeiras, tais como: Lotus
corniculatus (cornichdo), Lotus glaber, Lotus uliginosus, Desmodium incanum
(pega-pega), Macroptylium atropurpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-

preto), Mucuna deeringiana (mucuna-and) e Cicer arietinium (grao-de-bico).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas dos RizoObios

Séao consideradas bactérias Gram-negativas, aerébicas obrigatorias,
apresentam forma de bastonetes, ndo formam endOsporos, e possuem
tamanho variado entre 0,5-0,9 por 1,2-3um (Somasegaran e Hoben, 1994). O
numero e a posi¢do de flagelos dependem do género (Somasegaran e Hoben,
1994). Sao bactérias geralmente quimiorganotréficas, com excecao de algumas
espécies de Bradyrhizobium japonicum, que sdo quimiolitotréficas (Moreira e
Siqueira, 2006).

Os rizébios sdo bactérias conhecidas devido a sua capacidade de
fixar o nitrogénio atmosférico quando em simbiose com plantas da familia das
leguminosas (Graham, 2008). Segundo Cardoso e Freitas (1992) e De
Carvalho et al. (2008), os rizObios seriam parasitas extremamente refinados,
gue por meio de uma evolugdo conjunta com o hospedeiro transforma o
processo parasitario em simbiético, causando muito mais beneficio do que

danos.



Para Peres (1979), a escolha de estirpes de rizbbios que
apresentam baixa especificidade é recomendavel, uma vez que a variabilidade
genética entre os cultivares de leguminosas tem sido apontada como uma das

causas que afetam a eficiéncia FBN das estirpes durante a simbiose.

2.1.1. Especificidade hospedeira

A especificidade é uma habilidade que uma estirpe de rizébio tem
em induzir a nodulacao, e fixar ou ndo nitrogénio quando esta em associacao
com cultivares ou espécies de plantas hospedeiras especificas. Conforme
estudos de Peres et al. (1993), essa especificidade é considerada uma
importante caracteristica em programas de selecéo de estirpes.

Segundo Neves et al. (1996) e De Carvalho (2008) ndo € uma regra
as espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium apresentarem um alto grau de
especificidade em relagcdo ao hospedeiro, mas sim uma excec¢ao. Ou seja, as
espécies de plantas hospedeiras sdo normalmente colonizadas por mais de um
género de Rhizobium ou Bradyrhizobium, realizando o processo de fixacao
biolégica do nitrogénio. Logo € mais comum as espécies apresentarem um

grau baixo de especificidade.

2.2 Fixacéo Biologica do Nitrogénio

Nas plantas o nitrogénio (N) € um componente responsavel por
varias reacfes além de fazer parte da estrutura da clorofila, de enzimas e
proteinas. Por ser um elemento essencial, seu balanco afeta a formacao de
raizes e o crescimento foliar. A consequéncia disso é a diminuicdo do

crescimento das plantas e da produtividade (Taiz e Zieger, 2004).
4



Assim, a disponibilizacdo de nitrogénio para as culturas pode ocorrer
de forma diferenciada de acordo com cada espécie vegetal. Este nutriente
pode ser absorvido do solo na forma de amdnia em (NH;") ou de nitrato (NO3),
ou ainda através do nitrogénio atmosférico (N,) por fixacdo bioldégica. Nas
leguminosas o N é absorvido na forma de N e transformado NH, através do
processo simbidtico com bactérias (Taiz e Zieger, 2004). Essa associacao € a
simbiose entre plantas leguminosas e bactérias do género Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Photorizobium, Sinorhizobium (Taiz e Zieger,
2004).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) envolve uma sucessdo de
processos, comecando com a adaptacdo da bactéria a planta até a fixacdo de
nitrogénio atmosférico. A nodulacdo pode ocorrer em aproximadamente duas
horas ap0s o contato da bactéria com as raizes. Os nddulos primarios se
desenvolvem em regides de alongamento e nas zonas de formacdo de
pequenos pelos radiculares, considerada a regido preferencial para a fixacao

da bactéria (Taiz e Zieger, 2004).

2.3 Simbioserizobio-leguminosa

A simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico é amplamente aceita como alternativa a fertilizacdo quimica, ndo
interferindo e causando danos ao ecossistema (Holt, 1994). Sendo assim, 0s
rizébios que sdo bactérias com grande capacidade de formar nédulos em
raizes e caules de leguminosas possuem um papel importante na agricultura
sustentavel. Devido a essa importancia ecolégica e econémica dos rizébios, a

diversidade dessas bactérias tem sido investigada extensivamente e a
5



classificacdo taxiondmica dos rizobios vem se alterando significativamente ao
longo dos anos (Liu etal., 2005).

H& uma formacdo de nodulos, que ocorre durante a FBN que é
controlada, em grande parte, pela troca de sinais entre 0s rizobios e a planta
hospedeira. Devido a diversidade de compostos e metabdlicos secundarios que
compdem os exsudados radiculares, as plantas podem enviar um niamero bem
distinto de sinais. Esses sinais sédo altamente especificos entre 0 hospedeiro e
o0 simbionte, pois diferem consideravelmente entre as leguminosas, e esta
especificidade possibilita que os rizobios simbiontes identifiquem seus
hospedeiros especfficos (Bais, et al., 2004).

A simbiose rizObio-leguminosa € entre os sistemas biolégicos capaz
de aproveitar o nitrogénio diretamente da atmosfera, tornando-se a mais
especializada, pois é esse processo de promocao de crescimento vegetal o
mais estudado nas bactérias associativas e endofiticas, sendo bastante
conhecida a contribuicdo de bactérias conhecidas como noduliferas para a
nutricdo de leguminosas (Holt, 1994).

No Rio Grande do Sul, hd uma grande diversidade de espécies de
plantas pertencentes a familia das leguminosas (Pereira, et al., 2008). Segundo
os autores Vargas (1997), Hungria (1998) e Frizzo (2007), dentre as
subfamilias de leguminosae a papilionoideae, e a familia Fabaceae é a que
representa 0 grupo mais numeroso € com maior nimero de espécies capazes
de formar nédulos. Nesta familia estdo importantes plantas produtoras de graos
para a alimentacdo humana e animal, como o Phaseolus vulgaris (feijao),

Pisum sativum (ervilha) e Glycine max (soja), para a producédo de forragens,



como a alfafa (spp.), os Lotus spp (cornichdes), os Triflolim spp (trevos) e
Desmodium incanum (pega-pega), para a producdo de adubos verdes como a
Stizolorhibium spp (mucuna), o Cajanus cajan (guandu) e a Vicia sativa
(ervilhaca).

Das associacfes entre plantas e bactérias diazotréficas a simbiose
entre leguminosas e rizébios é a mais eficiente na fixacdo biolégica de
nitrogénio. Segundo Moreira e Siqueira (2006), os teores de nitrogénio no
tecido das leguminosas sdo maiores que em plantas de outras familias. Uma
planta leguminosa sem associacdo com rizdbios, necessita que 0 nitrogénio
esteja disponivel no solo. No entanto, quando o rizobio realiza uma simbiose
eficiente com essa planta, o nitrogénio é fornecido pela bactéria suprindo
parcial ou totalmente as demandas da planta. A soja, por exemplo, cuja area de
cultivo no Brasil ultrapassa as 20 milhdes de hectares, quando devidamente
inoculada com estirpes eficientes de Bradyrhizobium, dispensa totalmente o
uso de fertilizantes nitrogenados (Alves et al, 2006), representando grande
economia de recursos e diminuindo o potencial de poluig&o por nitrato.

O processo de simbiose € iniciado pela auséncia de nitrogénio no
solo. Os sete flavonoides excretados pelo sistema radicular da leguminosa
acumulam-se na membrana citoplasmatica dos rizobios e, se 0s receptores de
membrana das bactérias reconhecem estes metabdlitos, o gene noD é ativado
(Hubac, et al., 1993) e, o produto deste gene ativa 0os genes de nodulagao nod,
nol, e noe (Goormachting et al., 2004) mais conhecidos como fatores de

nodulacéo.



Os fatores de nodulacdo atuam no estabelecimento da
especificidade pela planta hospedeira. A estrutura formada pelo produto dos
genes nodABC é essencial pra o estabelecimento da simbiose onde o gene
nodA sintetiza um acil transferase, nodB uma desacetilase e nodC uma N-
acetilglicosamil transferase. A unido dessas moléculas resulta na formacéao de
um lipo-poligossacarideo que é reconhecido pelas células das raizes da planta,
e juntamente com uma série de horménios liberados pelas bactérias (auxinas e
citocininas), provocam o encurvamento do pelo radicular (Loh e Stacey, 2003).

Em seguida, a expressdo de um gene de iniciagdo da nodulacéo
pelos rizébios, a nodulina (enoE), provoca uma série de alteracées na estrutura
do pelo radicular formando um corddo de infeccdo que permite finalmente a
entrada da bactéria pela raiz, seguido pela infeccdo da planta e o
desenvolvimento dos nédulos (Pereira, 2008).

Com a formacdo dos nodulos, inicia-se o processo de FBN. Esse
processo é regulado pelos genes nif e fix que séo responsaveis pela sintese e
regulacdo de um sistema enzimatico, onde se inclui a nitrogenase, que atua
como catalizadora da reacdo, e que € capaz de reduzir o nitrogénio atmosférico
(N2) em aménia (NH3z) (Argudo et al.,, 2004). Esse complexo enzimatico €&
altamente conservado em termos de estrutura e funcdo constituindo
basicamente de duas meias proteinas: uma proteina chamada ferro-proteina,
gue se liga ao ATP e atua como doadora de elétrons, e outra proteina
molibdénio-ferro proteina que contém o sitio de reducdo do substrato que
transforma o N, em amoénia (NHs) (Burris, 1993; Roberts, 1993; Fergunso,

1998). A amdnia é entdo liberada para o citosol da célula infectada pelos



transportadores da membrana (Taiz e Zieger, 2004). Lopes, et al. (1976) relata
gue estirpes de Rhizobium podem apresentar potencial simbiotico bastante
variado dependendo da leguminosa hospedeira com a qual estiverem
associados.

O autor Vincent (1970), relata que diversos testes morfofisiologicos,
bioguimicos e simbidticos, tais como: taxa de crescimento em meio de cultura
contendo manitol, a habilidade de utilizar diferentes fontes de carbono e assim
nodular foram utilizadas para identificar a relacdo simbiotica entre rizobios e

leguminosas hospedeiras.

2.4  Caracteristicas das leguminosas estudadas

2.4.1 Caracteristicas de plantas de Lotus spp.

Essas plantas do género Lotus sdo consideradas exoéticas no Rio
Grande do Sul, e foram encontradas em diversas cidades do estado. E
algumas espécies vém sendo cultivadas pelo seu potencial forrageiro. Além
disso, possuem diversas vantagens que as tornam bem sucedidas, como
melhor adaptabilidade a solos acidos e crescimento em baixa disponibilidade
de fosforo. Esses fatores sdo determinantes para sua razoavel adaptacdo as
condicOes ecoldgicas de pastagens naturais do sul do Brasil e norte do Uruguai
e terras agricultaveis do nordeste do Uruguai e Argentina (Baraibar et. al.,
1999).

Normalmente, as espécies de Lotus ssp possuem uma
especificidade quanto a Rhizobium, para uma efetiva nodulacdo (Blumenthal e

McGraw, 1999). Sendo assim, essas espeécies estabelecem FBN com



bactérias altamente especificas pertencentes aos géneros Mesorhizobium e
Bradyrhizobium (Jarvis e Pankhurst, 1977). Como regra geral, 0s rizobios que
sdo noduladores de espécies de Lotus ttm uma estreita gama de hospedeiros,
mas algumas cepas de Mesorhizobium possuem uma ampla gama de
hospedeiros, uma vez que podem formar nddulos na maioria de espécies de
Lotus. No entanto, a eficiéncia simbiética de ampla gama de hospedeiros do
Mesorhizobium é baixa em comparacdo com a de estirpes hospedeiras
restritas (Barrientos, 2002; Estrella, 2008).

Com base em estudos, dessa parceria entre Rhizobium e as plantas
hospedeiras, existem trés grupos no género Lotus: Lotus corniculatus, L. glaber

e L. uliginosus (Baraibar e Frioni, 1999).

2.4.1.1. Caracteristicas de Lotus corniculatus

O género Lotus corniculatus é uma planta leguminosa forrageira
pertencente a familia Fabeaceae. Sao plantas perenes e anuais, adaptadas a
varios ambientes, como o sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile (Beuselink,
1999). Essas plantas adaptam-se a ambientes secos, como solos mal
drenados ou com restricbes de umidade por um determinado periodo de tempo
(Barrientos et al., 2002; Frizzo, 2008). Além disso, essa planta se destaca por
ser tolerante a acidez e a baixa fertiidade do solo. Segundo Brose (1994) e
Soster et al. (1994) essas plantas sdo bastante utilizadas em misturas de
espécies de inverno e para introducdo sobre o campo nativo, proporcionando
uma melhor distribuicdo ao longo do ano e aumentando a qualidade e a

producdo de massa seca. Esse género estd bem difundido no estado do Rio
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Grande do Sul, onde as pastagens naturais cessam 0 crescimento no inverno
(Araujo e Jaques, 1974).

Segundo Paim (1988) o cultivar de S&o Gabriel, no Rio Grande do
Sul é o mais caracterizado por apresentar boa produtividade, elevada
guantidade de forragem e capacidade de ressemeadura ao natural. Ja segundo
Lopes et al. (1976), a popularidade dessas plantas esté ligada ao seu alto valor
nutritivo, como pastagem, e na sua pouca exigéncia quanto as condi¢des do
solo.

Do prisma da taxonomia a planta L. corniculatus tem um grande
indice de FBN, pois forma nddulos e fixa nitrogénio apenas quando é inoculada
por bactéria do género Mesorhizobium (Mesorhizobium loti) (Jarvis et al. 1997;

Know, 2005).

2.4.1.2 Caracteristicas de Lotus uliginosus

A espécie Lotus uliginosus, é uma leguminosa pertencente a familia
Fabeacea, originaria do Mediterraneo (Smith, 1975). Essa planta apresenta
sinonimia de L. pedunculatus (Barclay, 1961). Esse género € altamente
adaptado nos solos do Uruguai (Hernandez et al., 2005). Segundo Gwymne e
Beckett (1980), séo fatores determinantes no rendimento da matéria seca das
leguminosas: a nodulacdo e a fixagdo de nitrogénio. O Rhizobium especifico
para L. uliginosus raramente ocorre em terras altas, ou seja, zonas
montanhosas (Hernandez et al., 2005).

E uma pastagem perene, que tem alta tolerancia a solos &cidos e

deficientes em fésforo (Paim et al., 1991), apresentando também adaptacao as

11



areas Umidas (Scheffer-basso et al., 2001). A resisiténcia e alta producdo de
forragem sdo as principais caracteristicas para melhorar a area de campo
natural e a criagcdo de gado (Risso et al., 1990).

Essa planta estabelece FBN com estirpes de crescimento lento do

género Bradyrhizobium (Estrella, 2008).

2.4.1.3 Caracteristicas de Lotus glaber

A espécie Lotus glaber tem bom crescimento em campo alagado na
regido centro-oeste da Argentina, crescimento 6timo no outono e na primavera,
tolera baixas temperatura, cobertura de gelo e ambientes de muita salinidade
(Vignolio et al. 1999).

No Brasil, a espécie L. glaber pertence ao grupo das leguminosas
que foi introduzido e que apresenta boa adaptabilidade as condi¢cdes de clima
do Rio Grande do Sul, podendo ser uma alternativa para uso em solos com
limitacdes, como ambientes Umidos de clima temperado (Blumenthal e Mc
Graw, 1999).

O principal grupo de rizdbios eficientes em simbiose com L. glaber é
0 género Mesorhizobium (Mesorhizobium loti), mesmo grupo de simbiontes em
plantas de L. corniculatus (Irisarri et al., 1996; Baraibar et al. , 1999; Labandera,
2007). Sao bactérias de crescimento rapido e de alta producdo de goma em
meio manitol como Unica fonte de carbono. No entanto, L. glaber pode formar
simbiose com outros rizobios, podendo desenvolver nédulos ineficientes na
fixacdo de nitrogénio (Irisarri et al., 1996). Segundo Fontoura, (2011), nos solos
do Rio Grande do Sul existem rizobios nativos capazes de estabelecer relacao

simbionte com planta de L. glaber, o que por sua vez facilita a FBN.
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2.5 Caracteristicas de Desmodium incanum (pega-pega)

O género Desmodium Desv. (Fabaceae-Faboideae) possui cerca, de
33 espécies no Brasil, conhecidas popularmente, pelo nome de “pega pega’,
“carrapicho-beigo-de-boi”, “amor-agarrado” e “carrapicho”, devido a aderéncia
dos frutos. Algumas espécies podem ser consideradas pioneiras para o
reflorestamento e outras apresentam alto valor forrageiro. O género esta
amplamente distribuido na regido sul do Brasil, apresentando maior riqueza
especifica encontrada (Freitas, 2012).

No Rio Grande do Sul a espécie Desmodium incanum (DC) é
considerada uma planta nativa, 6tima forrageira e a mais comum nos campos
da regido da Depressédo Central do estado do Rio Grande do Sul (Barreto e
Kappel, 1964). Essas espécies sédo ocorrentes nas pastagens naturais do
estado, e destacam-se por ter abundante distribuicdo no pampa gaucho
(Oliveira, 1983). Também sdo encontradas em varios ambientes, desde locais
sombreados ou ensolarados, em mata, cerrado, capoeira, varzea, margens de
estrada, dunas, campos e areas cultivadas (Boldrini, 1993; Overbeck, et al.,
2007; Silva, 2013; Granada, 2014).

Granada (2014), em seu trabalho descreve que as espécies do
género Desmodium sédo consideradas plantas hospedeiras capazes de serem
colonizadas em sitios especificos na raiz por rizobios, formando nédulos e
fixando N. Esse é biologicamente assimilavel pela planta (na forma de amoénia)
e, a0 mesmo tempo beneficia outras espécies associadas, por meio da
liberacdo de exsudados radiculares e da reciclagem dos residuos da

leguminosa.
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2.6. Caracteristicas de Mucuna deeringeana (Mucuna-ana)

A espécie Mucuna deeringiana é uma forrageira leguminosa da
familia Fabaceae, anual de verdo, porte baixo e crescimento determinado (ndo
trepadora). E considerada uma planta de cobertura, por cobrir bem o solo nas
entrelinhas de pomares e outras culturas perenes, permitindo o transito de
maquinas e pessoas. E recomendada especialmente para consércio com a
cultura do cafeeiro, por ndo ser hospedeira de nematéides de galha. Otima
para adubacdo verde e cobertura vegetal. A adubacdo verde se destaca entre
as praticas capazes de aperfeicoar o aproveitamento e os beneficios da
matéria organica do solo. O uso de espécies leguminosas como adubo verde
possibilita maximizar a nutricdo nitrogenada dos cultivos agricolas, uma vez
gue sao capazes de se associarem simbioticamente com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Martins, 2012).

A adubacdo verde € uma pratica agricola que consiste no plantio de
espécies vegetais, tanto de ciclo anual como perenes, em sistema de rotacao
ou em consércio com culturas de interesse econémico. O uso dessas espécies
de leguminosas é bastante difundido e tem sido responsavel pela maximizacéo
da FBN nos sistemas agricolas. Esta pratica € um processo natural e
caracterizado por melhorar as condi¢Bes quimicas, fisicas e bioldgicas do solo,
através da reducdo das perdas por erosdo, aumento do teor de matéria
organica, da capacidade de troca catibnica, da reciclagem dos nutrientes e pelo
controle de nematdides e de plantas invasoras (Machado e Favaretto, 2000;
Jacobi e Fleck, 2000). Nesse pressuposto, o aporte de nitrogénio via
associacao entre leguminosas empregadas como adubos verdes e rizdbios é

um ponto chave para a manutencdo dos sistemas agricolas. Tendo em vista
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gue, os sistemas sdo baseados nos principios agroecologicos, e que o
nitrogénio é o quarto elemento mais abundante na biomassa, apds o carbono,
0 oxigénio e o hidrogénio especificos para cada adubo verde, visando assim a

utilizagdo como inoculante para essas culturas (Bratti, 2005).

2.7 Caracteristicas de Phaseolus vulgares (feijao preto)

O feijao preto (Phaseolus vulgares) € um dos principais constituintes
da dieta brasileira, por ser uma excelente fonte de proteina e, portanto um
produto de grande importancia econdmico social (Peloso, 2003). A interacdo do
feijoeiro com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico pode aumentar a
produtividade e diminuir os custos de producdo (Embrapa Arroz e Feijao,
2012).

Sampaio (2013) relata que a inoculacao de plantas leguminosas com
rizobios capazes de realizar a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN), tem sido
amplamente discutida, com base em estudos que indicam a viabilidade de
utilizacdo na agricultura, visto que a FBN diminui em parte o passivo ambiental
gerado pelo elevado consumo de fertilizante nitrogenado. A utilizacdo de
genotipos silvestres de feijoeiro visa obter uma maior diversidade de rizobios
para isolamento e estudo da capacidade de FBN, o que podera resultar em
maior especificidade simbidtica para a cultura de feijoeiro.

A FBN no feijoeiro, assim como em outras leguminosas da familia
Fabaceae (= Leguminosae), € um processo simbidtico complexo, que envolve
varias etapas, incluindo modificacBes fisiologicas e morfologicas, tanto na
planta hospedeira com na bactéria. As bactérias diferenciam se em

bacteridides nos nédulos da planta hospedeira, fixando nitrogénio pela reducéo
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de enzimas, do nitrogénio atmosférico a aménia. Em troca, a planta supre a
bactéria com fontes de energia e carbono para sua manutencdo (Mercadante et
al., 2002).

Estudos tem pontuado que P. vulgares apresenta interacdo positiva
com diversos rizobios, principalmente do género Rhizobium (Michiels et al.,

1998, Prévost et al., 2012).

2.8 Caracteristicas de Cicer arietinum (Grédo-de-bico)

O gréo-de-bico é uma leguminosa, pertencente a familia Fabaceae,
género Cicer, espécie Cicer arietinum sendo indicada para cultivos de outono e
inverno e apresenta extensa variacdo na forma, tamanho e coloracdo dos
graos (Embrapa, 2005).

E uma planta herbacea, que mede entre 20 e 50 cm de altura, de
flores brancas que desenvolvem uma bainha, em cujo interior se encontra 2 ou
3 graos no maximo. Os graos apresentam uma coloracdo castanho-clara (ou
verde), e sédo arredondados, tendo uma pequena “espora”. A sua periodicidade
€ anual. A planta é tolerante a seca e cresce em ampla gama de temperatura
(15 a 25°C) de modo que a fase de plantacdo 6tima é executada de 15 de
novembro até 30 de dezembro, desenvolvido em um pH que varia entre 5 a 7.
De preferéncia se desenvolve em solos que ndo contém altos niveis de célcio
ou sem matéria organica em decomposicdo, ele é suscetivel a excesso de
umidade e semeadura repetidas no mesmo terreno (Embrapa, 2005).

O grao-de-bico é uma das principais fontes proteicas vegetais em
nivel mundial, sendo sua producdo de aproximadamente 9,4 milhdes de

toneladas por ano. Na Iindia ha a producdo cerca de 74% desse total de
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toneladas, sendo que o Paquistdo, Turquia, Australia, Myammar e Canada séo
também grandes produtores (Braga e Viera, 1998; Faostat, 2011).

No Brasil o grdo-de-bico € cultivado principalmente na regido Sul do
pais, por se adaptar melhor a regifes frias, entretanto a producdo brasileira
ainda é pequena e, por isso ndo existem registros nacionais e mundiais. Essa
producdo € insuficiente para atender o consumo intenso, havendo a
necessidade de importagdo de quantidades crescentes (Rural New, 2005;
Braga & Viera, 1998).

Estudos para selecédo de isolados de rizObios para plantas de grao-
de-bico com alta capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio vém sendo
realizados em paises mediterraneos como Franca, Itdlia e Siria (Cleyet-Mariel
et al, 1990). A inoculacéo de isolados de rizébios selecionados apresentou um
aumento de até 27% na producdo de graos-de-bico, em comparagdo com a
adubacédo nitrogenada (Cleyet-Mariel et al, 1990). No Brasil os estudos
comparam o efeito da inoculacdo na producédo de grao junto com a utilizacédo
de adubacdo nitrogenada e fosfatada, mas ndo ha referéncias aos isolados

utilizados (Braga e Vieira, 1998; Voss et al., 2002).

2.9 Siratro (Macroptilium atroporpurium)

O Macroptilium atropupurium (DC) Urban € uma leguminosa
originaria da América central, rasteira, perene, inflorescéncia do tipo racemos,
flor aglomerada no apice, de cor roxo-escura, folhas trifoliadas. Desenvolve-se
na maioria dos solos, porém, ndo tolera os umidos, tem boa toleréncia a seca e

ao pisoteio. Seu habito de crescimento é trepador, facilitando sua convivéncia
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com as gramineas, principalmente com as cespitosas (touceiras). Distribui-se
naturalmente, na América Central e no Sul. A variadade de Siratro, obtida da
Austrdlia, tem interesse agrondmico. A variadade tornou-se uma leguminosa
das mais populares nos trépicos, pela sua caracteristica de ser resistente a
seca, em pequena intensidade, e a geada, e tem um bom rendimento de
postagem (Vilela, 2000).

Segundo Tavares et al (2012), o Siratro € uma leguminosa forrageira
muito utilizada para a reguperacdo de pastagens, pois tem a funcdo de
producdo de matéria seca e elevada fixacdo de nitrogénio (Macharia, 2010). A
fixacdo de nitrogénio nessas leguminosas ocorre nos noddulos denominados de

crescimento determinado (Sprent e Parsons, 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram estudados neste trabalho 127 isolados de riz6bios autbctones

(Tabela 1), que estdo depositados na Colecdo de culturas do Laboratério de

Microbiologia do Solo da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Esses isolados

foram obtidos de plantas de Lotus corniculatus, L. uliginosus e L. glaber através

de trabalhos desenvolvidos por Frizzo (2007) e Fontoura (2007), a partir de

amostras de solos e plantas, no Rio Grande do Sul.

Também foram estudadas 22 estirpes de rizobios (Tabela 2)

fornecidas pela Colecdo SEMIA de rizobios da Fundacdo Estadual de Pesquisa

Agropecuaria do Estado do Rio Grande do Sul (FEPAGRO).

TABELA 1 - Isolados de rizobios autoctones da colecdo de culturas do

Laboratério de Microbiologia do Solo da Faculdade de
Agronomia da UFRGS

Isolados obtidos de plantas de Lotus corniculatus

UFRGS Lc 2
UFRGS Lc 3
UFRGS Lc 8
UFRGS Lc 9

UFRGS Lc 111 UFRGS Lc 198
UFRGS Lc 112 UFRGS Lc 199
UFRGS Lc 119 UFRGS Lc 200
UFRGS Lc 122 UFRGS Lc 204
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TABELA 1 — continuacgéo... Isolados de rizébios autéctones da colecdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia do Solo da Faculdade
de Agronomia da UFRGS

Isolados obtidos de plantas de Lotus corniculatus

UFRGS Lc 10 UFRGS Lc 124 UFRGS Lc 210
UFRGS Lc 12 UFRGS Lc 126 UFRGS Lc 213
UFRGS Lc 14 UFRGS Lc 127 UFRGS Lc 214
UFRGS Lc 17 UFRGS Lc 128 UFRGS Lc 215
UFRGS Lc 19 UFRGS Lc 131 UFRGS Lc 218
UFRGS Lc 27 UFRGS Lc 133 UFRGS Lc 223
UFRGS Lc 61 UFRGS Lc 104 UFRGS Lc 192
UFRGS Lc 62 UFRGS Lc 109 UFRGS Lc 193
UFRGS Lc 63 UFRGS Lc 110 UFRGS Lc 194
UFRGS Lc 64 UFRGS Lc 135 UFRGS Lc 195
UFRGS Lc 71 UFRGS Lc 141 UFRGS Lc 196
UFRGS Lc 72 UFRGS Lc 142 UFRGS Lc 197
UFRGS Lc 73 UFRGS Lc 144 UFRGS Lc 404
UFRGS Lc 78 UFRGS Lc 151 UFRGS Lc 421
UFRGS Lc 79 UFRGS Lc 166 UFRGS Lc 422
UFRGS Lc 83 UFRGS Lc 175 UFRGS Lc 434
UFRGS Lc 85 UFRGS Lc 183 UFRGS Lc 443
UFRGS Lc 94 UFRGS Lc 185 UFRGS Lc 453

UFRGS Lc 102
UFRGS Lc 103
UFRGS Lc 105

UFRGS Lc 187
UFRGS Lc 189
UFRGS Lc 191

UFRGS Lc 458
UFRGS Lc 512
UFRGS Lc 519

Isolados obtidos de plantas de Lotus glaber

UFRGS Lg 8 UFRGS Lg 59 UFRGS Lg 102
UFRGS Lg 9 UFRGS Lg 62 UFRGS Lg 103
UFRGS Lg 13 UFRGS Lg 64 UFRGS Lg 105
UFRGS Lg 27 UFRGS Lg 67 UFRGS Lg 120
UFRGS Lg 29 UFRGS Lg 76 UFRGS Lg 139
UFRGS Lg 37 UFRGS Lg 82 UFRGS Lg 142
UFRGS Lg 39 UFRGS Lg 87 UFRGS Lg 179
UFRGS Lg 40 UFRGS Lg 89 UFRGS Lg 191
UFRGS Lg 41 UFRGS Lg 92 UFRGS Lg 192
UFRGS Lg 49 UFRGS Lg 97

Isolados obtidos de plantas de Lotus uliginosus
UFRGS Lu 4 UFRGS Lu 14 UFRGS Lu 28
UFRGS Lu 5 UFRGS Lu 15 UFRGS Lu 32
UFRGS Lu 8 UFRGS Lu 16 UFRGS Lu 33
UFRGS Lu 9 UFRGS Lu 17 UFRGS Lu 35 (a)
UFRGS Lu 10 UFRGS Lu 21 UFRGS Lu 35 (b)
UFRGS Lu 12 UFRGS Lu 23 UFRGS Lu 36
UFRGS Lu 11 UFRGS Lu 26 UFGRS Lu 39
UFRGS Lu 13 UFRGS Lu 27 UFRGS Lu 50
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TABELA 2 — Estipes de rizobios estudadas (Colecdo de Culturas de rizébio
SEMIA da FEPAGRO).

Plantas Hospedeiras Estirpes

Lotus corniculatus SEMIA 806, SEMIA 816

Lotus uliginosus SEMIA 822

Desmodium incanum SEMIA 656 *

Cicer arietinium SEMIA 399, SEMIA 3002, SEMIA 3004
Phaseolus vulgaris SEMIA 4077, SEMIA 4080, SEMIA 4088
Macroptylium atropurpureum SEMIA 656 *

Mucuna deeringiana SEMIA 6058, SEMIA 6059**

Legenda: * SEMIA 656 é recomendada para produgéo de inoculantes de Desmodium incanum,
Macroptylium atropurpureum e Soja Perene; ** SEMIA 6059 é recomendada para a inoculagéo
de Mucuna deeringiana e de feijao de asa.

3.1. Caracterizacao fenotipica dos isolados de rizébios

Todos os rizébios isolados estudados foram caracterizados
fenotipicamente ap0s a verificacdo da pureza das culturas segundo o0s
procedimentos de Somasegaran e Hoben (1994).

A caracterizacdo dos rizobios isolados foi baseada no crescimento
das colonias, em placas contendo meio de cultura levedura manitol (LM) com
modificacdo do acréscimo de indicador vermelho Congo (Apéndice 4), até
proximadamente sete dias de incubacdo a 28 °C. Avaliou-se o tempo de
crescimento pelo surgimento de colénias isoladas (rapido - dois a trés dias),
intermediario (médio - quatro a cinco dias), e lento (acima de cinco dias), o
diametro médio das colbnias, a forma, a superficie, a consisténcia e a

densidade Optica. Esse procedimento foi feito em triplicata.
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3.1.1 Avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato de
calcio dibasico (Ca3(P04).2H,0) dos isolados de rizobios de Lotus spp

Foram avaliados todos os rizobios isolados (Tabela 1) quanto a
capacidade de solubilizarem fosfato inorgéanico, in vitro, foi realizada baseada
na metodologia descrita por Verma et al (2001) com modificacdo. Usou-se 1g/L
de Caz(P0O,).2H,0 ao invés de CaHP O4.2H-0.

As bactérias foram isoladas e crescidas em meio de cultura liquido
levedura manitol, incubadas por 72 horas, a 28°C sob agitacdo orbital de 121
rpm. Apos o periodo de crescimento, com auxilio de uma micropipeta inocular-
se gotas de 20 pL de cultura (108 células mL 1) em placas de Petri, contendo
meio de cultura sdlido: fosfato de calcio dibasico (1 g/L), glicose (10 g/L),
sulfato de magnésio (1 g/L), e agar (15 g/L); ajustou-se para pH 7,2. Essas
placas foram incubadas a 28°C. Foram estabelecidas trés colénias por placa. E
foi feita triplicata por isolado de rizdbio.

No terceiro, sétimo e décimo quinto dias, apds 0 crescimento e
surgimento do halo, em torno da coldénia (area clara transllcida), foi realizada
medicdo utilizando-se um paquimetro manual. A partir dessas medidas, foram
obtidos os indices de Solubilizacéo (IS) para cada isolado através da formula:

IS = didametro do Halo (mm)/diametro da colénia (mm) (Berraquero etal, 1976).

3.1.2 Reacéo de pH dos isolados de rizébios em meio de cultura

A producdo de compostos alcalinos ou acido pelos rizébios foi
avaliada pela inoculacdo das bactérias em meio agar LM (Vincent, 1970)
(Apéndice 6) com indicador azul de bromotimol. Apds sete dias de incubacéo a

28 ° C, em estufa, a mudanca da coloracdo de verde para amarelo indicou a
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acidificacdo do meio. E quando o meio verde alterou a coloracdo para azul,

indicou a alcalinizacdo do mesmo (Somasegaran e Hoben, 1994).

3.2. Avaliacdo da capacidade dos rizébios isolados de Lotus em
induzir a formacédo de nddulos e a fixacdo biolégica de nitrogénio em

diferentes plantas hospedeiras

Foram utilizadas sementes de plantas de Lotus corniculatus
(cornichdo), L. glaber, L. uliginosus, Desmodium incanum (pega-pega),
Macroptylium atropurpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-preto), Cicer
arietinium (grdo-de-bico) e Mucuna deeringiana (mucuna-anda) para a
observagdo da especificidade hospedeira nessas plantas quando inoculadas
com isolados de rizébios pertencentes a colecdo da UFRGS (Tabela 1).
Também foram utilizadas, como controle estipes que estdo citadas na Tabela
1, que foram cedidas pela Colecdo SEMIA de Rizébios do Laboratério de
Microbiologia Agricola da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(Fepagro).

As sementes de cada espécie foram previamente desinfetadas com
alcool (70%), por 30 segundos, em seguida colocadas em hipoclorito de sddio
(20%), por 5 minutos e lavadas sete vezes com agua destilada estéril. Apds,
molhou-se o papel filtro Germitest, estéril, com 2/3 de agua destilada, estéril, e
colocou-se 30 sementes. Enrrolou-se esse papel com as sementes, colocousse
em saco plastico, identificou-se com a espécie e a data, e levou-se para pré-
germinacdo a 25°C, em estufa, no Laboratério de Tecnologia de Sementes

(Fepagro).
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ApoOs o surgimento da germinacdo das sementes fez-se a contagem
do numero das que germinaram. Havendo um indice de germinacéo entre 85 a
90% essa foi considerada satisfatoria e as sementes eficientes.

Para avaliacdo da capacidade dos isolados de rizobios realizou-se
um experimento utilizando-se tubos de ensaio de 250 mm de comprimento e 24
mm de diametro, contendo 40 mL de meio de cultura LM (Apéndice 4 ) com
solugdo nutritiva isenta de nitrogénio (Sarruge, 1975) (Apéndice 8) com
modificacdo acrescentou-se 7,0 gL? de &gar (esterilizado). Nesses tubos
plantou-se duas sementes pré-germinadas, de cada espécie de planta, e
conduziu-se ao lampadario em temperatura ambiente para o crescimento e
desenvolvimento da planta.

ApoOs sete dias do surgimento da parte foliar, realizou-se a
inoculacdo com o caldo de cada isolado de rizébio, crescido em meio de cultura
liquido por 48 horas, & 28°C sob agitacdo de 120 rpm. Foram feitas trés
repeticbes de cada isolado.

O desenvolvimento das plantas foi verificado visualmente ao longo
de 45 dias com a finalidade de avaliar a capacidade de cada isolado em induzir
a nodulacdo, sendo descartadas as plantas que ndao formaram nodulos nas
raizes. Avaliou-se também a coloracdo dos nédulos, verificando-se a coloracao
vermelha, atribuida a isolados considerados eficientes na fixacdo biolégica de
nitrogénio e o crescimento das plantas.

Além dos tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois

tratamentos controles, um sem adi¢cdo de nitrogénio e outro com adicao de 1

mL de solugao de nitrogénio. Foram feitas trés repeticbes de cada.
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3.3. Avaliacdo dos rizobios isolados de plantas de Lotus spp.
guanto a eficiéncia na fixacdo simbidtica de nitrogénio em plantas de
Phaseolus vulgaris (feijdo preto) cultivados em vasos em casa de
vegetacéao

Foram avaliados quanto a eficiéncia na fixacdo biologica de
nitrogénio em experimento realizado na casa de vegetacdo 0s rizObios
isolados: UFRGS Lc 17, Lc 78, Lc 61. Lc73, Lc 83, Lc 102, Lc 166, Lc 443, Lc
460, Lc 512,198, Lg9,Lg13,Lg 29, Lg 40,Lg76,Lg92,Lg97,Lg 191, Lu4,
Lu5, Lul0, Lul3, Lul4, Lu23, Lu?28e Lu32.

O periodo experimental transcorreu de 27/03/2015 a 27/06/2015,
perfazendo 90 dias de crescimento e desenvolvimento das plantas hospedeiras
Phaseolus vulgaris.

Os tratamentos experimentais foram representados por blocos ao
acaso, com duas repeticdes por isolado. Foram utilizados copos plasticos
descartaveis (500 mL) com uma mistura de vermiculita e areia na propor¢cdo de
2:1 (Vincent, 1970), solugdo nutritiva (Sarruge, 1975) isenta de nitrogénio, com
ajuste de pH 6,8, e esterilizada em autoclave a 120°C por 40 minutos.

Em cada vaso, foram semeadas quatro sementes de feijao-preto,
previamente desinfetadas por imersdes sucessivas em alcool (70%) por 30
segundos, hipoclorito de sddio (20%) por 5 minutos e lavadas 7 vezes com
agua destilada estéril.

ApoOs o surgimento da parte aérea da planta foi feito o desbaste,
deixando uma plantula por vaso. E realizou-se a inoculacéo do caldo contendo
rizébios. A inoculacdo dos rizébios isolados, nas plantas, foi realizada utilizando

se uma aliquota de 1 mL de caldo de cultura de cada estirpe e de cada isolado,

25



crescido em meio de cultura LM, incubadas por 48 horas a 283C, sob agitacéo
constante a 120 rpm e com cerca de 10® UFC mL . Nesta avaliacdo foram
utilizadas como controle estipes de feijao-preto SEMIA 4077, SEMIA 4080 e
SEMIA 4088, recomendadas para producdo e cultivo, cedidas pela Colecéo
SEMIA de rizébios da FEPAGRO. Além dos tratamentos inoculados, foram
conduzidos dois tratamentos controle, um com adi¢cdo de nitrogénio, a cada
sete dias, ao longo do experimento, e outro sem adi¢ao do nitrogénio.

Ao final do periodo de 90 dias, as plantas foram colhidas e avaliadas
visualmente. Observou-se a formacdo de nddulos radiculares, a coloracéo
avermelhada dos nédulos e verde intensa das folhas da planta.

A parte aérea foi separada da parte radicular, acondicionada em
sacos de papel e submetida a secagem em estufa a 45°C, durante trés dias até
obtencdo de massa constante. Os nédulos foram destacados da raiz, contados,
acondicionados em sacos de papel e submetidos a secagem em dissecador
para a obtencdo de massa constante.

Uma vez seca a parte aérea e os nédulos esses foram pesados para

obtencdo de massa e posterior analise estatistica.

3.4. Anédlise estatistica

Os dados referentes a0 nimero e a massa seca de nodulos, a
massa seca da raiz e a massa da parte aérea foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), pelo programa Assistat. E as médias foram comparadas

pelo teste Scott-Knott (p< 0,05) de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao fenotipica das estirpes de rizobios

Observou-se as colénias dos isolados que apresentaram
caracteristicas distintas como o diametro das coldnias, forma, densidade otica,
consisténcia, reacdo de modificacdo do pH do meio e coloracdo da colbnia.

As caracteristicas fenotipicas como a morfologia das col6nias dos 88
isolados de rizobios de Lotus corniculatus sdo apresentadas no Apéndice 1.
Observou-se que a frequéncia dos tamanhos de colénia dos rizobios foi
bastante diversa. Em geral o diametro variou de 1 a 6 mm, sendo 9,5 % com
1mm, 22,6% com 2mm, 24% com 3mm, 18,7 % com 4 mm e apenas 13,3%
(com 5 mm. Observa-se uma grande diversidade quanto ao diametro das
colénias entre os isolados de rizobios obtidos, apresentando caracteristicas de
tamanho de colbnias aos 4 a 5 dias que sao indicativas dos rizobios do género
Mesorhizobium (Moreira et al., 1993; Jarvis et al., 1997; Barberi et al., 1998 e
Lajudie et al., 1998), pois apresentaram crescimento intermediario. Os isolados
de rizébios UFRGS Lc 19, Lc 186, Lc 191, Lc 197, Lc 421, Lc 422, Lc 465

apresentaram colénias com 6 mm de diametro aos seis dias de crescimento.
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Moreira (1993), descreve que essa caracteristica pode ser encontrada em
rizobios do género Bradyrhizobium.

Quanto a consisténcia da goma produzida pelas colénias dos
rizbbios isolados obtidos de L. corniculatus, observou-se que a maioria (77%)
apresentavam colénias gomosas e os isolados UFRGS Lc 72, Lc 73, Lc 85, Lc
94, Lc 102, Lc 103, Lc 108, Lc 110, Lc 111, Lc 119, Lc 122, Lc 124, Lc 125, Lc
126, Lc 133, Lc 189, Lc 190, Lc 198, Lc 221, Lc 422, Lc 460, Lc 465 e 512
apresentaram colénias aquosas. A gomosidade poder estar diretamente
relacionada com a producdo exopolissacaridios desses isolados em meio de
cultura que é composto apenas por carbono.

Entre os 30 isolados de rizobios obtidos de plantas de L. glaber
(Apéndice 3) a avaliacdo do diametro da colénia também mostrou diversidade,
sendo que apés o periodo de sete dias de incubacdo, observou-se que seis
isolados (Lg 40, Lg 59, Lg 82, Lg 87, Lg 92 e Lg 139) apresentaram colonias
com diametro de 2 mm, cinco (Lg 13, Lg 62, Lg 64, Lg 97 e Lg 102) isolados
com diametro de 3mm, observadas aos 4 e 5 dias de incubacdo e
apresentavam consisténcia gomosa. Essas caracteristicas sdo comumente
observadas em colénias de estirpes do género Mesorhizobium e Rhizobium
(Barbieri et al., 1998; Wrang et al., 2003). Ja os isolados UFRGS Lg 67 e
UFRGS Lg 76 apresentaram crescimento lento e coldnias pequenas com
didmetro de 1 mm, com producdo de goma semelhante as caracteristicas
observadas em colonias de Bradyrhizobium elkani (Baraibar et al, 1999;
Labandera , 2007). Trés isolados (Lg 9, Lg 29 e Lg 191) apresenteram lento e

colénias maiores com diametro de 6 mm num perido de crescimento de 4 a 7
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dias. Os isolados de rizébios Lg 64, Lg 87, Lg 92, Lg 102, Lg 139 e Lg 191
apresentaram coloénias com consisténcia aquosa.

Entre os 24 isolados de rizébios obtidos de plantas de L. uliginosus
(Apéndice 3), observou-se o diametro das colénias variando de 1 a 2 mm.
Frizzo (2008), em seu trabalho, demonstrou que 63% dos isolados de L.
uliginosus apresentaram essas caracteristicas e que provavelmente pertencam
ao género Bradyrhizobium, de crescimento lento. Segundo Barabair et al.
(1999), esses isolados apresentam caracteristicas de diametros de colonias
semelhantes ao descritos no género de Bradyrhizobium.

As caracteristicas fenotipicas quanto a morfologia das colénias de
bactérias diazotréficas sdo importantes tanto para a identificacdo parcial quanto
para 0 agrupamento destes micro-organismos (Fernandes et al., 2003). Além
disso, os dados emitidos serdo Uteis para futuros trabalhos realizarem a
classificagao taxdmica, tendo em vista, a selegéo de estirpes mais eficientes e
adaptadas as condicbes edafoclimaticas especificas do seu ambiente,

favorecendo desta forma o desenvolvimento da planta.

4.1.1 Reacédo de pH dos isolados de rizobios em meio de cultura
Quanto a reacdo produzida em meio de cultura com indicador azul
de bromotimol, os isolados de rizobios mostraram diferentes reacfes de pH

apos o periodo de incubacao (Figura 1).
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FIGURA 1 — Reacédo de pH de isolados de rizObios obtidos de plantas de L.
corniculatus, L. glaber e L. uliginosus em meio de cultura com
indicador azul de bromotimol.
Observou-se que os rizobios obtidos de plantas de L. corniculatus
causaram acidificacdo do meio de cultura enquanto 8% (UFRGS Lc 2, Lc 94,
Lc 110, Lc 124, Lc 125, Lc 131, Lc 199, Lc 210, Lc 211, Lc 213, Lc 214, Lc 215
e Lc 223), tornaram o meio basico (Figura 1). Esse fator indica que
provavelmente esses rizobios isolados pertencam ao grupo do Mesorhizobium
(Barberi et al., 1998). Segundo Martins et al (1997), estirpes isoladas de solos
acidos sdo capazes de excretarem substancias que acidificam o meio, o0 que
parece ser um mecanismo de adaptacdo a condicbes adversas. Essa seria
uma vantagem competitiva da planta, pois essa apresentaria uma raiz que
sobreviveria num solo com um determinado pH. Posteriormente, esse autor
sugeriu que se 0 rizbbio que nodular uma espécie de leguminosa é
normalmente produtor de &cido, essa leguminosa devera equilibrar com uma
faixa estreita de estirpes e de modo geral serd dificil ajusta-la em solos acidos.
Apenas os isolados de rizébios de L. uliginosus UFRGS Lu 36, Lu 39

e Lu 50 foram capazes de acidificar o meio de cultura levedura manitol com
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indicador azul de bromotimol, amarelando o mesmo (Figura 1). E 91% dos
isolados alcalinizaram o meio tornando-o azul (Figura 1). A mudanca de pH em
meio de cultura com indicador azul de bromotimol é consistente dentro dos
géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium que apresentam a
caracteristica de acidificar o meio de cultura. Enquanto Azorhizobium e
Bradyrhizobium alcalinizam o meio (Coutinho et al., 2000). Segundo Fizzo
esses isolados foram obtidos de solos da localidade de Eldorado do Sul, onde
apo6s analises das caracteristicas quimicas foi constado o pH=5,1. Logo, esses
isolados apresentariam essa caracteristica como esperado.

J& entre os rizdbios obtidos de plantas de L. glaber observou-se que
68% acidificou o meio de cultura apdés o periodo de incubacdo de
aproximadamente sete dias (Figura 1). Segundo Moreira e Siqueira (2002),
essa reacao de acidificacdo do meio de cultura pode estar relacionada com o
pH do solo de onde esses isolados foram coletados, e que por algum motivo de
adaptacao possuem este desempenho de acidificacdo. Os rizébios de L. glaber
foram obtidos de plantas e solos localizados nas cidades de Mostardas (RS)
onde apoOs andlises das caracteristicas quimicas do solo foi constatado o pH
5,6 (Frizzo). Em Porto Alegre, ndo ha registro por parte desse autor, deanalises
guimicas de solo. Mesmo assim, podemos concluir que os rizobios de L. glaber
foram obtidos de locais com solos acidos.

Sendo assim, o isolamento de culturas puras pode ser uma
ferramenta na pesquisa por rizébios melhor adaptados as diferentes condi¢cdes
ambientais como afirmado por Surange et al. (1997). Segundo Campos, et al.

(2010) esses fatores sédo limitacdes para a fixacdo simbiodtica de nitrogénio e
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obtencdo de estirpes adaptadas, podendo vir a ser uma alternativa para a

producéo e recomendacao futura de inoculantes.

4.1.2. Capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio dibasico
pelos rizébios estudados

A capacidade de solubilzac&o de fosfato inorgéanico de célcio em meio
sélido foi testada para todos os isolados. Verificou-se, que um grande numero
de isolados ndo demonstrou capacidade de solubilizacdo em fosfato de calcio.

Apenas 48 rizobios dos 88 dos isolados de Lotus corniculatus
solubilizaram fosfato inorganico in vitro (Tabela 3), apresentando a formacao de
halo claro ao redor das col6nias. Destacam-se os isolados L. corniculatus
UFRGS Lc 63, UFRGS Lc 196 e UFRGS Lc 198 que apresentaram valores de
solubilizagdo com indices de solubilizagdo = 6, =24 e =3, respectivamente,
indicando alta capacidade para solubilizagcdo de fosfato dibasico. Essa alta
capacidade de solubilizacdo deve-se aos microrganismos solubilizadores de
fosfatos que desempenham importante papel na disponibilizacdo de formas
inorganicas de fosfato (Ca-P) considerando o aumento do teor de fésforo na
solucdo, que propicia melhor crescimento e maior rendimento das culturas
(Chabot et al., 1993). Segundo Leite (2011), a caracterizacdo fenotipica
relacionada a capacidade de solubilizar fosfato de calcio busca revelar quais
outros servigos ambientais o rizobio poderia estar executando além da FBN.
Os rizobios isolados UFRGS Lc 94, Lc 102, Lc 103, Lc 108, Lc 109,

Lc 110, Lc 111, Lc 112, Lc 128, Lc 200, Lc 204 e Lc 443 nao apresentaram

indices de solubilizacdo. A falta de solubilizacéo € o indicio que essa fonte de P
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ndo estava disponivel no solo das localidades de onde foram obtidos esses
isolados. O fosforo € um nutriente essencial as plantas, mas encontra-se em
baixa disponibilidade em solos tropicais. No caso esses isolados foram obtidos
de solos de Eldorado do Sul (RS), logo podemos concluir que o solo possui
uma baixa concentracdo de célcio e fésforo (Ca= 2,2 cmol. dm® e P=12,0 mg
dm™) e provavelmente, essa seja uma das explicacbes por ndo apresentarem

solubilizacdo de P-Ca (Frizzo, 2007).

TABELA 3 — indice de solubilizacdo (IS) de fosfato de calcio dibasico, em
placas com meio de cultura, por rizébios isolados de plantas de
L. corniculatus.

Riz6bios IS Riz6bios IS Riz6bios IS
UFRGS Lc 2 UFRGS Lc 63 6 UFRGS Lc 108
UFRGS Lc 3 UFRGS Lc 64 1 UFRGS Lc 109
UFRGS Lc 8 UFRGS Lc 71 1 UFRGS Lc 110
UFRGS Lc 9 UFRGS Lc 72 1 UFRGS Lc 111
UFRGS Lc 10 UFRGS Lc 73 1 UFRGS Lc 112
UFRGS Lc 12 UFRGS Lc 78 1 UFRGS Lc 119 1
UFRGS Lc 14 UFRGS Lc 79 2 UFRGS Lc 122 1
UFRGS Lc 17 UFRGS Lc 83 1 UFRGS Lc 124 1
UFRGS Lc 19 UFRGS Lc 94 UFRGS Lc 126 1
UFRGS Lc 27 UFRGS Lc 102 UFRGS Lc 127 1
UFRGS Lc 61 UFRGS Lc 103 UFRGS Lc 128
UFRGS Lc 62 UFRGS Lc 105 UFRGS Lc 131 1

UFRGS Lc 133
UFRGS Lc 135
UFRGS Lc 141
UFRGS Lc 142
UFRGS Lc 144
UFRGS Lc 151
UFRGS Lc 166
UFRGS Lc 183
UFRGS Lc 186
UFRGS Lc 190
UFRGS Lc 191

VIVNVIVIVNVNIVNVNIVINVNIVINVININVININVINVINVIVIVIVIVIV

_\[\)A_\l\)_\l\)_\l\)_\A_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\A

UFRGS Lc 187
UFRGS Lc 189
UFRGS Lc 192
UFRGS Lc 193
UFRGS Lc 194
UFRGS Lc 195
UFRGS Lc 196
UFRGS Lc 197
UFRGS Lc 198
UFRGS Lc 199
UFRGS Lc 200

OMNNVINVNINVINVIVIVIVIVIVOOOINNINVINVINVIVIVIV
Mw_\.[;_\_\A_\A_\A

UFRGS Lc 204
UFRGS Lc 210
UFRGS Lc 422
UFRGS Lc 421
UFRGS Lc 434
UFRGS Lc 443
UFRGS Lc 460
UFRGS Lc 512
UFRGS Lc 519

A_‘_\l\)

VIVIVONVNINVNIVINVNOINVNOININININVNIVOOOOO

_ a

Entre os rizobios isolados de Lotus glaber, UFRGS Lg 4, Lg 27, Lg
62, Lg 76 e Lg 87 ndo mostraram capacidade para solubilizar o fosfato
inorganico. Provavelmente esses foram isolados de localidades onde h& pouca

ou nenhuma disponibilidade do fosfato de célcio no solo. Os rizébios isolados
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Lg 76 e Lg 87 sao regido de Bagé (RS), onde segundo estudos de Medaglia
(2014), o solo possui uma grande quantidade de calcio. Segundo Frizzo (2007)
os isolados UFRGS Lg 4, Lg 27 e Lg 62 foram isolados de solos de Rio Prado
(RS) onde o apresentaram Ca= 3,4 cmol. dm® P= 31,0 mg dm3 e pH=5,7. No
entanto, varios rizdbios apresentaram capacidade para solubilizacdo do fosfato
de célcio dibasico sendo que quatorze (UFRGS Lg 1,Lg 8,Lg 9, Lg 13, Lg 29,
Lg 39, Lg 40, Lg 41, Lg 49, Lg 56, Lg 59, Lg 61, Lg 120 e Lg 179) apresentou
indice de solubilizagao (IS) = 1; cinco (UFRGS Lg 37, Lg 64, Lg 102, Lg 191 e
Lg 192) apresentaram IS = 2 e somente trés (Lg 82, Lg 89 e Lg 142)
apresentaram IS = 3 (Tabela 4). Observou-se grande variacdo entre os rizbios
estudados quanto a capacidade para solubilizar fosfato de célcio dibasico pelo
método utilizado no estudo. Muitos isolados ndo mostraram capacidade de
solubilizacdo e apenas quatro rizobios (UFRGS Lg 82, Lg 89 e Lg 142)
mostraram IS = 3 indicando elevada capacidade para solubilizar o fosfato
inorganico. Essa capacidade pode representar que esses isolados sao
originérios de localidades onde o solo possuia fosfato de célcio. Esses isolados
foram obtidos de solo de areas das localidades de Bagé (RS) e Passo Fundo
(RS) (Frizzo, 2007). Segundo Rodriguez e Fraga (1999), existem bactérias do
género Rhizobium que estdo entre as que apresentam o maior potencial de
solubilizacdo de fosfatos inorganicos em teste realizados in vitro.

Segundo Oliveira et al. (2007), para que uma bactéria seja
considerada como boa produtora de enzima de solubilizacdo tem que
apresentar o IS = 2 em meio sélido. E para Rodriguez e Fraga (1999) e Marra

et al., (2012), as bactérias que fornecem N para o desenvolvimento vegetal,
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podem também contribuir com o fornecimento de P para as plantas. Essas
bactérias de L. glaber que apresentaram potencial de solubilizacdo de fosfato
de célcio podem ser consideradas boas produtoras de N para que o vegetal se
desenvolva.

TABELA 4 — indice de solubilizacdo (IS) de fosfato de célcio dibasico, em
placas com meio de cultura, por rizébios isolados de plantas de

L. glaber.
Rizobios IS Rizobios IS Rizobios IS
UFRGS Lg 4 >0 UFRGS Lg 40 >1 UFRGS Lg 82 >3
UFRGS Lg 5 >1 UFRGS Lg 41 >1 UFRGS Lg 87 20
UFRGS Lg 8 >1 UFRGS Lg 49 >1 UFRGS Lg 89 >3
UFRGS Lg 9 >1 UFRGS Lg 56 >1 UFRGS Lg 102 >2
UFRGS Lg13 >1 UFRGS Lg 59 >1 UFRGS Lg120 >1
UFRGS Lg 27 20 UFRGS Lg 61 >1 UFRGS Lg 142 >3
UFRGS Lg 29 >1 UFRGS Lg 62 20 UFRGS Lg 179 >1
UFRGS Lg 37 22 UFRGS Lg 64 =2 UFRGS Lg 191 >2
UFRGS Lg 39 > 1 UFRGS Lg 76 >0 UFRGS Lg 192 >2

Dentre os 24 rizobios de Lotus uliginosus estudados, apenas dois
isolados UFRGS Lu 14 e Lu 35 (a) apresentaram indice de solubilizacdo de
fosfato de calcio dibasico =2 (Tabela 5). O isolado Lu 14 demonstrou essa
afinidade pelo fosfato de célcio, talvez porque o solo de Mostardas (RS) de
onde foi obtido apresentou Ca = 3,3 cmol. dm™e P= 67 mg dm™ (Frizzo, 2007).
Ja o isolado Lu 35 (a) foi obtido dos solos de Eldorado do Sul (RS) que
apresentou Ca=2,2 cmol.dm3e P=12,0 mg.dm™ (Frizzo, 2007). Podemos dizer
que a afinidade desses isolados pelo fosfato de calcio deve ser sido
influenciada pelas caracteristicas quimicas por eles apresentadas.

Os 13 isolados apresentaram indice de solubilidade IS < 1 UFRGS
Lu4, Lu5,Lu8, Lulo, Lull, Lul2, Lul5, Lul6, Lul7, Lu?2l, Lu 23, Lu 28,
Lu 32 e Lu 36 (b) representando baixa capacidade de solubilizagédo de fosfato

de célcio dibasico. Esse fato pode ser devido os isolados terem alguma
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afinidade com o fosfato de calcio existente no solo de Mostardas (RS) e

Eldorado do Sul (RS), de onde foram obtidos.

TABELA 5 — indice de solubilizacdo (IS) de fosfato de calcio dibasico, em
placas com meio de cultura, por rizébios isolados de plantas de

L. uliginosus.
RizObios IS Rizobios IS Rizobios IS
UFRGS Lu 4 0 UFRGS Lu 16 21 UFRGS Lu 32 >1
UFRGS Lu 5 > 1 UFRGS Lu 17 =1 UFRGS Lu 33 0
UFRGS Lu 8 21 UFRGS Lu 21 21 UFRGS Lu 35 (a) 22
UFRGS Lu 10 21 UFRGS Lu 23 21 UFRGS Lu 35 (b) 0
UFRGS Lu 11 21 UFRGS Lu 25 0 UFRGS Lu 36 > 1
UFRGS Lu 12 21 UFRGS Lu 27 0 UFRGS Lu 38 0
UFRGS Lu 14 22 UFRGS Lu 28 0 UFRGS Lu 39 0
UFRGS Lu 15 1 UFRGS Lu 28 1 UFRGS Lu 50 0

4.2. Avaliacdo da compatibilidade dos rizébios estudados com
plantas hospedeiras

Os resultados da avaliacdo da compatibilidade hospedeira dos
rizbbios isolados de plantas de Lotus corniculatus quando inoculados em
plantas de L. corniculatus (cornichdo), L. glaber, L. uliginosus, Desmodium
incanum (pega-pega), Phaseolus vulgaris (feijao-preto), Macropitilium
atroporpurium (siratro), Mucuna deeringiana (mucuna-and) e Circe arietinium
(grdo-de-bico) sdo demonstrados na Tabela 6.

As estirpes SEMIA 806 e SEMIA 816, liberadas no Brasil para a
producdo de inoculantes para plantas de L. corniculatus formaram nédulos e
fixaram nitrogénio somente com as plantas de cornichdo (Tabela 6). O que ja
era esperado, pois foi demonstrada essa especificidade nessa estirpe quando
testada na planta de L. corniculatus de onde foi obtida. Frizzo (2007), em
experimento em casa de vegetacdo, demonstrou que a estirpe SEMIA 816
apresentou uma boa capacidade de fixar N. Ja a estirpe SEMIA 806, igualou-se

ao controle sem adicéo de N, mostrando-se ineficiente na fixagéo de nitrogénio

36



atmosférico nas condicbes do experimento. Date (1982) e Barrientos et al.
(2002) relataram que a perda da eficiéncia dessas estirpes pode ser devido a
mutacBes espontdneas ou perda dos plasmideos onde estdo localizados os
genes responsaveis pela FBN.

A estirpe SEMIA 6208, liberada no Brasil para a producdo de
inoculantes para plantas de D. incanum, demonstrou também ser bem
especifica, pois estabeleceu simbiose apenas com plantas de D. incanum
(Tabela 6).

A estirpe SEMIA 822 estabeleceu simbiose tanto com plantas de
Lotus uliginosus como com plantas de L. corniculatus (Tabela 6). No trabalho
de Frizzo (2007), em casa de vegetacdo, essa estirpe demonstrou alta
eficiéncia simbidtica especifica quando inoculada em plantas de L. uliginosus
confirmando o que era esperado, pois ela foi obtida de planta de L. uliginosus.
Porém ndo era esperado que essa estirpe estabelecesse simbiose com L.
corniculatus, demonstrando assim inespecifidade hospedeira. Segundo Dazzo
et al. (1976), o grau de especificidade pode estar relacionado com um ou mais
mecanismos, como adsor¢cdo preferencial de células infectivas nas raizes da
leguminosa hospedeira. Granada, (2010), em seu trabalho também verificou
gque a SEMIA 822 foi capaz de nodular e fixar N em planta a qual foi
recomendada (L. uliginosus) o que demonstrou e confirmou a eficiéncia
simbidtica da mesma.

A estirpe recomendada para C. arietinum SEMIA 396, nodulou e
fixou nitrogénio, em grao-de-bico demonstrando ser eficiente simbioticamente.

Mas observou-se que a estirpe SEMIA 3002 e SEMIA 3004 n&do formaram
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simbiose com a planta hospedeira. Muniz et al. (2012), em experimento em
casa de vegetacdo, demonstrou que todas as estirpes de C. arietinum foram
eficientes simbioticamente, pois induziram a maior formacdo de massa seca de
nédulos quando inoculadas em plantas grao-de-bico. Esse autor também
observou que todas essas estirpes apresentaram massa seca da parte aérea
inferior quando comparadas com o tratamento com nitrogénio. Segundo Souza
et al. (2008), a massa seca de nddulos é um dos parametros minimos para
avaliacdo da FBN em leguminosas. Os resultados encontrados nesse presente
trabalho indicam que essas estirpes deveriam ser testadas em outros

experimentos com outros tipos solos a fim de verificar a capacidade simbiotica.

Quando se avaliou os resultados da compatibilidade dos rizobios
isolados autdctones de L. corniculatus, com plantas hospedeiras de L.
corniculatus, L. glaber, L. uliginosus, D. incanum, M. atroporpurium, P. vulgaris
M. deeringiana e C. arietinum observou-se que o rizbbio UFRGS Lc 78, foi
capaz de induzir a formacdo de nddulos em todas as plantas hospedeiras.
Porém, fixou nitrogénio em plantas de L. corniculatus, D. incanum e P. vulgaris
(Tabela 6). Tonon (2008), em seu experimento em lampadario, observou que
49% dos isolados de L. corniculatus induziram a formacdo de nodulos nas
plantas das quais foram isolados, indicando compatibilidade nodular. No
trabalho de Frizzo (2007), de selegéo e caracterizagdo de isolados de rizobios
nativos dos solos do Rio Grande do Sul, para L. corniculatus quando inoculou
em plantas de L. uliginosus identificou que foram capazes de induzir a

nodulacdo, assim como nesse trabalho, confirmando ndo serem especificos.
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E interessante notar que o rizébio isolado UFRGS Lc 78 foi capaz de
induzir nodulagéo e fixar N em plantas de L. corniculatus, L. glaber, D. incanum
e P. vulgaris (Tabela 6) demonstrando baixa especificidade hospedeira. Pode-
se destacar esse isolado, pois foi Unico que apresentou relagdo simbiotica com
planta de D. incanum.

O rizébio isolado UFRGS Lc 8 apenas nodulou e fixou N em planta
de M. atroporpurium. Isso demonstra que esse isolado pode ser considerado
eficiente simbioticamente para essa planta.

Os rizébios isolados Lc 10, Lc 12, Lc 17, Lc 61, Lc 64 e Lc 85
nodularam em plantas de L. corniculatus, sendo que apenas os isolados
UFRGS Lc 17 e Lc 61 que fixaram N em plantas de P. vulgaris.

Os isolados rizobios estudados UFRGS Lc 2, Lc 3, Lc 16, Lc 18, Lc
20, Lc 26, Lc 27, Lc 62, Lc 71, Lc 72, Lc 94, Lc 103, Lc 105, Lc 109, Lc 110, Lc
111, Lc 112, Lc 124, Lc 125, Lc 133, Lc 141, Lc 151, Lc 175, Lc 183, Lc 185, Lc
192, Lc 194, Lc 196, Lc 198, Lc 199, Lc 208, Lc 210, Lc 218, Lc 421, Lc 422, Lc
460 e Lc 465 induziram nodulagéo e realizaram a fixagédo de nitrogénio apenas
em plantas de L. corniculatus, o que demonstra apresentarem elevada
especificidade hospedeira. Frizzo (2007) verificou baixo indice de nodulacéo e
fixacdo de N dos isolados de L. corniculatus, estudados por ele, quando
inoculados em plantas de L. corniculatus, em experimento de casa de
vegetacdo. No trabalho desse autor foi demonstrado que os isolados de L.
corniculatus apresentaram um indice de apenas 20% de eficiéncia relativa de

nitogénio.
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Jé os rizébios UFRGS Lc 19, Lc 119, Lc 126, Lc 155, Lc 197 e Lc
200 foram capazes de induzir a nodulacéo e fixar nitrogénio tanto em plantas
de L. corniculatus como em plantas de L. glaber, demonstrando que nao
apresentam elevada especificidade hospedeira, porém nao formaram simbiose
com plantas de L. uliginosus nem com plantas de D. incanum (Tabela 6).

Os rizébios UFRGS Lc 102, Lc 108 e Lc 215 induziram a nodulacao
e fixaram nitrogénio tanto em plantas de L. corniculatus como em plantas de L.
uliginosus, demonstrando que ndo apresentam elevada especificidade
hospedeira. Ja os rizobios isolados UFRGS Lc 105, Lc 109, Lc110, Lc 175, Lc
83, Lc 194, Lc 199, Lc 218, Lc 404, Lc 421, Lc 422, Lc 460 e Lc 465 observou-
se que foram capazes de nodular em plantas de L. corniculatus e L. uliginosus,
mas so fixaram N em nas plantas de origem (L. corniculatus). Tonon (2008), no
seu estudo de compatibilidade simbidntica com isolados de L. corniculatus
observou que 30 dos 59 isolados (49%) foram capazes de induzir a nodulacao,
mas apenas 3,4% foram capazes fixar N quando inoculados em plantas de
Lotus uliginosus.

Entre os rizébios especificos de L. corniculatus UFRGS Lc 4, Lc 10,
Lc 12, Lc 64, Lc 79, Lc 85, Lc 131, Lc 144, Lc 189 e Lc 195 induziram a
formacdo de nodulos, mas ndo foram capazes de fixar o nitrogénio, sendo,
portanto, ineficientes em simbiose com plantas de L. corniculatus. J& os
rizbbios UFRGS, Lc 17, Lc 166, Lc 512 e Lc 519 foram capazes de induzir
nodulacdo em plantas de L. corniculatus, L. M. atroporpurium, P. vulgaris, mas
apenas os rizébios UFRGS Lc 73, Lc 155 e Lc 166 foram capazes de realizar a

fixacdo simbidtica de nitrogénio com estas plantas hospedeiras (Tabela 6). No
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entanto, todos estes rizobios foram capazes de induzir nodulacdo e fixar
nitrogénio também com plantas de L. corniculatus (cornichdo) e de L. glaber
(Tabela 6). Nenhum dos rizobios estudados estabeleceu simbiose com plantas
de Mucuna deeringiana ou C. arietinum.

O rizébio isolado UFRGS Lc 83 induziu a nodulacdo e fixou
nitrogénio em plantas de P. vulgaris e de L. corniculatus (Tabela 6).

Os rizobios isolados UFRGS Lc 2, Lc 3,Lc 9, Lc 12, Lc 131 e Lc 142
foram eficientes quanto a inducdo de nodulacdo em plantas de L. corrniculatus
e M. atroporpurium, porém soé fixou N em plantas de M. atroporpurium o0s

isolados UFRGS Lc 9 (Tabela 6).

Os rizébios isolados UFRGS Lc 122, Lc 127, Lc 128, Lc 135, Lc 142,
Lc 186,Lc 187 e Lc 191 foram eficientes quanto a nodulacdo e fixacdo em

plantas de L. corniculatus e M. atroporpurium.
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TABELA 6 - Indugdo da formagédo de nddulos radiculares (fenotipo Nod™) e da fixag&o bioldégica de nitrogénio (fenétipo Fix")
em plantas hospedeiras de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L. uliginosus, e de D. incanum (pega-
pega), Macropitilium atroporpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijdo-preto), Mucuna deeringeana (mucuna-
and), Circe arietinum (gréo-de-bico) por rizébios isolados de L. corniculatus.

Plantas hospedeiras

Lotus Lotus Lotus Desmodium Macropitilium Phaseolus Mucuna Circe
Rizébios corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpureum  vulgaris deeringeana arietinum
Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix
Estirpes de Lotus corniculatus
SEMIA 806 + + - - - - - - - - - - _ - i -
SEMIA 816 + + - - - - - - - - - - - , _ -
Estirpes de Lotus uliginosus
SEMIA 822 - - - - + + - - - - - - - - - -
Estirpes de Lotus glaber
SEMIA 830 - - + + + + - - - - - - - - - -
Estirpe de D. incanum
SEMIA 656 - - - - - - + + - - - - - - - -
Estirpe de Macropitilium atroporpureum
SEMIA 656 - - - - - - - - + + - - - - - -
Estirpes de Phaseolus vulgaris
SEMIA 4077 - - - - - - - - - - + + - - - -
SEMIA 4080 - - - - - - - - - - + + - - - -
SEMIA 4088 - - - - - - - - - - + + . _ ) }
Estirpe de Mucuna deeringeana
SEMIA 6158 - - - - - - - - - - i, - + + } .
Estirpes de Circe arietinum
SEMIA 396 - - - - - - - - - - - - ; - + 4+
SEMIA 3002 - - - - - - - - - - - - - - - -
SEMIA 3004 - - - - - - - - - - - - - - - -
Isolados de L. corniculatus
UFRGS Lc 2 + + - - - - - - + - - - - - - -
UFRGS Lc 3 + + - - - - - - + - - - - - - -

Legenda: (+) positivo para a formagao de nédulos ou fixagdo de nitrogénio; (-) negativo para a formacao de nédulos ou fixacdo de nitrogénio.
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TABELA 6 — continuacdo... - Inducdo da formagdo de nddulos radiculares (fenétipo Nod") e da fixagdo bioldgica de
nitrogénio (fendtipo Fix") em plantas hospedeiras de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L.
uliginosus, e de D. incanum (pega-pega), Macropitilium atroporpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-
preto), Mucuna deeringeana (mucuna-and), Circe arietinum (grao-de-bico) por rizébios isolados de L.
corniculatus.

Plantas hospedeiras
Riz6bios Lotus Lotus Lotus Desmodium  Macroptylium Phaseolus Mucuna Circe
corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpurium  vulgaris deeringeana arietinum
Nod Fix Nod Fix Nod Fix  Nod Fix  Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix

UFRGS Lc 4

UFRGS Lc 8

UFRGS Lc 9

UFRGS Lc 10
UFRGS Lc 12
UFRGS Lc 14
UFRGS Lc 16
UFRGS Lc 17
UFRGS Lc 18
UFRGS Lc 19
UFRGS Lc 20
UFRGS Lc 26
UFRGS Lc 27
UFRGS Lc 61
UFRGS Lc 62
UFRGS Lc 63
UFRGS Lc 64
UFRGS Lc 71
UFRGS Lc 72
UFRGS Lc 73
UFRGS Lc 78
UFRGS Lc 79
UFRGS Lc 83
UFRGS Lc 85
Legenda: (+) positivo para a formacao de nddulos ou fixagdo de nitrogénio; (-) negativo para a formacgéo de nédulos ou fixagdo de nitrogénio.
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TABELA 6 — continuagdo... - Indugdo da formacdo de nddulos radiculares (fendtipo Nod™) e da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (fendtipo Fix") em plantas hospedeiras de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L. uliginosus,
e de D. incanum (pega-pega), Macropitilium atroporpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-preto),
Mucuna deeringeana (mucuna-ana), Circe arietinum (gréo-de-bico) por rizébios isolados de L. corniculatus.

Plantas hospedeiras

Riz6bios Lotus Lotus Lotus Desmodium  Macroptylium Phaseolus Mucuna Circe
corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpurium  vulgaris deeringeana arietinum

Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix

UFRGS Lc 94

UFRGS Lc 102
UFRGS Lc 103
UFRGS Lc 105
UFRGS Lc 108
UFRGS Lc 109
UFRGS Lc 110
UFRGS Lc 111
UFRGS Lc 112
UFRGS Lc 119
UFRGS Lc 122
UFRGS Lc 124
UFRGS Lc 125
UFRGS Lc 126
UFRGS Lc 127
UFRGS Lc 128
UFRGS Lc 131
UFRGS Lc 133
UFRGS Lc 135
UFRGS Lc 141
UFRGS Lc 142
UFRGS Lc 144
UFRGS Lc 151
UFRGS Lc 155
UFRGS Lc 166
UFRGS Lc 175 + + - - + - - - - - - - - - - -

+
]
]
+ !
+
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1
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1

1
+ +
+ +
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1
1
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1
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1
1
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1
1
1
1
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1
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L I
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+ + +
+
+
1
1
1
1
+ +

+ + + - - - -
+ + +

Legenda: (+) positivo para a formacao de nédulos ou fixagdo de nitrogénio; (-) negativo para a formagédo de ndédulos ou fixagdo de nitrogénio.
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TABELA 6 — continuagdo... - Inducdo da formacdo de nodulos radiculares (fenétipo Nod*) e da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (fendtipo Fix") em plantas hospedeiras de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L. uliginosus,
e de D. incanum (pega-pega), Macropitilium atroporpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-preto),
Mucuna deeringeana (mucuna-ana), Circe arietinum (grao-de-bico) por rizdbios isolados de L. corniculatus.

Plantas hospedeiras

Lotus Lotus Lotus Desmodium Macroptylium Phaseolus Mucuna Circe
Rizébios corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpurium  vulgaris deeringeana arietinum

Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix

UFRGS Lc 183
UFRGS Lc 185
UFRGS Lc 186
UFRGS Lc 187
UFRGS Lc 189
UFRGS Lc 191
UFRGS Lc 192
UFRGS Lc 193
UFRGS Lc 194
UFRGS Lc 195
UFRGS Lc 196
UFRGS Lc 197
UFRGS Lc 198
UFRGS Lc 199
UFRGS Lc 200
UFRGS Lc 204
UFRGS Lc 208
UFRGS Lc 210
UFRGS Lc 211
UFRGS Lc 213
UFRGS Lc 214
UFRGS Lc 215
UFRGS Lc 218 + + - - + - - - - - - - - - - -
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1
1

Legenda: (+) positivo para a formacao de nddulos ou fixagéo de nitrogénio; (-) negativo para a formacgéo de nédulos ou fixagcdo de nitrogénio.
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TABELA 6 —continuac&o... - Indugdo da formac&o de nddulos radiculares (fenétipo Nod™) e da fixagdo bioldgica de nitrogénio
(fendtipo Fix") em plantas hospedeiras de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L. uliginosus, e de D.
incanum (pega-pega), Macropitiium atroporpureum (siratro), Phaseolus vulgaris (feijao-preto), Mucuna
deeringeana (mucuna-ana), Circe arietinum (grao-de-bico) por rizobios isolados de L. corniculatus.

Plantas hospedeiras

Lotus Lotus Lotus Desmodium Macroptylium Phaseolus Mucuna Circe
Rizébios corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpurium  vulgaris deeringeana arietinum

Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix
UFRGS Lc 223  + - - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 404 + + - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 421 + + - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 422 + + - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 434 + + + - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 443 + + - - + - - - + + . i, ; - - .
UFRGS Lc 453 - - - - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 458 - - - - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 460 + + - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 465 + + - - + - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 484 + - + - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lc 512 + + + - - - - - + . + + } ) ) )
UFRGS Lc 519 + + + + - - - - + - + + - - - -

(+) positivo para a formacao de nédulos ou fixagdo de nitrogénio; (-) negativo para a formagéo de nédulos ou fixagcdo de nitrogénio.
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Os resultados mostram que existem rizébios autéctones no Rio
Grande do Sul, simbiontes em leguminosas nativas como D. incanum e que
possuem capacidade de formar simbiose com plantas exéticas como L.

corniculatus, L. glaber, e L. uliginosus, introduzidas como forrageiras no estado.

4.2.1. Compatibilidade hospedeira dos rizobios isolados de
plantas de L. glaber.

Os resultados da avaliacdo da compatibilidade hospedeira dos
rizbios isolados de plantas de Lotus glaber quando inoculados em plantas de
L. corniculatus (cornich&do), de L. glaber, de L. uliginosus, de D. incanum (pega-
pega), M. atroporpurium e C. arietinum, sdo mostrados na Tabela 7.

Entre os rizdbios isolados de plantas de L. glaber 70% foram
capazes de induzir nodulacéo e a fixacdo simbidtica de nitrogénio em plantas
de L glaber (Tabela?7).

Os rizébios UFRGS Lg 29, Lg 37, Lg 39 Lg 40, Lg 82, Lg 87 e Lg
179 induziram nodulacéo e fixacado de nitrogénio tanto em plantas de L. glaber,
de L. uliginosus, M. atroporpurium e P. vulgaris, demonstrando serem eficientes
simbioticamente, porém apresentaram uma baixa especificidade hospedeira
(Tabela 7). Esses isolados foram obtidos de localidades de Rio Pardo (RS),
Bagé (RS) onde, provavelmente, no solo tenham sido cultivadas essas plantas.

Os isolados UFRGS Lg 59 e Lg 103 demonstraram alta
especificidade, pois s6 nodularam e fixaram em plantas as quais foram obtidos

(L. glaber) (Tabela 7).
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TABELA 7 - Indugéo da formacdo de nédulos radiculares (fenétipo Nod™) e da fixagcdo bioldgica de nitrogénio (fendtipo Fix")
em plantas de L. corniculatus (cornichédo), de L. glaber, de L. uliginosus, e de Desmodium incanum (pega-pega),
Macropitilium atroporpureum (siratro), Mucuna deeringeana (mucuna-and) e Circe arietinium (grao-de-bico) por
rizbbios isolados de L. glaber.

Plantas hospedeiras

Rizébios Lotus Lotus Lotus Desmodium Macropytilium Phaseolus Mucuna Circe
corniculatus glaber uliginosus Incanum atroporpurium vulgaris deeringeana arietinium

Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix

UFRGS Lg 8 - - + + - - + -
UFRGS Lg 9 - -
UFRGS Lg 13 - -
UFRGS Lg 29 - -
UFRGS Lg 37 - -
UFRGS Lg 39 - -
UFRGS Lg 40 -
UFRGS Lg 49 + -
UFRGS Lg 59 - -
UFRGS Lg 62 + -
UFRGS Lg 64 - -
UFRGS Lg 76 - -
UFRGS Lg 82 - -
UFRGS Lg 87 - -
UFRGS Lg 89 - -
UFRGS Lg 102 - -
UFRGS Lg 103 - -
UFRGS Lg 105 - -
UFRGS Lg 120
UFRGS Lg 139
UFRGS Lg 142
UFRGS Lg 179
UFRGS Lg 191 - -
UFRGS Lg 192 - -
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+
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1
+ +
1
1
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1

+ 4+ 4+ 4+ + + o+
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1
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1

(+) positivo para a formacao de nddulos ou fixagdo de nitrogénio; (-) negativo para a formacdo de nédulos ou fixagdo de nitrogénio; na = pardmetro néo
avaliado.
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No entanto, o rizobio UFRGS Lg 82 apesar de ter sido isolado de
plantas de L. glaber e induzir nodulagcdo tanto neste hospedeiro como em
plantas de L. uliginosus, fixou N somente nesta ultima planta hospedeira
(Tabela 7). Ja o rizébio Lg 142 foi capaz de induzir nodulacdo e fixacdo de N
tanto em plantas de L. glaber como em plantas de L. corniculatus. Ambos
isolados foram obtidos da regido de Passo Fundo (RS), onde provavelmente
tenham sido plantadas, anteriormente plantas de L. uliginosus e L. corniculatus.
Esses isolados sdo considerados eficientes simbioticamente, mas possuem
baixa especificidade hospedeira.

Apenas o rizobio UFRGS Lg 62 foi capaz de induzir nodulagdo em
plantas de L. corniculatus, L. glaber, e L. uliginosus, mas nao foi capaz de
expressar a fixacdo simbiotica de nitrogénio, demonstrando ser pouco
especifico e ineficiente na fixacdo simbidtica de nitrogénio (Tabela 7). Ja
quando inoculado em plantas de P. vulgaris esse isolado foi capaz de induzir a
nodula e fixar N, demonstrando ser eficiente simbioticamente. Talvez esse
isolado tenha sido obtido do solo de uma localidade de Rio Pardo (RS) onde
anteriormente houvesse plantas de P. vulgaris.

O rizébio UFRGS Lg 37 foi capaz de induzir nodulacéo e fixar N em
plantas de L. glaber, de L. uliginosus, M. atropurpurium e M. deeringiana
(Tabela 7), demonstrando ser eficiente simbioticamente, porém apresenta
baixa especificidade. Provavelmente esse rizobio foi obtido de um solo onde
existiam ou existam essas plantas.

O rizbbio UFRGS Lg 49 formou nodulos e fixou nitrogénio em

plantas de P. vulgaris, mas apenas induziu nodulagdo em plantas de L.
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corniculatus e de L. glaber (Tabela 7). No entanto, os rizébios UFRGS Lg 13,
Lg 39, Lg 40 e Lg 87 formaram nddulos e fixaram nitrogénio em simbiose com
plantas de M. atroporpurium e de P. vulgaris (Tabela 7). Além disso, o rizébio
UFRGS Lg 13 formou nddulos e fixou nitrogénio apenas em plantas de L.
glaber, os demais tanto em plantas de L. glaber e como de L. uliginosus
(Tabela 7).

Todos os rizébios isolados UFRGS Lg 49, Lg 59, Lg 89, Lg 102 e Lg
142 de plantas de L. glaber formaram simbiose com alguma planta, seja
fixando ou nodulando, ou fixando e nodulando. Os rizébios ndo formaram
simbiose com nenhuma das plantas hospedeiras deste experimento (Tabela 7),
porém o rizébios Lg 89 também formou simbiose com plantas de L. glaber e de
L. uliginosus e o rizébio UFRGS Lg 142 também formou simbiose com plantas
de L. corniculatus e de L. glaber. No entanto o rizobio UFRGS Lg 59 formou
nédulos e fixou nitrogénio apenas em plantas de L. glaber (Tabela 7)
mostrando possuir alta especificidade hospedeira.

Nenhum dos rizébios isolados de plantas de L. glaber foi capaz de

induzir nodulagédo em plantas de D. incanum e C. arietinium.

4.2.2. Compatibilidade hospedeira dos rizobios isolados de

plantas de L. uliginosus

Os resultados obtidos com a inoculacdo dos rizobios isolados de
plantas de Lotus uliginosus em plantas hospedeiras de L. corniculatus, L.
glaber, L. uliginosus e D. incanum, M. atroporpurium, P. vulgaris, M.
deeringeana e Circe arietinium sdo mostrados na Tabela 8.

50



Quase todos os isolados de L. uliginosus nodularam e fixaram N em
plantas de onde foram obtidos (L. uliginosus) e em L. corniculatus, com
excecdo de UFRGS Lu 15 que apenas nodulou nessas duas plantas. Ja os
rizébios isolados UFRGS Lu 17 e Lu 35 (a) apenas nodularam plantas de L.
corniculatus.

Os rizobios isolados UFRGS Lu 8, Lu 10, Lu 11, Lu 14, Lu 16, Lu 18,
Lu 28, Lu 32, Lu 36, Lu 38, Lu 39 e Lu 50 foram capazes de induzir a
nodulacdo e fixar nitrogénio em plantas de L. uliginosus e de L. corniculatus
(cornichdo) de maneira semelhante ao observado com a estirpe SEMIA 822
(Tabela 6). Tonon (2008) também identificou que os isolados de L. uliginosus
estudados por ela também apresentaram essa capacidade simbiotica quando
inoculados em plantas L. corniculatus. Segundo essa mesma autora, o fato de
0s rizébios de L. uliginosus terem sido capazes de induzir a nodulacdo em
plantas de L. corniculatus indica que as plantas dessa espécie podem ser
noduladas ndo s6 por Mesorhizobium, mas também por Bradyrhizobium. Jarvis
et al. (1997), em seus estudos também confirmava que as plantas de L.
corniculatus possuem a capacidade de formar nédulos quando em simbiose
com rizobios dos géneros Mesorhizobium e Bradyrhizobium.

Os rizébios UFRGS Lu 13, Lu 14, Lu 15, Lu 17, Lu 23 e Lu 32
formaram simbiose tanto com plantas de M. atroporpurium como de P. vulgaris
(feijao-preto) (Tabela 8). Ja os rizobios UFRGS Lu 32, Lu 35(b), Lu 36, Lu 38,
Lu 39 e Lu 50 formaram simbiose com plantas de M. atroporpurium (Tabela 8)
e também os rizébios UFRGS Lu 32, Lu 36, Lu 38 e Lu 50 formaram simbiose

com plantas de L. corniculatus e L. uliginosus (Tabela 8).
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O rizébio UFRGS Lu 12 formou nddulos e fixou N apenas em plantas
de L. uliginosus e de D. incanum. No trabalho de Granada (2010), esse isolado
também apresentou a mesma capacidade, porém nesse presente trabalho
ainda se relacionou simbioticamente com planta de P. vulgaris.

O rizébio UFRGS Lu 16 formou nédulos e fixou nitrogénio apenas
em P. vulgaris e também em plantas de L. corniculatus e de L. uliginosus
(Tabela 8).

Os resultados dos experimentos com inoculacdo de rizobios isolados
de plantas de Lotus uliginosus mostraram que apenas o rizobio UFRGS Lu 13
foi capaz de estabelecer simbiose com plantas de C. arietinum, mas também
foi capaz de induzir nodulacéo fixar nitrogénio em plantas de L. corniculatus e
de D. incanum, o que demonstra baixa especificidade hospedeira (Tabela 8).
Ja em plantas de Mucuna deeringiana (mucuna-and), dentre os isolados de L.
uliginosus, apenas o rizébio isolado UFRGS Lu 35 (a) formou nddulos e fixou
nitrogénio, como também em plantas de L. uliginosus e somente formou

nédulos em plantas de M. atroporpurium e de L. corniculatus (Tabela 8).
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TABELA 8 — Indugéo da formacgdo de nddulos radiculares (fendtipo Nod™) e da fixagcdo bioldgica de nitrogénio (fendtipo Fix")
em plantas de L. corniculatus (cornichdo), de L. glaber, de L. uliginosus, e de Desmodium incanum (pega-pega),
Macropitilium atroporpureum (siratro), Mucuna deeringeana (mucuna-and) e Circe arietinium (grao-de-bico) por
rizbbios isolados de L. uliginosus.

Plantas hospedeiras

Lotus Lotus Lotus Desmodium Macropitilium Phaseolus Mucuna Circe
Rizébios corniculatus glaber uliginosus incanum atroporpureum vulgaris deeringeana  arietinium
Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix
UFRGS Lu 4 + + - - - - - - - - + - - - - -
UFRGS Lu 5 + + - - + + + + + - + + - - - -
UFRGS Lu 8 + + - - + + + + - - - - - - - -
UFRGS Lu 10 + + + + + + + - + - + + - - . .
UFRGS Lu 11 + + + - + + - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 12 + + + + + + + + - - + - - - - -
UFRGS Lu 13 + + - - - - + + + + + - - - + +
UFRGS Lu 14 + + - - + + - - + + + + - - - -
UFRGS Lu 15 + - - - - - - - + + + + - - - -
UFRGS Lu 16 + + - - + + - - - - + + - - - -
UFRGS Lu 17 + - - - + + - - + - + + - - - -
UFRGS Lu 18 + + - - + + - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 23 + + - - - - - - + + + + + - - -
UFRGS Lu 25 + + - - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 26 - - - - + + - - - - + + - - - -
UFRGS Lu 27 + + - - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 28 + + - - + + - - - - + R + . . .
UFRGS Lu 32 + + - - + + - - + + + + - - - -
UFRGS Lu 33 + + - - - - - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 35() + - - - + + - - + - - - + + . .
UFRGS Lu 35 (b) + + - - - - - - + - - - - - - -
UFRGS Lu 36 + + - - + + - - + - - - - - - -
UFRGS Lu 38 - - - - + + - - - - - - - - - -
UFRGS Lu 39 + + - - + + - - + + - - - - - -
UFRGS Lu 50 + + - - + + - - + - - - - - - -

Legenda: (+) positivo para a formacédo de ndédulos ou fixacao de nitrogénio; (-) negativo para a formagéo de nédulos ou fixac&o de nitrogénio.
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Apenas o rizobio Lu 10 foi capaz de induzir nodulacéo e realizar a fixacao
de N com quase todas as plantas testadas e D. incanum com M. atroporpurim que
s6 nodulou e ndo fixou, e com M. deeringeana e C. arietinum que ndo teve nenhuma
compatibilidade. Este fato demonstra que esse rizdbio isolado apresenta baixa
especificidade hospedeira. Ja no trabalho de Frizzo (2008), esse isolado apresentou
maior numero de nédulos por planta quando comparado com a estirpe SEMIA 822 e
obteve maior eficiéncia relativa, comparado com os isolados estudados por ele. Esse
fato pode ser um indicativo de que esse € eficiente simbioticamente quando
inoculado em planta de L. uliginosus. Segundo Moreira e Siqueira (2002), a
eficiéncia das bactérias que estabelecem simbiose com leguminosas e sua
capacidade de sobreviver e formar nédulos depende de uma série de fatores
genéticos inerentes aos simbiontes e de interacbes com fatores edafo-climaticos.
Por outro lado, o rizobio Lu 38 apresentou elevada especificidade, uma vez que
induziu nodulagéo e realizou a fixacdo de nitrogénio apenas em L. uliginosus. J4 o
rizébios Lu 5 induziu nodulagéo e fixou N nas plantas hospedeiras de L. uliginosus,
L. corniculatus, D. incanum, P. vulgaris, com excecéao de L. glaber (Tabela 8).

Os isolados de L. uliginosus, no geral, apresentaram baixa especificidade
hospedeira, assim como demonstrado no trabalho de Granada (2014), pois

apresentaram compatibilidade em diferentes hospedeiros dificultando a formacao de

grupos especificos.
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4.3. Avaliacdo dos isolados de rizébios de Lotus quanto a eficiéncia
simbiotica em plantas Phaseolus vulgaris (feijdo-preto) em experimento em
casade vegetacao

Os isolados utilizados para esse experimento foram selecionados apos,

0s experimentos em lampadario, onde foram inoculados, nas respectivas plantas e
todos apresentaram nodulacdo e/ou FBN com as plantas (L. corniculatus, L. glaber,
L. uliginosus) de onde foram isolados e com plantas de feijao-preto (P. vulgares).

Os resultados de massa seca da parte aérea e de nédulos e o niumero de
nodulos das plantas de feijdo-preto inoculadas com diversos rizobios previamente
escolhidos como mais promissores, em experimento realizado em casa de
vegetacao sdo mostrados na Tabela 9.

A capacidade de inducdo de nodulacéo € demonstrada pelos valores das
médias do numero de nddulos em plantas feijdo-preto inoculadas com rizébios.
Observou-se que ocorreu uma grande variagdo no numero e massa de nodulos
formados (Tabela 9) indicando a variabilidade na capacidade dos rizobios estudados
em formar simbiose eficiente com plantas de feijao-preto.

No tratamento com isolado de riz6bio UFRGS Lg 13 quando inoculado em
planta de feijdo-preto, foi demonstrado a relagdo de simbiose, pois a massa seca e 0
numero de noédulos foram semelhantes ao produzido pelas estirpes SEMIA 4080 e
4077, recomendadas para inoculacdo em feijdo. Porém, observa-se que a massa da
parte aérea desse isolado (331,6 g) foi inferior a massa apresentada pelas estirpes

SEMIA em questao (724,5g, 608,9 g e 487,8 g).
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TABELA 9 — Massa seca da parte aérea, massa seca de nodulos e numero de
nodulos de plantas de feijdo preto (Phaseolus vulgaris), inoculadas
com rizbios em casa de vegetacao.

Massa seca Massa seca NUumero
Tratamento da parte aérea dos nédulos de
(9) (9) nédulos
SEMIA 4088 7245 a 8,3b 77,0b
SEMIA 4080 608,9 b 95a 83,5a
SEMIA 4077 487,8 ¢ 9,4 a 83,0a
UFRGS Lc 83 403,1d 12¢9 8,5h
UFRGS Lc 73 351,7d 20e 18,5 f
UFRGS Lu 10 308,1d 15f 13,09
UFRGS Lg 13 331,6d 92a 83,0a
UFRGS Lu 14 288,9 e 12g 32,0d
UFRGS Lc 78 2899 e 16f 1559
UFRGS Lu 23 2589 e 43¢ 43,5¢
UFRGS Lg 191 256,9 e 39c 33,5d
UFRGS Lc 61 244.6 e 2,7d 245e
UFRGS Lc 460 226,7 e 2,2e 21,0f
UFRGS Lg 40 246,1 e 0,7h 55i
UFRGS Lu 32 2431 e 139 7,5h
UFRGS Lu 13 180,9 f 39c 10,0 h
UFRGS Lg 76 180,6 f 20e 18,5 f
UFRGS Lg 29 178,8 f 10g9 6,0i
UFRGS Lu 28 133,4 f 1,39 9,0h
UFRGS Lg 9 125,4 f 2,7d 255e
UFRGS Lg 97 46,8 g 0,6 h 3,5i
UFRGS Lc 17 45,2 g 0,94¢ 9,0h
UFRGS Lc 443 39,19 1,19 8,0h
UFRGS Lg 8 39,0¢g 0,3h 2,5i
UFRGS Lg 92 37,249 0,4h 2,5i
UFRGS Lc 102 31,649 0,5h 2,0i
UFRGS Lu 4 23,049 0,4h 2,5i
UFRGS Lc 166 20,6 g 2,8d 29,0d
UFRGS Lc 519 18,9 ¢ 22e 20,5f
UFRGS Lu 5 18,6 g 3,7c¢ 29d
T+N 130,6 f - -
T-N 23,49 - -
CV (%) 23,7 42,46 10,11

Legenda: T+N = controle sem inoculagdo e com adi¢do de nitrogénio; T-N = controle sem inoculagéo
e sem adicao de nitrogénio. © Médias sg*g;uidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-
knott ao nivel de 5 % de probabilidade. “Tmédias duplicatas de cada tratamento.

Os tratamentos com o rizébios isolados UFRGS Lu 5, Lg 9 e Lc 166
apresentaram uma média formagdo de ndédulos 20 a 29 por planta, porém a
eficiéncia quanto a producdo de massa da parte aérea se mostrou muito abaixo
guando comparada com os indices apresentados pelos tratamentos com as SEMIAS

recomendadas. Mas UFRGS Lg 9 demostrou um indice de massa da parte aérea
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semelhante ao tratamento controle com nitrogénio, o que talvez seja um indicio que
esse isolado seja promissor quanto a fixacdo de N.

O tratamento com o isolado UFRGS Lc 83 quando inoculado em planta de
feijdo-preto apresentou um numero de massa seca da parte aérea aproximado a
SEMIA 4077, mas observou-se que o numero de massa e consequentemente a
massa nodular e o numero de nédulos foi bem inferior. Logo, esse isolado foi
considerado ineficiente simbioticamente.

Observou-se nos tratamentos com o isolado UFRGS Lu 14, Lu23,Lc 61l e
Lg 191 a metade do numero de nédulos, comparando-se com o tratamento com a
estirpe SEMIA 4077 (Tabela 9). Consequentemente a massa da parte aérea dessa
planta também representou a metade (Tabela 9). Esses podem ser classificados
como isolados promissores simbioticamente, pois foram capazes de nodular e fixar
N em plantas de feijdo-preto. Porém, a especificidade hospedeira em feijao-preto é
bastante dificil, pois € considerado um hospedeiro promiscuo (Straliotto et al. 2002).
Ou seja, ha uma grande diversidade de espécies de bactérias capazes de formar
associacoes de eficiéncia variavel com essa planta, e isso foi demonstrado nesse
trabalho. Segundo Fernandes e Reis (2008), a presenca de estirpes de rizdbio
competitivas e de baixa eficiéncia, além da promiscuidade das espécies cultivadas
sdo dois fatores importantes na reducdo da eficiéncia e do estabelecimento das
estripes inoculadas.

Estudos demonstram que a relacdo de especificidade/promiscuidade
entre hospedeiros e rizobios pode estar relacionada a evolucdo dos pares
simbiontes. O feijao comum (P. vulgaris), por exemplo, é capaz de se associar com

as estirpes Rhizobium tropici (oriundo da regido setentrional da América Central) e
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R. etti (oriundo das regides andinas na América do Sul), que apresentaram
preferéncia em formar ndédulos com gendtipos de feijoeiro oriundos da mesma
regido, sugerindo um estreitamento da especificidade por terem sofrido as mesmas
pressoes de selecao local (Aguilar, Riva e Peltzer, 2004).

Os resultados mostram que existe nos solos do estado do RS uma
populacdo diversa de rizdbios que sao ineficientes na fixacdo de nitrogénio. A massa
seca da parte aérea produzida em relacdo ao nimero e a massa seca de nédulos
possibilita observar que ocorreu a translocacao dos fotoassimilados para a formacéo
de nédulos sem a correspondente resposta das plantas em termos de produtividade
(Benincasa, 2003). De acordo com Gualter et al. (2011), as bactérias fixadoras de
nitrogénio podem contribuir de forma significativa com maior fornecimento de N para
a planta e, consequentemente, com aumento de massa seca da planta como

observado na Tabela 9.
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5. CONCLUSOES

1. O rizébio UFRGS Lc 78 foi capaz de induzir a formacdo de ndédulos
em todas as plantas hospedeiras: L. corniculatus, com plantas hospedeiras de L.
corniculatus, L. glaber, L. uliginosus, D. incanum, M. atroporpurium, P. vulgaris M.
deeringiana e C. arietinum. Mas apenas, fixou N em plantas de L. corniculatus, D.
incanum e P. vulgaris.

2. Orizébio isolado UFRGS Lc 8 apenas nodulou e fixou N em planta de
M. atroporpurium sendo considerado altamente especifico para essa planta.

3. Os rizobios UFRGS Lc 19, Lc 119, Lc 126, Lc 155, Lc 197 e Lc 200
foram capazes de induzir a nodulacdo e fixar nitrogénio tanto em plantas de L.
corniculatus como em plantas de L. glaber, demonstrando baixa especificidade
hospedeira.

4. Os isolados rizébios estudados UFRGS Lc 2, Lc 3, Lc 16, Lc 18, Lc
20, Lc 26, Lc 27,Lc 62, Lc 71,Lc 72, Lc 103, Lc 105, Lc 109, Lc 110, Lc 111, Lc 112,
Lc 124, Lc 133, Lc 141, Lc 151, Lc 175, Lc 183, Lc 185, Lc 192, Lc 194, Lc 196, Lc

198, Lc 199, Lc 208, Lc 210, Lc 218, Lc 421, Lc 422, Lc 460 e Lc 465 apresentarem
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elevada especificidade hospedeira, pois induziram nodulac&o e realizaram a fixacao
N apenas em plantas de L. corniculatus.

5. Os isolados UFRGS Lc 4, Lc 10, Lc 12, Lc 64, Lc 79, Lc 85, Lc 131,
Lc 144, Lc 189 e Lc 195 foram considerados ineficientes quando em simbiose com
plantas de L. corniculatus.

6. O isolado UFRGS Lc 83 quando inoculado em planta de feijao-preto
apresentou eficiéncia para a nodulacdo como a estirpe SEMIA 4077

7. Os rizobios UFRGS Lg 29, Lg 37,Lg 39 Lg 40, Lg 82, Lg 87 e Lg 179
induziram nodulacédo e fixacdo de nitrogénio tanto em plantas de L. glaber, de L.
uliginosus, M. atroporpurium e P. vulgaris, demonstrando serem eficientes
simbioticamente, porém apresentaram uma baixa especificidade hospedeira.

8. Os isolados UFRGS Lg 59 e Lg 103 foram especificos em plantas de
L. glaber nodulando e fixando apenas com essa planta, demonstrando alta
especificidade hospedeira.

9. Orizébio UFRGS Lu 12 formou nédulos e fixou N apenas em plantas
de L. uliginosus e de D. incanum, destacando-se por ser altamente especifico
simbioticamente.

10. O isolado UFRGS Lu 13 demonstra baixa especificidade hospedeira,
pois foi capaz de estabelecer simbiose com plantas de C. arietinum, L. corniculatus e
de D. incanum.

11. Os rizébios isolados UFRGS Lu 8, Lu 10, Lu 11, Lu 14, Lu 16, Lu 18,
Lu 28, Lu 32, Lu 36, Lu 39 e Lu 50 foram capazes de induzir a nodulacéo e fixar

nitrogénio em plantas de L. uliginosus e de L. corniculatus (cornichdo) de maneira
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semelhante ao observado com a estirpe SEMIA 822. Esses rizObios demonstraram
baixa especificidade hospedeira.

12. O riz6bio Lu 38 apresentou elevada especificidade, uma vez que
induziu nodulagéo e realizou a fixacao de nitrogénio apenas em L. uliginosus.

13. A baixa especificidade hospedeira é uma caracteristica muito
encontrada entre os rizobios autdctones de solos do estado, isolados de plantas de

cornichdo (L. corniculatus), de L. glaber e de L. uliginosus.
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Apéndice 1. Caracteristicas fenotipicas dos rizobios isolados de plantas de L.
corniculatus (Lc) avaliados neste trabalho: diametro, tempo de
crescimento, forma, consisténcia, densidade otica, da colonia em
meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho Congo e &gar e
a reacao de pH em meio de LM com indicador azul de bromotimol.

Isolados Didmetro Tempo Forma Densidade Consisténcia Reacéo
de (mm) de Gtica de
Rizébios crescimento pH
(dias)

UFRGS Lc 2 3 3 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 3 4 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 4 4 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 8 1 11 Puntiforme  Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 9 3 10 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 10 3 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 12 3 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 14 5 12 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 16 3 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 17 2 9 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 18 3 3 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 19 6 4 Circular Translucida Gomosa Acido
UFRGS Lc 20 4 4 Circular Translucid Gomosa Acido
UFRGS Lc 26 4 4 Circular Translucida Gomosa Acido
UFRGS Lc 27 4 5 Circular Translucida Gomosa Acido
UFRGS Lc 61 5 9 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 62 2 5 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 63 4 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 64 2 4 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 71 3 5 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 72 1 4 Puntiforme  Transparente Aquosa Acido
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Apéndice 1. Continuacdo... Caracteristicas fenotipicas dos rizdbios isolados de
plantas de L. corniculatus (Lc) avaliados neste trabalho: diametro,
tempo de crescimento, forma, consisténcia, densidade o6tica, da colénia
em meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho Congo e agar
e areacao de pH em meio de LM com indicador azul de bromotimol.

Isolados Diametro Tempo Forma Densidade Consisténcia Reacéao
de (mm) de Gtica de
Rizébios crescimento pH
(dias) _

UFRGS Lc 73 3 6 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 78 2 4 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 79 2 4 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 83 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 85 4 2 Circular Transparente  Aquosa Acido
UFRGS Lc 94 4 6 Puntiforme  Transparente Aquosa Basico
UFRGS Lc 102 5 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 103 5 6 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 105 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 108 2 6 Circular Transparente  Aquosa Acido
UFRGS Lc 109 2 6 Circular Transparente  Aquosa Acido
UFRGS Lc 110 3 7 Circular Opaca Aquosa Basico
UFRGS Lc 111 1 7 Puntiforme  Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 112 1 4 Puntiforme  Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 119 1 5 Puntiforme  Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 122 1 5 Puntiforme  Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 124 2 5 Circular Opaca Aquosa Basico
UFRGS Lc 125 2 5 Circular Opaca Aquosa Basico
UFRGS Lc 126 2 5 Circular Transparente  Aquosa Acido
UFRGS Lc 127 2 4 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 128 2 5 Circular Transparente  Gomosa Acido
UFRGS Lc 131 3 5 Circular Transparente  Gomosa Basico
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Apéndice 1. Continuacdo... Caracteristicas fenotipicas dos rizdbios isolados de
plantas de L. corniculatus (Lc) avaliados neste trabalho: diametro,
tempo de crescimento, forma, consisténcia, densidade o6tica, da colénia
em meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho Congo e agar
e a reacao de pH em meio de LM com indicador azul de bromo timol

Isolados Diametro Tempo Forma Densidade Consisténcia Reacao
de (mm) de Gtica de
Rizo6bios crescimento pH
(dias)

UFRGS Lc 133 1 5 Puntiforme  Transparente Aquosa Acido
UFRGS Lc 135 1 4 Puntiforme  Transparente Gomosa Acido
UFRGS Lc 141 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 142 4 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 144 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 151 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido

UFRGS Lc 155 3 5 Circular Opaca Gomosa
Acido

UFRGS Lc 166 3 5 Circular Opaca Gomosa
Acido
UFRGS Lc 175 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 183 1 6 Puntiforme  Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 185 3 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 186 6 6 Circula Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 187 4 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 189 5 6 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 190 3 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 191 6 6 Circula Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 192 4 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 193 3 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 194 3 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 195 5 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 196 4 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 197 6 6 Circular Opaca Gomosa Acido
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Apéndice 1 — Continuacédo... Caracteristicas fenotipicas dos rizébios isolados de
plantas de L. corniculatus (Lc) avaliados neste trabalho: diametro,
tempo de crescimento, forma, consisténcia, densidade otica, da
colénia em meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho
Congo e agar e a reacado de pH em meio de LM com indicador azul
de bromotimol.

Isolados Didmetro Tempo Forma Densidade Consisténcia  Reacdo
de da de Otica de
RizGbios colénia  crescimento pH
(mm) (dias)
UFRGS Lc 198 4 6 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 199 2 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 200 3 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 204 3 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 210 2 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 211 5 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 213 5 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 214 2 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 215 2 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 218 5 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 221 4 6 Circula Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 223 4 6 Circular Opaca Gomosa Basico
UFRGS Lc 404 2 7 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 421 6 8 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 422 6 8 Circular Transparente  Aquosa Acido
UFRGS Lc 434 2 6 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 443 2 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 453 4 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 458 4 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lc 460 5 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 465 6 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 512 4 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lc 519 5 5 Circular Opaca Gomosa Acido
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Apéndice 2 - Caracteristicas fenotipicas dos rizobios isolados de plantas de L.
uliginosus (Lu) avaliados neste trabalho: diametro, tempo de
crescimento, forma, consisténcia, densidade o6tica, da colénia em
meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho Congo e agar e
a reacdo de pH em meio de cultivo LM com indicativo azul de

bromotimol.
Isolados Didmetro Tempo Forma Consisténcia  Densidade Reacéo
de da de oOtica de
rizGbios coldnia crescimento pH
(mm) (dias)

UFRGS Lu 4 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu5 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 8 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 9 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 10 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 11 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 12 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 14 1 7 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 15 1 7 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 16 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 17 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 21 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 23 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 25 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 26 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 27 1 8 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 28 1 6 Puntiforme  Gomosa Opaca Basico
UFRGS Lu 32 2 6 Circular Gomosa Translicida Basico
UFRGS Lu 33 2 6 Circular Gomosa Translicida Basico
UFRGS Lu 35 (a) 2 2 Circular Gomosa Opaca Bésico
UFRGS Lu 35 (b) 2 6 Circular Gomosa Opaca Bésico

UFRGS Lu 36 2 6 Circular Gomosa Opaca Acido

UFRGS Lu 39 2 6 Circular Gomosa Opaca Acido

UFRGS Lu 50 2 6 Circular Gomosa Opaca Acido
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Apéndice 3 - Caracteristicas fenotipicas dos isolados de plantas de L. glaber (Lg)

avaliados neste trabalho: diametro da colonia, tempo de
crescimento, forma, consisténcia, densidade o6tica, da colénia em
meio de cultura levedura manitol (LM) com vermelho Congo e agar e
a reacdo de pH em meio de cultura LM com indicativo azul de
bromotimol.

Isolados

de Dié;naetro Teg;po Forma g(;r;:;idade Consisténcia Rezcééo

Rizobios colénia crescimento pH
(mm) (dias)

UFRGS Lg 8 5 7 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 9 6 7 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 13 3 5 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 27 4 7 Circular Translicida Gomosa Acido

UFRGS Lg 29 6 4 Circular Translucida Gomosa Bésico
UFRGS Lg 39 5 4 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lg 40 2 5 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 41 4 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lg 59 2 5 Circular Opaca Gomosa Acido
UFRGS Lg 62 3 5 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 64 3 5 Circular Opaca Aquosa Acido
UFRGS Lg 67 1 4 Puntiforme Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 76 1 4 Puntiforme Translucida Gomosa Acido
UFRGS Lg 82 2 4 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 87 2 4 Circular Translicida Aquosa Acido
UFRGS Lg 92 2 4 Circular Translicida Aquosa Acido
UFRGS Lg 97 3 5 Circular Translicida Gomosa Acido
UFRGS Lg 102 4 5 Circular Translicida Aquosa Acido

UFRGS Lg 139 2 5 Circular Opaca Aquosa Basico
UFRGS Lg 191 6 5 Circular Translicida Aquosa Acido
UFRGS Lg 192 3 5 Circular Translicida Gomosa Acido
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Meio de cultura e solugbes utilizadas

Apéndice 4 - Meio de Levedura Manitol (LM) — (Vincent, 1970).

Componentes Para 1L
Manitol 10,09
KoHPO, 059
MgS0O,4.7H,0 0,29
NaCl 01lg
Extrato de levedura 0,59
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH para 6,8

Para elaboracdo do meio sélido, acrescentar 7,0 g/L de &gar
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Apéndice 5 - Meio Levedura Manitol (LM) com Vermelho Congo —
(Vincent, 1970)

Componentes Para 1L de meio
Manitol 10,09

KoHPO, 059
MgS0,4.7H,0 0,29

NacCl 0lg

Extrato de levedura 0,59

Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH para 6,8

Para elaboracdo do meio soélido, acrescentar 15,0 g/L de agar por litro de
meio.

Para a caracterizagdo fenotipica acrescentar 10 mL/L solucdo de

vermelho Congo
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Apéndice 6 - Meio de Levedura Manitol Azul de Bromotimol (ABT) —
(Vincent, 1970)

Componente Para 1L
Manitol 10,09
KoHPO, 05g
MgS0,4.7H,0 0,29
NaCl 01lg
Extrato de levedura 0,59
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH para 6,8
Para elaboracdo do meio sélido, acrescentar 7,0 g/L.

Para a avaliacdo da reacdo de pH no meio de cultura acrescentar 10 mL

de solucdo de Azul de Bromotimol
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Apéndice 7 - Meio de Solubilizacdo de Fosfato de célcio dibasico

Componentes Para 1L de meio
Glicose 10g

Extrato de levedura 29

Agar 159

MgSO,4. 7H,0 1g

Componentes Para 50 mL

NH.CI 59

Agua destilada completar para 50 mL
Componentes Para 100 mL
(Caz(PO4).2H,0) 1g

Agua destilada completar para 100 mL

Preparar 12 22 e 3" parte do meio, separadamente e autoclavar;

ApOs autoclavagem misturar as 3 partes e depois verter nas placas.
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Apéndice 8 - Solucéo Nutritiva de Sarruge (1975)

Macronutrientes Estoque Solugéo dos
(g.LY vasos (mL)

KH2PO4 136,1 1

MgSO;. 7H,0 2464 2

CaCl, 1111 5

KCI 74,6 5

NH4NO3 80 1

Fe EDTA 1M 10

Micronutrientes

HzBO3 2,86 1
ZnCl, 0,10 1
CuS04.5H,0 0,04 1
NaxMO4.4H,0 0,02 1

Ajustar o pH 6,8.

O nitrogénio € adicionado usando-se uma solugéo 20 g/L de NH4NOs.
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