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RESUMO - Foram efetuados isolamentos de Rhizobium sp nativos nos Cerrados, associados a Stylo-
santhes spp, com o objetivo de estudar a natureza dos fatores que interferem no estabelecimento das 
estirpes de Rhizobium inoculadas, e de avaliar o potencial de fixação de N 2  das estirpes nativas. Den-
tre 122 estirpes isoladas em solo sob Cerrado cultivado, 35% foram resistentes a concentrações iguais 
ou superiores a 40 p g/ml, enquanto que .apenas 10% dentre 92 estirpes isoladas em solo sob Cerrado 
virgem apresentaram esse nível de resistência. Esses dados sugerem que modificações ecológicas pro-
movidas pelo cultivo dos Cerrados podem induzir a vantagens competitivas para estirpes de Rhizobium 
sp. resistentes à estreptomicina. Experimentos conduzidos em vasos Leonard com areia e solução nutri-
tiva esterilizada indicaram que cerca de 61% das estirpes isoladas em S. guianensis var. Canescens e 
S. grandifolia eram pouco ou moderadamente efetivas no hospedeiro homólogo, enquanto que apenas 
14% das estirpes apresentaram um nível elevado de fixação do 1 ,4 2 . Esse baixo índice de estirpes efi-
cientes sugere a necessidade de se iniciar um trabalho de seleção de Rhizobium sp. adaptado às condi-
ções dos Cerrados, visando a produção de inoculantes de alta qualidade para a região. 

Termos para indexação: inoculação, nódulos, fatores bióticos, actinomicetos 

SPONTANEOUS STREPTOMVCIN RESISTANCE AND EFFICIENCV OF RHIZOBIUM 
STRAINS NATIVE IN BRAZILIAN CERRADOS ASSOCIATED WITH STVLOSANTHES 

ABSTRACT . Abizobium strains were isolated from nodules of Stylosanthes spp. in undisturbed or 
cuitivated Cerrado soils that have never been inoculated, in order to study the nature of the factors 
that affect stablishment of Rhizobium strains introdueed in these soiis, as weli as to evaluate the N 2  
fixing capaclty of the native strains. Streptomycin resistance levei of the Rhizobium strains were 
tested in yeast-mannitol-agar plates. Among 122 strains isolated in cultivated Cerrado, 35% were 
resistant to concentrations equal or above 40 jA gim!, while only 10% within 92 strains isolated in 
undisturbad Cerrados were résistant to that levei. These data suggest that the ecological changes caused 
by cuitivation of virgin savanna land result in competitive advantages for Streptomycin resistent 
Rhlzobium strains. Experiments carried out in Leonard jar assemblies with san and sterilized 
solution indicated that 61% af the strains isolated in S guianensis var. Canescens and & grandifoia 
were 10w ar moderately effective in the homologeus host, while only 14% of the strains had a high 
levei of N 2  fixation. This 10w percentage af efficierit strains suggests the necessity af a Abizobium 
strain seiection program adapted to the Cerrado conditions, aiming to obtain high quality inoculant 
for the Cerrados region. 

Index terms: inoculation, nodules, biotic factors, actinomicetes 

INTRODUÇÃO 

O emprego de leguminosas em pastagens con-

sorciadas é considerado um dos métodos mais eco- 
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n6micos para elevar o seu valor nutritivo, sem a 
necessidade de dispendiosos investimentos com 

adubos nitrogenados. Nas regiões dos Cerrados, o 
gênero Stylosanthes tem se revelado um dos mais 
promissores, por diversas razões, tais como: ocor-

rência generalizada em condições naturais (Costa 
& Ferreira 1977), adaptação a solos ácidos e pouco 
férteis, e resistência a seca e a temperaturas eleva-
das (Builer et aI. 1970). 

Tem sido observada a ocorrência natural de nó-
dulos em espécies do gênero Stylosanthes em solos 
sob Cerrados; porém, a contribuição destas estirpes 
nativas em termos de fixação de nitrogênio é des- 
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conhecida. Vargas et ai. 5  efetuaram a avaliação da 
atividade da nitrogenase em 400 nódulos indivi-
duais de S. scabra, S. rnacrocephala e S. capitata, 
semeados sem inoculação em solos sob Cerrados, e 
concluíram que toda a população nativa de Rhizo-
bium sp.,  capaz de nodular essas espécies, era sim-
bióticamente ativa. No mesmo trabalho foi detecta. 
da a atividade de nitrogenase em 23 Stylosanthes 
cultivados em condições de campo, sem o uso de 
inoculantes, sèndo que apenas em S. macrocephala 
e S. capitata o nível dessa atividade foi considera-
do baixo. 

Por outro lado, não hS informações conclusivas 
sobre os benefícios da inoculação de Stylosanthes 
cm solos sob Cerrados. Vargas & Suhet (1981) não 
obtiveram nenhum efeito com a inoculação de 
S. macrocephala eS. capitata, em um experimento 
de campo conduzido em um Latossolo Vermelho-
-Amarelo sob Cerrado. Problemas de nodulação e 
efeito negativo na inoculação de S. guianensis com 
estirpes do grupo "Cowpea" foram detectados por 
Franco & Dõbereiner (1971) e Souto et aL (1972). 

Um dos fatores que podem interferir no estabe-
lecimento de leguminosas é a presença de uma mi-
croflora antagônica ao Rhizobium ( Foo & Varma 
1976, Hattingh & Louw 1966, 1-lely et ai 1957, 
Visona & Tardieux 1964). Como integrantes desta 
microflora antagônica, os actinomicetos e as bacté-
rias podem retardar ou impedir a nodulação de le-
guminosas "in vitro", bem como interferir no cres-
cimento e competição do Rhizobium na rizosfera 
(Schwinghamer 1967, Visona & Tardieux 1964, 
Wieringa 1963). Em solos sob Cerrado, a popula-
ção de actinomicetos, especialmente as do gênero 
Streptomyces, produtores de antibióticos, é cerca 
de 75 a 94% da microflora total (Coelho & Droz-
dowicz 1979). Estes microorganismos, portanto, 
poderiam desempenhar um importante papel no 
equilíbrio microbiano desses solos. 

Neste trabalho objetivou-se unia vaRação da efi-
ciência de estirpes de Rhizabium nativas nos Cer-
rados, associadas a algumas espécies de Stylosan-
thes. Foi proposto também um estudo da resistên-
cia destas estirpes 3L estreptomicina, visando a uma 
melhor compreensão de alguns fatores que podem 

Comunicação pessoal. 
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interferir no processo de nodulação e fixação de 
nitrogênio desta leguminosa em solos sob Cerr-
rados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram obtidas 238 estirpes de Rhizobb4m a partir de 
nódulos frescos de quatro espécies de Stylosanthes: S. 
guitinensis, variedade Canercens S. gulanensis (CPAC 280, 
CPAC 337, CPAC 213 e CPAC 135), S. grandifolia e 
S. mac,ocephaUz. Estas leguminosas foram coletadas em 
regiões de Cerrados cultivados próximo a Sete Lagoas, MG 
e em regiões de Cerrado virgem próximo a Brasilia, DF, e 
Uberaba, MG. Em nenhuma dessas áreas as leguminosas 
foram inoculadas. Os nódulos foram coletados em plantas 
jovens, na parte superior das raízes (camada de O a 20cm), 
A técnica utilizada para o isolamento das estirpes foi uma 
adaptação do método de Vincent (1970), sendo o tempo 
de desinfecção em HgCl 2  reduzido para dois e quatro mi-
nutos, dado o pequeno tamanho dos nódulos. Estes foram 
esmagados diretamente em placas-de-petri, contendo o 
meio de crescimento agar-manitol-extrato de levedura 
(Fred & Waksman 1928). 

Testes preliminares com este meio em p11, variando de 
3,5 a 7,0 indicaram o nível de pH 5,5 como o mais favo-
rável para os isolamentos. Foram utilizadas, para o ajuste 
do p11, a solução-tampão Mcllvaine (Fosfato'dissódicolci-
do cítrico), p1-! 3,5 a 5,0 e a solução-tampão de Sórensen 
(Na 2 HPO4-K1I2 PO4 ), p11 5,5 a 7,0. Às culturas obtidas 
foram caracterizadas como pertencentes ao gênero Rhizo-
bkun, utilizando-se Macroptilium atropurpureum cv. Si-
ratro como hospedeiro, cultivado em tubos de ensaio em 
meio de cultura, segundo Jensen (1942). 

A eficiência de fixação de nitrogênio de 57 estirpes 
isoladas, a partir de £ guianen ris, e de 48 estirpes isoladas, 
a partir de S. grandifolia, foi determinada com o hospedei-
ro homólogo em experimentos conduzidos em vasos 
Leonard contendo uma mistura de vermiculita e areia na 
proporção 2:1 (v/v) e solução nutritiva isenta de nitrogê-
nio (Norris 1964). Os inóculos bacterianos foram padroni-
zados para a mesma densidade ótica no final da fase loga-
rítmica de crescimento, na faixa de 100 a 120 unidades. 
Klett. 

Foi incluído um tratamento com N mineral, sendo adi-
cionados 10 mI/vaso de uma solução, 0,04M de N11 4NO3 , 

no momento da inoculação. Novas aplicações de nitrogê-
nio (1 ml da mesma solução) foram adicionadas semanal-
mente. 

A colheita foi efetuada 90 dias após o plantio. Asplan-
tas foram secas em estufa a 65 °C, por 48 horas, (para de-
terminação do peso da matéria seca. As estirpes foram 
agrupadas em cinco classes, baseadas em sua produção de 
matéria seca, em relação ao controle nitrogenado: de O a 
30% inefetiva; de 31 a 60%, pouco efetiva; de 61 a 90% 
moderadamente efetiva; de 91 a 120%, efetiva; e > 121%, 
altamente efetiva. 

As 122 estirpes provenientes de regiões de Cerrado 
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com solo cultivado e as 92 provenientes de solo de Cer-
rado virgem, além de oito estirpes comerciais recomenda-
das para Stylosanthes, foram testadas quanto à sua sensibili-
dade à estreptomicina, pelo método de dilulçifo em placa 
(Ericcson & Sherris 1971). Foram utilizados diferentes 
níveis do antibiótico, esterilizado por filtração, e adicio-
nado ao meio de crescimento do Rhizoblam, após sua 
autoclavagem e resfriamento; à temperatura de 450C. O 
p11 final foi corrigido para 6,8 a 6,9 (Eagle et aI. 1952). 

As placas foram conservadas a 40C por um período 
máximo de 48 horas antes do uso. As estirpes a serem 
testadas foram desenvolvidas em meio líquido e, no final 
da fase logarítmica, a densidade ótica do meio era padro-
nizada para 100 a 120 unidades Meu (faixa determinada 
previamente como a mais adequada para garantir a repro-
dutividade dos resultados, conforme Ericcson & Sherris 
1971). 

A semeadura do inóculo bacteriano foi efetuada mer-
gulhando-se cotonetes esterilizados na suspensão bacteria-
na e semeando-se numa faixa de 3 a 4 cm do meio de cul-
tura sólido. Após a incubação a 290C por três a quatro 
dias, foi efetuada a leitura com base no crescimento do 
controle sem estreptomicina. A estirpe era considerada 
tolerante ao nível testado, quando as dimensôes da cul-
tira eram semelhantes às da cultura riscada na placa sem 
antibiótico. O nível de resistência à estreptomicina foi 
definido na concentração máxima do antibiótico,quando 
se detectava crescimento bacteriano total. 

Para comprovação do efeito da calagem na seleção de 
estirpes resistentes à estreptomicina, foi conduzido um 
experimento em vaso de 3 litros, com dois solos coletados 
sob Cerrado virgem, submetidos aos tratamentos com e 
sem calagem (18 CaCO 3 /kg de solo). O p11 dos solos, ori-
ginalmente em 4,4 e 5,0, foi elevado para 5,1 e 5,8, res-
pectivamente. Trinta dias após a adição do CaCO3 , o S. 
guianensis (CPAC 135) foi semeado sem inoculação. Fo-
ram isoladas 24 estirpes e testadas quanto à resistência à 
estreptomicina, confonne técnicas descritas anteriormen-
te. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A Fig. 1 mostra a distribuição, em intervalos de 
classe, da eficiência em fixar N 2  das estirpes, to-

mando-se como parâmetro de classificação sua pro-

dução de matéria seca, em relação a plantas que 

receberam adubação nitrogenada. As estirpes de 

.Stylosanthes grandifolia isoladas e inoculadas no 

hospedeiro homólogo apresentaram uma distri- 

buição aproximadamente normal com a moda si-

tuada na faixa de 61 a 90% de eficiência, enquanto 

que as estirpes de S. guianensis apresentaram uma 
distribuição assimétrica. 

Apenas 35% das estirpes de S. grandifolia fo- 
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FIO. 1. Distribuição das freqüências de 105 estirpes de 
Rhizobium sp. isoladas em $tylosanthes grandi-
folia es. guianensis, inoculadas em vasos-Ieonard 
no hospedeiro homólogo. 

ram classificadas como efetivas ou muito efetivas 

(rendimento de matéria seca igual ou superior a 

90% do obtido com a adubação nitrogenada), 

enquanto que, no S. guianensis, apenas 30% das es-

tirpes receberam essa classificação. Esses dados 

mostram a grande variabilidade em eficiência das 
estirpes nativas de Rhizobium sp. e a alta percen-
tagem de estirpes com média ou pouca eficiência 
em fixar N 2 . 

Vários autores têm mencionado a ocorrência de 

nódulos efetivos em plantas de Stylosanthes spp. 

não inoculadas em solos da África (Adegbola & 

Onayinka 1966, Horrel & Court 1965), Ásia 

(Chandapillai 1972) e nos Cerrados do Brasil (Var-

gas & Suhet 1981). Contudo, tais trabalhos não 

quantificam a capacidade de fixar N2  das estirpes 
nativas desses solos. 

A inoculação de leguminosas é uma prática es- 
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sencial, quando inex(stem no soio estirpes de Rhi-
zobiurn capazes de promover uma simbiose eficien-
te. Por outro lado, a simples inoculação não garan-
te a introdução de uma estirpe eficiente. Vargas 
& Suhet (1981) não observarani resposta à inocu-
lação de Stylosanthes spp em solos sob Cerrados, 
com a utilização de estirpes comerciais reconheci-
damente eficientes em outros solos. Resultados se-
melhantes foram obtidos por Vargas et ai. (1979) 
em um solo aluvial do Espírito Santo. 

O insucesso da inoculação com estirpes comer-
dais pode ser atribuído à competição com a popu-
lação nativa pelos sítios de infecção nodular 
(Graham & Hubbell 1975). Fatores bióticos ou 
abióticos podem também interferir na multiplica-
ção e estabelecimento, no solo, das estirpes intro-
duzidas através da inoculação das sementes. Esses 
fatores assumem importància relevante, quando se 
conduz um trabalho de seleção de estirpes visando 
a produção de inoculantes comerciais. 

Outra variável a ser considerada, antes que uma 
estirpe tenha seu uso recomendado, é a sua capaci-
dade de formar associações simbióticas com o 
maior número possível de hospedeiros. Estudos de-
senvolvidos por vários autores têm observado acen-
tuado grau de especificidade dentro do gênero Sty-
losanthes (Norris & Mannetje 1964, Mannetje 
1969). Entretanto, Graham & Hubbell (1975) fa-
zem distinção entre a especificidade como uma 
propriedade genética dos si.mbiontes e a especifici-
dade determinada por fatores ambientais, tanto 
químicos quanto bióticos. Dentre os fatores quí-
micos, o pH assume importáncia como limitante 
da multiplicação de Rhizobium, especialmente em 
solos ácidos como os sob Cerrados. 

Já entre os fatores bióticos, podemos destacar 
a competição microbiana com antagonistas, como 
os actinomicetos - produtores naturais de antibióti-
cos (Hely et aI. 1957, Thornton 1956, Patel 8 
Brown 1969). A resistência à estreptomicina pare-
ce ser uma vantagem competitiva para o RhLzo-
bium japonicutn na introdução da soja em solos 
sob Cerrados (Scotti et aI. 1980). 

Pode-se observar, na Fig. 2, que as estirpes isola-
das em Sty!osanthes spp. provenientes de solos sob 
Cerrado virgem mostraram uma distribuição apro-
ximadamente normal de resistência à estreptomi- 
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FIG. 2. Resistência, à estreptomicina, de estirpes de Rhl-
zobium sp. Os dados estSo apresentados em rela-
çffo à percentagem total de 8 estirpes comerciais 
provenientes de Cali-Colombia (dAT). do Rio 
de Janeiro-Brasil (km 411, da Rodésia, de 92 es-
tirpes isoladas em Stylosanthes guianensis, £ 
grandifo/ia e S bracteata, coletados em Cerrada 
virgem; e de 122 estirpes isoladas em S. guianen-
sis e £ grandifolia, coletados em Cerrado culti-
vado. 

cina, com uma maior freqüência nos níveis de 5 a 
10 p giml  do antibiótico. Porém as estirpes prove-
nientes de solos sob Cerrado cultivados mostraram 
uma distribuição bimodal, com um pico na mesma 
faixa de 5 a 10 j.z giml  de estreptomicina e outro 
pico na faixa de 40 p giml do antibiótico. 

A maioria das estirpes comerciais de Rhizobium 
sp., indicadas para o gênero Stylosanthes, quando 
testadas frente a estreptomicina apresentaram uma 
resistência ao antibiótico entre os níveis de 2,5 a 
5,0 z g/mL No experimento conduzido em vasos, 
as estirpes isoladas em solo que recebeu calagem 
apresentaram maior resistência à estreptomicina 
do que as isoladas nos vasos que não receberam 
esse tratamento (Fig. 3). 

A elevação do pli  do solo corrigido com cala-
gem favorece à proliferação de actinomicetos 
(Alexander 1965). Em solos virgens sob Cerrado, 
que receberam calcário, foi observada elevação da 
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CONCLUSÕES 
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FIQ. 3. Resistência, à estreptomicina, 24 estirpes de 
Rhizoblum sp. isoladas em Sty/ownthes gulanen-
ais, cultivadas em solos sem calagem e em solos 
submetidos a 1 gde CaCO3 por kg de solo. 

população de Streptomyces spp. (Coelho & Droz-
dowicz 1979). O aumento do p}-I  do solo favorece 
tanto à atividade antibionte do solo, como tam-
bém à atividade da própria estreptomicina, que 
aumenta com a elevação do meio de cultura (Eagle 
et al. 1952, Wieringa 1963). 

Essa atividade antibiótica parece ocorrer espe-
cialmente na rizosfera, onde a população microbia-
na, principalmente de actinomicetos, é muito ele-
vada. Isso foi comprovado na rizosfera de legumi-
nosas (Brown 1961) e de cereais (Dobereiner & 
Baldani 1979), onde foi detectada uma propor-
ção mais elevada de bactérias resistentes à estrep-
tomicina, em relação a outras regiões do solo. Es-
tas observações sugerem que o cultivo do solo po-
de acarretar um desequilíbrio microbiológico, es-
pecialmente na rizosfera, onde pode ocorrer o apa-
recimento de nichos ou sítios de acúmulo de anti-
biótico, nos quais se estabeleceriam estirpes de 
Rijizobium com alta resistência a antibióticos. 

1. A predominancia, nos solos sob Cerrados, de 
estirpes nativas de Rhizobium sp., com baixa capa-
cidade de fixar nitrogênio, sugere a necessidade de 
um trabalho de seleção, a partir desta população 
do solo, visando a obtenção de estirpes já adapta-
das, mas eficientes em fixar N 2  nos solos sob Cer-
rados. 

2. Elevações do pH, produzidas pela calagem e 
cultivo do solo, parecem acarretar modificações 
ecológicas, favorecendo o aparecimento de estir-
pes de Rhizobium sp. resistentes à estreptomicina. 
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