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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar o espectro antibiotico de actinomicetos provenien-
tes de solos de Cerrados e a sua influéncia na nodulagio da soja. As estirpes BR 29, BR 33, BR 40,
BR 85, BR 86, BR 96, 47/587, 3B-7 ¢ 4A-5 de Bradyrhizobium spp. apresentaram comportamento
diferenciado em relag@o a resisténcia natural aos antibidticos produzidos por 204 actinomicetos. As
estirpes BR 29 ¢ BR 96 foram sensiveis a 5.2 ¢ 9,9% dos antibidticos produzidos, respectivamente,
enquanto a BR 33 apresentou sensibilidade a 20,3%. O antagonismo exercido pelos actinomicetos
exclusivamente a BR 29 ¢ BR 33 foi de 1,6 € 5,7%, respectivamente. Esse efeito ndo foi observado nas
estirpes BR 40 e BR 96. Inoculagdes simples ¢ em mistura das estirpes na presenga de actinomicetos
influenciaram a nodulagdo da soja. A co-inoculagdo da BR 33 ¢ BR 29 com o isolado 370 reduziu o
percentual de ocorréncia média, nos nodulos, da BR 29, de 94,1% para 83,7%, com conseqiiente
aumento da BR 33 de 6,7% para 17,2%. Os resultados evidenciam a importancia de estudos ecologicos
desses microrganismos, visando avaliar o seu papel no estabelecimento de uma nodulag@o eficiente.

Termos para indexagéo: cerrados, fixagéo simbiodtica do N,, capacidade competitiva, antagonismo.

INFLUENCE OF ANTIBIOSIS PRODUCED BY ACTINOMYCETES ON STRAINS
OF BRADYRHIZOBIUM SPP. ON SOYBEAN NODULATION

ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the antibiotic spectrum of actinomycetes from
Cerrado soils and their influence on soybean nodulation. Strains BR 29, BR 33, BR 40, BR 85, BR 86,
BR 96, 47/587, 3B-7 and 4A-5 of Bradyrhizobium spp. were characterized by their natural resistence
to antibiotics produced by 204 actinomycete isolates. The strains BR 29 and BR 96 of B. elkanii were
sensitive to 5.2% and 9.9% the products of actinomycete isolates, respectively, while BR 33 was
sensitive up to 20.3%. The antagonistic effects caused by actinomycete exclusively to BR 29 and
BR 33 were 1.6% and 5.7% respectively. This effect was not observed for strains BR 40 and BR 96.
Single and multistrains inoculations in the presence or absence of actinomycetes affected soybean
nodulation. On double strain inoculations, with BR 33 and BR 29 mixed with actinomycete 370 there
was a decrease in nodule occupancy by BR 29 from 94.1% to 83.7% with concomitant increase in the
occupying of BR 33 from 6.7% to 17.2%. The results indicate the importance of ecological studies on
actinomycetes population in order to access their role in the establishment of efficient nodulation.

Index terms: cerrado, N, symbiotic fixation, competition capacity, antagonism.
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problemas relacionados com a nodulagio (Oliveira
etal., 1991). Diferencas na eficiéncia das estirpes de
Bradyrhizobium que nodulam a soja tém sido obser-
vadas (Dobereiner et al., 1970; Duque et al., 1982),
podendo ter, como conseqiiéncias, respostas dife-
renciadas da inoculacdo em relacdo ao crescimento
da planta e a produtividade da cultura (Vargas et al.,
1994).

Em solos de Cerrados com historico de cultivo de
soja, tem-se observado que a inoculagio da estirpe
BR 33, com maior cficiéncia nodular (Neves et al.,
1985), nem sempre tem incrementado a fixagao
simbiotica do N, visto que nesses solos a ocorréncia
das estirpes BR 29 e BR 96 nos nodulos da soja tem
sido predominante, chegando a formar 90% dos no-
dulos nessa leguminosa (Peres, 1979; Vargas et al.,
1982a, 1982b, 1994; Vargas & Suhet, 1980). Também
tem-se observado um incremento da ocorréncia da
estirpe BR 40, de menor eficiéncia simbiotica, nos
nodulos da soja. Em 1970, esta estirpe ocupou 2%
dos nodulos quando usada como inoculante nos Cer-
rados. A adaptacdo as condi¢des dos Cerrados re-
sultou em incrementos da sua capacidade competiti-
va. Atualmente, estirpes pertencentes ao sorogrupo
BR 40 sdo encontradas em aproximadamente 60%
dos nodulos, interferindo no estabelecimento, nos
nédulos, de outras estirpes, inoculadas através das
sementes (Vargas et al., 1994).

Diversos fatores abioticos ¢ bioticos podem mo-
dificar os padrdes competitivos das estirpes de
Bradyrhizobium spp. Entre os fatores bioticos, as
populacdes de actinomicetos na comunidade
bacteriana dos solos tropicais tém recebido atencio
especial, pelo seu potencial na producdo de antibio-
ticos, visto que 85% dos antibidticos conhecidos
sdo produzidos por esses microrganismos (Gottlieb,
1973). Em solos de Cerrados com vegetacdo nativa, a
ocorréncia das populagdes de actinomicetos na co-
munidade microbiana pode ser superior a 75%, com
predominancia do género Streptomyces (Coelho &
Drozdowicz, 1978). Perturbagdes no solo de um
ecossistema natural através de praticas agricolas,
como a calagem, tém resultado em desequilibrios das
populagdes na comunidade microbiana, favorecen-
do as populagdes de actinomicetos (Baldani et al.,
1982; Kamel et al., 1989; Cattelan & Vidor, 1990; Pe-
reira et al., 1996) e alterando os percentuais de ocor-
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réncia das estirpes de rizobio resistentes a antibioti-
cos (Vargasetal., 1992a).

Problemas relacionados com a nodulaco da soja,
nos primeiros anos de cultivo de Cerrado, tém sido
atribuidos a predominancia das populagdes de
actinomicetos com agao antagonica, através da pro-
ducdo de antibidticos, sobre as populagdes de rizobio
(Scottietal., 1988). O elevado percentual de ocorrén-
cia das estirpes BR 29 e BR 96 nos nodulos da soja
tem sido atribuido a resisténcia a antibidticos, ja que
foi observado que elas apresentam resisténcias na-
turais elevadas a estreptomicina, cloranfenicol ¢
tetraciclina (Scotti et al., 1982, 1988).

Assim, na cultura da soja, além da eficiéncia
fixadora, deve-se considerar os fatores que influen-
ciam a capacidade competitiva das estirpes de
B. elkanii e B. japonicum, para que o potencial de
fixacdo bioldgica do N, seja maximizado. Nessa situ-
aco, as estirpes presentes nos inoculantes comer-
ciais necessitam competir ativamente por substratos
¢ pelos microssitios ja ocupados pelos demais mi-
crorganismos.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
espectro antibiotico de isolados de actinomicetos
provenientes de solos de Cerrados ¢ a sua influéncia
na capacidade competitiva por sitios de nddulos for-
mados na soja por estirpes de Bradyrhizobium spp.

MATERIALE METODOS

A resisténcia natural de estirpes de Bradyrhizobium
spp. ao antagonismo promovido por actinomicetos foi
avaliada utilizando-se as estirpes de Bradyrhizobium
Japonicum: BR 33 [CB 1809], BR 85 [CPAC-7, originaria
de uma cultura da estirpe BR 33, com elevada eficiéncia
fixadora], ¢ 47/587 [BR 33 readaptada em solos de cerra-
do] e as estirpes de Bradyrhizobium elkanii: BR 40
[SEMIA 566], BR 86 [CPAC-15, diferindo da BR 40 pela
eficiéncia fixadora e pela elevada capacidade competitiva],
3B-7 ¢ 4A-5 [isoladas a partir da BR 40 com capacidade
competitiva semelhante ¢ elevada em relagdo a original,
respectivamente] (Scotti, 1993; Vargas et al., 1994),
BR 29 [29W] ¢ BR 96 [SEMIA 587] utilizadas nos
inoculantes comerciais, todas pertencentes a colegdo de
culturas da Embrapa-CNPAB.

A selecdo dos actinomicetos isolados de solos de Cer-
rados, em diferentes condi¢gdes ambientais, foi feita com
base nas diferencas morfologicas que as colonias apresen-
taram em placas-de-Petri, contendo meio de cultura des-
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crito por Waksman (1961). Os isolados de actinomicetos
foram preservados na forma de esporos, em glicerol esteri-
lizado a 10% (vol /vol) e mantidos a -20°C (Wellington &
Williams, 1978).

A atividade antagénica dos isolados de actinomicetos
foi avaliada em placas-de-Petri com meio Waksman utili-
zando-se as estirpes descritas anteriormente. Em cada pla-
ca, foi inoculada uma gota de suspenséo de esporos de seis
isolados de actinomicetos. Apos 48 horas de incubacdo
(quando as colonias estavam visiveis), as placas foram
invertidas, para adi¢do, na tampa, de 1 mL de cloroférmio,
¢ incubadas por quarenta minutos. Para eliminagdo dos
vapores de cloroférmio, as placas foram deixadas semi-
-abertas na capela, com fluxo laminar de ar por vinte minu-
tos. Em seguida, as colonias de actinomicetos foram cober-
tas com 10 mL do meio Vincent (1970) liquefeito com
temperatura em torno de 40°C, ao qual se adicionou pre-
viamente uma suspensao de cada estirpe de Bradyrhizobium
com aproximadamente 108 células/mL de meio.

Para avaliar a influéncia dos isolados de actinomicetos
na nodulag@o da soja por estirpes de Bradyrhizobium spp.,
foi instalado um experimento em casa de vegetagdo, com
vasos Leonard contendo vermiculita e areia na proporg¢ao
de 2:1, esterilizados em autoclave por duas horas, a 121°C
e 1,5 atm. Os isolados de actinomicetos n® 37 (antagbnico
a estirpe BR 33 em meio de cultura), n® 42 (antagonico a
estirpe 47/587), n° 85 (antagdnico a BR 96),n°370,n°372
(antagénicos a BR 29) e n°® 368 (antagdnico a BR 29,
BR 33,47/587 ¢ BR 96) foram utilizados como in6culos.
Para isto, foram repicados individualmente em meio
Waksman liquido, e incubados por sete dias em tempera-
tura ambiente com agita¢@o horizontal constante. Nos tra-
tamentos com actinomicetos, adicionaram-se, superficial-
mente, em cada vaso, 3 mL da suspensdo contendo o iso-
lado especifico e mais 25 mL do meio Waksman liquido.
As inoculagdes dos isolados de actinomicetos foram feitas
nove dias antes da semeadura e da inoculag@o das estirpes
de Bradyrhizobium spp., considerando-se a menor taxa de
crescimento que as populagdes de actinomicetos normal-
mente apresentam.

As estirpes BR 29, BR 33, BR 96 ¢ 47/587, utilizadas
como inoculos, foram repicadas individualmente em meio
Vincent liquido, e incubadas, por sete dias, a 28°C, com
agitacdo horizontal de 150 rpm. Em seguida, as suspen-
sOes bacterianas foram equalizadas por turbidimetria em
relagdo a menos turva, para padronizagdo do nimero de
células por mililitro de suspensdo. O numero de células de
cada suspensdo foi determinado pelo método de diluigdes
em placas, obtendo-se concentragdes em torno de 108 cé-
lulas/mL. As estirpes foram inoculadas na semeadura, a
razdo de 2 mL/semente.
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Semearam-se seis sementes por vaso da cultivar de soja
Doko, previamente desinfestadas em alcool, 96° GL por
cinco minutos, HgCl, 0,1% por dois minutos ¢ sete lava-
gens consecutivas com agua destilada esterilizada. Nove
dias apos, foi feito o desbaste, deixando-se duas plantas
por vaso.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos
completos casualizados, com quatro repeti¢des, € os se-
guintes tratamentos: BR 33, 47/587, BR 29, BR 96,
BR 33 +1solado de actinomiceto 37 (antagdnico a BR 33),
47/587 + 1solado 42 (antagdnico a 47/587), BR 29 + isola-
do 370 (antagdnico a BR 29), BR 29 + isolado 372 (anta-
gonico a BR 29), BR 96 + isolado 85 (antagénico a BR 96),
BR 33 + BR 29, BR 33 + BR 29 + isolado 370,
BR 33 + BR 29 + isolado 372, BR 33 + BR 29 +
isolado 37, BR 33 + BR 96, BR 33 + BR 96 + isolado 85,
BR 33 + BR 96 + isolado 37, 47/587 + BR 29, 47/587 +
BR 29 + isolado 370, 47/587 + BR 29 + isolado 372,
47/587 + BR 29 + isolado 42, 47/587 + BR 96, 47/587 +
BR 96 + isolado 85, 47/587 + BR 96 + isolado 42,
BR 33 +47/587 + BR 29 + BR 96, BR 33 + 47/587 +
BR 29 + BR 96 + isolado 368 (antagdnico a todas).

A colheita foi feita quando as plantas estavam em
floragdo plena (45 dias apos semeadura), para avaliagdes
do ntimero e peso de noddulos secos, bem como do
percentual de ocorréncia das estirpes nos nodulos.

A identificagdo das estirpes nos nédulos foi feita por
meio de reagdes de aglutinagio entre anti-soros especificos
aos diferentes sorogrupos e antigenos nodulares
(Somasegaran & Hoben, 1985). Os antigenos nodulares
foram preparados por maceramento individual de 30 no-
dulos por vaso em solugéo fisiologica (NaCl 0,85%), em
volume variavel conforme o tamanho do nodulo. Do
sobrenadante, adicionou-se horizontalmente uma gota de
15 pLL em placas de vidro. No sentido vertical, adicionou-
-se 0 mesmo volume dos anti-soros das estirpes BR 33 e
BR 29 ou BR 96, diluidos 25 vezes, e uma gota de solugéo
fisiologica, para observagdo de possiveis reagdes esponta-
neas. Consideraram-se como positivas, as suspensdes cla-
ras com aglutinagdes; ¢ negativas, as suspensdes turvas
com auséncia de aglutinag@o.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resisténcias de estirpes de Bradyrhizobium spp.
aos antibidticos produzidos por actinomicetos

As resisténcias naturais das estirpes aos antibio-
ticos produzidos pelos actinomicetos, oriundos dos
solos de Cerrados, foram diferenciadas (Tabela 1).
As estirpes BR 29, BR 96 e BR 40 mostraram-se sen-
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siveis aos antibidticos produzidos, respectivamen-
te, por 5,2; 9,9 ¢ 9,9% dos 204 isolados de
actinomicetos testados, enquanto a estirpe BR 33
apresentou sensibilidade a 20,3% desses isolados.
Tal variabilidade também foi observada quanto
as estirpes de um mesmo sorogrupo. As sensibilida-
des das estirpes BR 85 ¢ 47/587 foram semelhantes,
mas inferiores a da estirpe-matriz BR 33. No sorogrupo
BR 40, a estirpe BR 86 foi sensivel aos antibioticos
produzidos por 7,8% dos actinomicetos, ao passo
que o crescimento das estirpes 3B-7 ¢ 4A-5 foi inibi-
do, respectivamente, por 14,6 ¢ 13,0% dos isolados
de actinomicetos testados. Nessas condicdes, a adap-
tagao das estirpes 3B-7 ¢ 4A-5, em solos de Cerra-
dos, ndo resultou em aumentos das resisténcias aos
antibioticos produzidos pelos actinomicetos oriun-
dos desses solos; ao contrario, apresentaram maior
sensibilidade em relacdo a estirpe original.
Verificou-se, ainda, que 7,3% dos isolados de
actinomicetos apresentaram antagonismo simultaneo
as estirpes BR 33, BR 85 ¢ 47/587 (pertencentes ao
sorogrupo BR 33), enquanto, 1,6% dos isolados fo-
ram antagonicos as estirpes BR 40, BR 86, 3B-7 ¢
4A-5 (sorogrupo BR 40). Por outro lado, o antago-
nismo a todos os sorogrupos nao foi observado.
Esses resultados poderiam explicar por que a
inoculacdo da estirpe BR 33 em solos com histdrico

TABELA1. Sensibilidade natural das estirpes de
Bradyrhizobium spp. aos antibioticos pro-
duzidos por isolados de actinomicetos,

oriundos de solos de Cerrados.

Edtirpes Actinomicetos
Antagodnicos Antagonicos
especificos
%

BR 29 5,2 1,6
BR 96 9,9 4,2
BR 33 20,3 5,7
BR 85 16,1 3,6
47 | 587 16,7 1,0
BR 40 9,9 0,0
BR 86 7,8 0,0
3B-7 14,6 4,2
4A-5 13,0 1,0
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de cultivo de soja nem sempre tem incrementado a
fixagdo simbiotica do N, ja que tem-se observado a
predominincia de estirpes pertencentes a outros
SOrogrupos.

O antagonismo exercido pelos actinomicetos es-
pecificamente a cada estirpe também foi variavel.
Verifica-se que 1,6% dos isolados apresentaram an-
tagonismo exclusivamente a estirpe BR 29, ¢ 5,7% a
estirpe BR 33. Esse efeito ndo ¢ observado quanto
as estirpes BR 40 ¢ BR 86. Isso evidencia que nestes
solos 0 amensalismo exercido pelos actinomicetos
por meio da producio de antibidticos pode ser espe-
cifico tanto no que diz respeito as estirpes de
Bradyrhizobium elkanii como no tocante as estir-
pes de Bradyrhizobium japonicum.

Por outro lado, observou-se que nenhum isolado
de actinomicetos foi antagdnico a todas as estirpes
testadas. Resultado semelhante foi obtido por Patel
(1974), que testou 279 actinomicetos, ¢ nenhum foi
antagonico a todas as 12 estirpes de Rhizobium uti-
lizadas.

Assim, a alta capacidade das estirpes BR 29 e
BR 96 de sobreviver e colonizar os solos de Cerra-
dos e de competir por sitios de nddulos formados na
soja cultivada nestes solos (Vargas et al., 1992a, 1993;
Scotti, 1993) pode estar associada com suas baixas
sensibilidades aos antibiodticos produzidos pelas
populagdes de actinomicetos desses solos.

A variabilidade apresentada pelas estirpes
B. elkanii e B. japonicum, em relacdo a sensibilidade
aos antibioticos produzidos pelos actinomicetos,
pode estar relacionada com a antibiose exercida pe-
las populacdes pertencentes a comunidade
microbiana dos solos dos quais elas foram isoladas.
Assim, o percentual de microrganismos antagoni-
cos presentes no solo seria um fator determinante
do nivel de sensibilidade apresentado pelas estirpes
aos antibioticos produzidos pelos actinomicetos.
Além disso, deve-se considerar que a acidez do solo
(Ramosetal., 1987; Vargas et al., 1993), assim como a
inativacglo, a estabilidade quimica e a degradagao
microbiana dos antibiéticos também poderiam influ-
enciar os padroes de sensibilidade natural das estir-
pes de rizobio aos antibioticos produzidos (Williams,
1982; Williams & Vickers, 1986; Scotti et al., 1988).

Os dados acima relacionados sugerem que o ta-
manho e a composicao das populagdes de B. elkanii
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e B. japonicum nos solos de Cerrados podem ser
influenciados pelas interagdes com as populagdes
de actinomicetos, mediante a producdo de antibioti-
cos. Entretanto, deve-se considerar que a presenga
da planta hospedeira seria outro fator determinante
das caracteristicas quantitativa e qualitativa das po-
pulagdes de Bradyrhizobium spp. nos solos, ja que
existem fortes evidéncias de que os antibidticos sao
produzidos na rizosfera, o que poderia inibir a infec-
¢lo ¢ a formagao de nédulos pelas estirpes de rizébio
sensiveis a esses antibioticos (Ramos et al., 1987).

Influéncia da inocula¢io de isolados de actinomicetos
sobre a nodulacio da soja por estirpes de
Bradyrhizobium spp.

As inoculagdes simples ¢ mistas das estirpes de
Bradyrhizobium spp., na auséncia e presenca de iso-
lados de actinomicetos antagonicos, influenciaram
significativamente o peso de nddulos secos, porém
as diferengas observadas em numeros de ndédulos
nao foram significativas (Tabela 2). Os pesos de no-
dulos secos variaram de 116,2 mg /planta, quando as
plantas foram infectadas com a mistura das estirpes
BR 33 e BR 29 na presenca do isolado de actinomiceto
372, a 252 mg/ planta, quando a estirpe BR 33 foi
inoculada na presenca do isolado 37. Tais valores
sdo superiores aos reportados por Oliveira (1982),
que observou pesos médios de nddulos secos vari-
ando de 45 a 163 mg por vaso. Em condigdes de
campo, Vargas et al. (1993) consideraram, para uma
nodulacio adequada de soja no inicio da florago, a
producio de 100 a 200 mg de nédulos secos por
planta.

Na auséncia dos isolados de actinomicetos, o
numero ¢ o peso de nddulos secos das plantas
infectadas com as estirpes BR 33, 47/ 587, BR 29 ¢
BR 96 nao diferiram significativamente. Entretanto, a
inoculacdo, na soja, da estirpe BR 33 em solo de Cer-
rado no primeiro ano de cultivo, tem resultado em
numeros de nédulos menores em comparagido com
outras estirpes, podendo ser onze vezes inferior quan-
do se utiliza a mistura das estirpes BR 29 ¢ BR 96
(Oliveiraetal., 1991).

As plantas infectadas com a BR 33 na presencga
do isolado antagonico 37 (antagonista a esta estirpe
em placas-de-Petri) apresentaram tendéncia para for-
mar menor numero de nddulos em relagdo aos
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38,7 nodulos/ planta formados com a inoculacio des-
ta estirpe na auséncia de isolados de actinomicetos.
Entretanto, a presenca deste isolado aumentou o
peso de nodulos secos, sendo que este efeito ndo ¢
observado nas inoculagdes mistas dessa estirpe com
outras. Em relagio as demais estirpes, ndo se obser-
vam diferencas significativas na nodulagdo quando
as estirpes foram inoculadas com os respectivos
antagonistas.

TABELA 2. Numero e peso de nédulos secos na cul-
tivar de soja Doko, em vasos Leonard,
em resposta a inoculacao com isolados
de actinomicetos. Médias de quatro re-

peticoes!.
Tratamento Nodulacéo
N°/planta mg /planta
BR 33 38,7 160,6bcdef
47/587 34,6  199,6abcdef
BR 29 45,2  189,2abcdef
BR 96 46,3  200,2abcdef
BR 33 + isolado de actinomiceto 37° 335 252,0a
47/587 + isolado 42 33,1 173,2abcdef
BR 29 + isolado 370 52,0 217,1abcd
BR 29 + isolado 372 54,7 188,6abcdef
BR 96 + isolado 85 44,6  221,6abcd
BR 33 + BR 29 46,5 243,3ab
BR 33 +BR 29 + isolado 370 29,5 127 5ef
BR 33 +BR 29 + isolado 372 44,2 116,2f
BR 33+ BR 29+ isolado 37 38,7 204,1abcde
BR 33 + BR 96 33,1 197,0abcdef
BR 33 +BR 96 + isolado 85 43,1  210,0abcde
BR 33 + BR 96 +isolado 37 46,6  225,7abc
47/587 + BR 29 42,5  205,labcde
47587 +BR 29 + isolado 370 45,6 194 ,8abcdef
47/587 +BR 29 + isolado 372 30,5 135,0df
47/587 + BR 29 +isolado 42 44,8  207,2abcde
47/587 + BR 96 41,8 220,3abcd
47/587 +BR 96 + isolado 85 41,3 191,1abcdef
47/587 + BR 96 +isolado 42 30,0 166,5abcdef
BR 33 + 47/587 + BR 29 + BR 96 40,2 155,0cef
BR 33 +47/587 + BR 29+ BR 96 +
isolado 368 41,0 194,7abcdef

1 Médias seguidas de mesma letrando diferem significativamente (P>0,05)
pelo teste de Duncan.

2 Estirpe e isolado de actinomiceto em itdlico —> antagonismo observado
em placas-de-Petri.
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A inoculagio simultinea da BR 29 ¢ BR 33, na
presenca dos isolados 370 e¢ 372 (antagbnicos a
BR 29), resultou, respectivamente, em decréscimos
de 36,6 ¢ 4,9% no numero de nédulos formados em
relacdo a auséncia desses isolados, com redugdes
significativas no peso de nddulos formados. O me-
nor peso de nodulos apresentados pelas plantas na
presenca desses isolados poderia estar associado
com mudangas nos percentuais de ocupacdo dos
nodulos pelas estirpes BR 33 e BR 29, visto que,
entre estas, a BR 33 apresenta como caracteristica a
producio de menor peso de nddulos secos (Olivei-
ra, 1982; Oliveira et al., 1991). Por outro lado, a
inoculagio mista das estirpes 47/587 ¢ BR 29, na pre-
senga dos isolados 370 e 372, resultou em variagdes
no-significativas do peso de nodulos secos. Além
disso, as demais inoculagdes mistas na presenca de
isolados de actinomicetos antagonistas nio resulta-
ram em variagdes significativas no niimero e peso de
nodulos secos.

Influéncia da inocula¢io de isolados de actinomicetos
na capacidade competitiva por sitios de nédulos de
soja, induzidos por estirpes de Bradyrhizobium spp.

A tipificacdo soroldgica dos nddulos permitiu
avaliar a influéncia dos isolados de actinomicetos na
capacidade das estirpes de Bradyrhizobium spp. em
competirem por sitios de nodulos formados na culti-
var de soja Doko (Tabela 3). Para isto, utilizaram-se
os anti-soros das estirpes BR 29, BR 33 ¢ BR 96, ja
que a estirpe 47/587 pertence a0 mesmo sorogrupo
da estirpe BR 33.

A tipificacdo soroldgica dos nodulos dos vasos
inoculados com as estirpes individualmente indicou
que nio houve contaminagdes entre os tratamentos,
pois as suspensdes nodulares reagiram somente com
0 anti-soro da estirpe inoculada no vaso.

Nos tratamentos sem inoculacdo de isolados de
actinomicetos, as ocorréncias médias das estirpes
BR 29 ¢ BR 96 nos nédulos de soja variaram, respec-
tivamente, de 66,1 a 95,6% c de 22,6 a 94,8%. A alta
capacidade competitiva dessas estirpes também foi
observada em experimentos conduzidos em solo com
populagdes estabelecidas de Bradyrhizobium spp.
¢ em solos de Cerrados (Vargas & Suhet, 1980; Lira
Junior et al., 1993; Peres et al., 1993). Por outro lado,
verifica-se que a indugdo na formacdo dos noédulos
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pelas estirpes BR 33 ¢ 47/587, na auséncia de isola-
dos de actinomicetos, variou, respectivamente, de
6,7 a23,5% e de 4,4 a 6,8%, evidenciando que elas
sdo menos competitivas do que as outras duas. Es-
tes dados confirmam resultados anteriores nos quais
aestirpe BR 33 apresentou baixa capacidade compe-
titiva (Peres, 1979; Oliveira, 1982). Observa-se, tam-
bém, que a adaptacdo da estirpe BR 33 (47/587) nos
solos de Cerrados ndo alterou a sua capacidade com-
petitiva.

A influéncia dos isolados de actinomicetos na
capacidade das estirpes em competirem por sitios de
noédulos formados foi varidvel. Verifica-se que, na
inoculacdo mista das estirpes BR 29 ¢ BR 33, o isola-
do 370, que apresentou antagonismo a BR 29 em
meio de cultura, modificou o percentual de ocorrén-
cia média dessas estirpes nos nédulos, reduzindo a
presenca da BR 29 de 94,1% (tratamento sem
actinomicetos) para 83,7%, e, conseqlientemente,
aumentando a presenca da BR 33 de 6,7% para 17,2%.
Tal fato influenciou a nodulacdo, pela reducéo signi-
ficativa do peso de nédulos secos (Tabela 2), o que
pode ser atribuido a caracteristica da estirpe BR 33
de produzir menor peso de nodulos secos (Peres,
1979; Oliveira, 1982; Oliveira et al., 1991). Na
inoculagio simultinea das estirpes 47/587 ¢
BR 29, a presenca desse isolado elevou os
percentuais de ocupacdo dessas estirpes nos nodu-
los, além de aumentar a ocorréncia de nodulos origi-
narios de infeccdes duplas, totalizando 2,5% dos
nédulos tipificados. Esses dados sugerem que ou-
tros fatores podem estar associados com a capaci-
dade competitiva por sitios de ndédulos formados das
estirpes.

A presenga do isolado de actinomiceto 372 (anta-
gonico a BR 29 em meio de cultura) nio inibiu a ocu-
pacdo dos noédulos pela BR 29, quando a inoculagao
dupla foi feita com as estirpes BR 33 ¢ 47/587, mas
influenciou a nodulagio com reduglo significativa
no peso de nodulos secos das plantas infectadas
com BR 33 + BR 29 (Tabela 2). Nos tratamentos com
inoculagio mista das estirpes BR 33 + BR 96, ¢ das
47/587 +BR 29, as ocorréncias das estirpes BR 33 ¢
47/587 nos nédulos da soja também nao foram inibi-
das pelos isolados de actinomicetos que apresenta-
ram antagonismo a estas estirpes em meio de cultu-
ra.
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A tipificacido dos nodulos das plantas inocula-
das com a mistura das estirpes BR 29 + BR 96 +
BR 33 +47/587 evidenciou a alta capacidade compe-
titivada BR 29 e BR 96. Apesar de a estirpe BR 96 ter
sido inoculada na concentragao de 1/2 em relagcdo ao
sorogrupo BR 33 (BR33 e 47/587), sua ocorréncia
nos nodulos chegou a 66,1%. Tais dados demons-
tram que a ocorréncia das estirpes nos noédulos pode
ndo estar relacionada com suas concentragées no
inoculante, ¢ confirmam observagdes feitas por Pe-
reira (1983), de que as estirpes mais competitivas ten-
dem a dominar, mesmo quando utilizadas em con-
centragdes bem menores do que outras de menor
capacidade competitiva. Observa-se, também, que a
presenca do isolado 368, antagdnico as estirpes
BR 29, BR 33, BR 96 ¢47/587, reduziu a ocupacio da
BR 29 para 61,4%, ¢ da 47/587 para 2,5%, ao passo
que houve um incremento da BR 96, que passou a
ocupar 38,6% dos nodulos tipificados. Esse isolado
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também proporcionou aumento da ocorréncia de no-
dulos origindrios de infec¢oes duplas.

A sorologia demonstrou, pela soma dos per-
centuais superiores a 100%, a presenga de nddulos
originarios de infec¢des duplas, resultando na ocor-
réncia de reacdes de aglutinacdo simultaneas com
diferentes graus de intensidade. As variagdes na in-
tensidade das reagdes podem ser conseqiiéncia das
diferentes concentracgdes de células das estirpes nos
noédulos. A ocorréncia de nodulos resultantes de
infecgdes duplas confirma observacgdes anteriores,
feitas sobre a presenca de duas ou mais estirpes no
mesmo nodulo (Skrdleta & Karimova, 1969;
Lindemann et al., 1974; Bromficld & Jones, 1979; Pe-
reira, 1983).

A capacidade competitiva por sitios de nddulos
formados das estirpes de rizobio ¢ um carater con-
trolado geneticamente, variando entre estirpes
(Triplett & Sadowskky, 1992). A maior ou menor ca-

TABELA3. Ocorréncia de estirpes de Bradyrhizobium spp. nos nédulos da cultivar de soja Doko em vasos
Leonard, em resposta a inoculacio com isolados de actinomicetos. Médias de quatro repeticaes.

Tratamento Sorogrupo
BR 29 BR 33 BR 96
%

BR33+BR29 94,1 6,7

BR 33 + BR 29 + isolado 370" 83,7 17,2

BR 33 + BR 29 + isolado 372 95,8 58

BR 33 + BR 29 + isolado 37 80,7 20,2

BR33+BR 96 235 78,2
BR 33 + BR 96 + isolado 85 14,4 86,4
BR 33 + BR 96 + isolado 37 26,5 74,3
47/587% + BR 29 95,6 44

47/587 + BR 29 + isolado 370 974 51

47/587 + BR 29 + isolado 372 97,6 24

47/587 + BR 29 + isolado 42 78,4 22,0

47/587 + BR 96 6,8 94,8
47/587 + BR 96 + isolado 85 10,2 89,8
47/587 + BR 96 + isolado 42 11,1 90,6
BR 33 + 47/587 + BR 29 + BR 96 66,1 11,3 22,6
BR 33 +47/587 + BR 29 + BR 96 + isolado 368 61,4 25 38,6

! Estirpe e isolado de actinomiceto em italico — antagonismo observado em placas-de-Petri.

2 Sorogrupo 47/587 = BR 33.
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pacidade apresentada pelas estirpes em competirem
por sitios de nodulos formados também depende das
boas condicdes fisiologicas apresentadas pela
leguminosa hospedeira, ¢ do grau de interferéncia
dos fatores ambientais separadamente ou por meio
de suas interagdes (Vincent, 1980).

A inoculagdo de estirpes mais eficientes de
Bradyrhizobium pode resultar em incrementos de
até 30% nos niveis de produtividade da soja (Neves
etal., 1985; Vargas et al., 1992b). Por outro lado, es-
sas estirpes sdo menos competitivas do que as per-
tencentes ao sorogrupo da estirpe BR 29 de
B. elkanii. O percentual de ocorréncia nos nodulos
da soja das estirpes mais eficientes poderia ser
incrementado com a co-inoculagdo com actino-
micetos antagonicos especificos a estirpe BR 29.
Entretanto, deve-se considerar que as interagdes das
populacdes de actinomicetos com as populacoes de
Bradyrhizobium, na rizosfera da soja, sdo comple-
xas, 0 que sugere que muitos fatores relacionados
com essas populagdes podem influenciar a ocorrén-
cia das estirpes nos nodulos da soja, e, conseqiien-
temente, a nodulacdo e a fixacdo bioldgica do Nj.
Assim, para avaliar de maneira mais adequada os
efeitos desses fatores, ¢ necessario que os estudos
da ecologia desses microrganismos sejam intensifi-
cados.

CONCLUSOES

1. As estirpes de B. elkanii e B. japonicum apre-
sentam variagdes na resisténcia natural aos antibio-
ticos produzidos pelos isolados de actinomicetos,
oriundos de solos de Cerrados.

2. Osisolados de actinomicetos influenciam a ca-
pacidade competitiva por sitios de ndédulos forma-
dos na soja, por estirpes de Bradyrhizobium spp.

3. O efeito antagonico dos isolados de actino-
micetos em relagdo aos padrdes competitivos das
estirpes de Bradyrhizobium spp. influencia a
nodulagio da soja, por meio de variagoes dos pesos
de nddulos secos.
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