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RESUMO - Desenvolveu-se a presente pesquisa com feijo (Phaseolus vulgaris L.) em areia irdgada com
solu¢fo nutritiva sem presenga de N, visando verificar a estabilidade mutagénica, 4 intectividade ¢ u
capacidade de fixar Ny por parte dos mutantes espontineos de R. phaseoli resistentes a antibidticos e
fungicidas. Houve variagSes nos niveis de resisténcia entre as estirpes aos diferentes biocidas utilizados.
Perdas na capacidade infectiva ou fixadora de N dos mutantes de R. phaseoli nio estiveram relacio-~
nadas com o tipo de antibidticos ou fungicidas, € nem com as concentragdes utilizadas. Algumas es-
tirpes mostraram mais capacidade de fixac@o de Nj, em comparagio com SEMIA 487 e SEMIA 492,
atualmente inclufdas entre as estirpes recomendadas aos fabricantes de inoculantes. O mutante SEMIA
4002-ST, apresentou-se mutagenicamente estivel, Os resultados confirmam as proposigSes quanto 4
viabilidade de utilizagdo de mutantes em estudos ecoldgicos de Rhizobium, desde que estes mante-
nham suas caracteristicas mutagénicas e ndo apresentem resisténcia cruzada aos antibidticos.

Termos para indexagdo: Phaeseolus vulgaris, inoculagdo, infectividade, eficiéncia, feijdo.

RESISTANCE TO ANTIBIOTICS AND FUNGICIDES
ASSOCIATED WITH SYMBIOTIC EFFECTIVENESS OF RHIZOBIUM PHASEOL! STRAINS

ABSTRACT - Experiments with Phaseofus vuligaris L. grown in sand irrigated with N-fres nutrient so-
lution were conducted to evaluate the mutagenic stability, infectivity, and N2-fixing ability of R. pha-
seolf spontaneous mutants resistant to antibiotics and fungicides. There were variations on resistance
levels among the RA/zobium strains to the different biocides. Loss of infective ability or decrease in
efficiency for Ny fixation observed for several mutants wera not related to the type of antibiotic and
fungicide nor to the different concentration used. Some mutant strains exhibited a higher N,-fixing
ability when compared to SEMIA 487 and SEM!A 492 which are being used by inoculant manufac-
turers, The mutant SEMIA 4002-8T; was mutagenically stable. The results support the idea about the
possibility of using spontaneous mutants in ecological of Rhizobium as long as they have mutagenic
stability and have no cross-resistance to the antibiotics.

Index terms: Phaseolus vulgaris, inoculation, infectivity, efficiency, beans.

INTRODUGAO

A utilizagZo de técnicas imunoldgicas para ava-
liar o comportamento de diferentes estirpes de
Rhizobium tornase invidvel quando existe simila-
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ridade antigénica entre elas, dada a grande fre-
gfiéneia de reagdes cruzadas. Nestas condigGes, o
acompanhamento de uma estirpe na presenga de
outras pertencentes a um mesmo sorogrupo s
poderd ser feito se a referida estirpe apresentar
outros atributos que possibilitem a sua diferencia-
¢3o das demais. o '
Assim, tem sido propdsta a utilizagio de mutan-
tes resistentes a antibidticos efou fungicidas como
técnica viavel em estudos ecolégicos do Rhizo-
bium (Obaton 1971, Odeyemi & Alexander 1977).
Esta técnica permite fazer avaliagdes qualitativase
quantitativas da populagio mutante pelo uso de
meios seletivos contendo o biocida ac qual o mu-
tante ¢ resistente. Porém, deve-se considerar que
o cariter de resisténcia pode determinar uma me-
lhor capacidade de colonizagio e sobrevivéncia no
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solo, como conseqiiéncia de modificagdes nas ca-
racterfsticas morfolSgicas da bactéria ¢ na sensibi-

lidade a fagos e a antibidticos (Kowalska 1977),.
o que poderé dar margem « possiveis interpreta- .

¢Oes errdneas sobre o verdadeiro comportamento

da populagio sensfvel do solo. Além dessas varia- -

¢es, também tém sido encontradas alterag¢des na
' capacidade infectiva e fixadora de N; em mutan-
tes de Rhizobium resistentes a diferentes antibié-
ticos quando relacionados com asestirpes-matri-
zes. Assim, Schwinghamer {1964) observou a ma-
nutengio da infectividade e a perda da capacidade
de fixar nitrogénio em mutantes de R. leguminosa-
rum, R. trifolii ¢ R. meliloti, resistentes aos anti-

bidticos viomicina e neomicina. Por outro lado, -

Levin & Montgomery (1974} demonstraram que
nio houve relagio entre resisténcia a certos anti-
bidticos com a infectividade e eficiéncia, ao estu-

darem o efeito de 55 annblot:cos em estirpes de R,

japonicum,

As variagdes no comportamento apresentadas
pelas estirpes mutantes podem ser conseqtiéncia da
agdo dos antibidticos sobre a célula bacteriana, que
por sua vez pode estar relacionada com interferén-
cias na estrutura ou fungdo da parede ou membra-
na celular, ou inibindo um processo metabélico in-
terno (Tavares 1982).

O presente trabalho teve como objetivo obtere
avaliar a estabilidade, a resisténcia cruzada e a efi-
ciéncia simbidtica de mutantes espontineos de R,
phaseoli, com vistas 3 utilizagio dos mesmos em
estudos envolvendo a agiio de fatores biolégicos e
ndo bioldgicos do solo sobre a populagio de Rhi-
zobium, .

MATERIAL E METQDOS -

Utilizaram-se a3 estirpes SEMIA 476 (cc 511 = CIAT
57 = SMS 376), SEMIA 484 (IPAGRO, isolamento ndme-
o 12/68), SEMIA 486 (IPAGRO, isolamento 34/68),
SEMIA 487 (IPAGRO, isolamento 29/71), SEMIA 491
(NITRAGIN, 127 K17), SEMIA 492 (CENA, C-05),
SEMIA 4002 (CIAT 255), SEMIA 4003 (UNIVERSIDA-
DE DE MINNESOTA, QA 1062), SEMIA 4012 (CENA,
C-12) e SEMIA 4026 (IPAGRO, isolamento CAR-29),
pertencentes 4 cole¢do de culturas do IPAGRO/Secreta-
ria de Agricultura do Rio Grande do Sul, para obtengio
de mutantes espontineos resistentes aos antibidticos
estreptomicina (Fontoura, Wyeth), canamicina (Sigma
Chemical), viomicina (Sigma Chemical), utilizados na for-
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ma de sulfato; novobiocina (Sigma Chemical), utilizado na
forma de sal sddico, ¢ aos fungicidas thiram, benomyl e
PNCB,

Para avaliagdo da resisténcia natural das estirpes matri-

'zes, utilizouse o meio 4gua de levedura-manitol-dgar

(ALMA), descrito por Vincent (1970), com temperatura

-em torno de 50°C, no qual foi adicionada uma quantida-

de de solugdo estoque do biocida, previamente esterilizada
por filtragem através de membrana com poros de 0,45 Mm
de didmetro (Millipore Corporation, Bedford, Massachu-
sctts), suficiente para se obter as concentra¢Ses de 20, 50,
100 e 200 ug/m! de estreptomicina e de 10, 20, 50 ¢
100 pg/ml para a canamicina, novobiocina, viomicina,
thiram, benomyl ¢ PCNB. Apds homogeneizagdo e dis-
tribuigdo de 10 ml em placas-de-petn as estirpes foram
riscadas ¢ incubadas a 28°C por trés dlas, para observa-
¢bes do crescimento bacteriano.

Esta técnica também serviu para obten¢do de mutan-
tes com uma ou duas marcas de resisténcia nas concentra-
¢des de 500, 1,000, 5.000 ¢ 10.000 jig/ml de estreptomi-
cina e de 10, 20 e 50 pg/ml para os demais antibidticos e
fungicidas, sendo que foram distdbuidos 10 ml do meio
contendo o biocida em placas-de-petri contendo 1 ml de
uma suspensio de cada estirpe, com, aproxunadamente
10® células, As placas foram incubadas a 28°C até o apa-
recimento de colénias emergentes tipicas de Rhizobium
em mejo seletivo, sendo entfo transferidos para tubos
com meio ALMA sem antibiGticos e armazenados a 4°C.

A avaliagdo da capacidade infectiva dos mutantes até
entdo obtidos foi realizada em cdmara de crescimento

- (treze horas dia, temperatura 20°C - 25°C ¢ 10.000 lux),

utilizando-se vasos “Leonard’’ contendo areia e.carvio
vegefal na proporgﬁo de 4:1, para eliminar possivel toxi-
dez de manganés relacionada com a arela' (Peres & Vldor
1980). Os vasos foram estenhzados em autoclave a 121°C
e 1,5 atm por duas horas.

Foram semeadas seis sementes por vaso da cultivar de
feijfo Turrialba-4, previamente desinfetadas em 4lcool
96°GL por cinco minutos, HgCly 0,1% por dois minutos,
e sete lavagens consecutivas com dgua destilada esteriliza-
da. Nove dias apds foi feito o desbaste, deixando-se duas
plantas por vaso,

As estirpes mutantes utilizadas como indculo foram
suspensas em solugdo salina em fase exponencial de cres-
cimento ¢ adicionouse cada uma a um vaso i razio de
1 ml por planta. Utilizou-se a solugdo nutritiva descrita
por Specht et al. (1956), periodicamente, em intervalos
alternados com dgua destilada estenhzada durante o ciclo
da planta,

A colheita foi feita aos 42 dias apds a semeadura (flo-
rescimento pleno), para avaliagSes visuais da intensidade
de nodulagdo, do desenvolvimento e coloragio da parte
aérea, bem como do rendlmento de matéria seca da mes-
ma apds secagem em estufa a 65°C até peso constante.

Avaliou-se também o potenc:al de fixacfo do N, das

estirpes SEMIA' 476, SEMIA 487, SEMIA 491, SEMIA
492, SEMIA 4002 e SEMIA 4012; dos isolamentos prove-
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nientes de Winnipeg-Canadd 1P, 2P, 4P, 6P ¢ 8P; ¢ dos mu-
tantes SEMIA 476-ST (mutante espontineo da estirpe
SEMIA 476, resistente a 200 gg/ml de estreptomicina),
'SEMIA 476-VIO (mutante da estirpe SEMIA 476 resisten-
“te a 50 pg/ml de viomicina), SEMIA 487-STy (500 pig/ml
de estreptomicina), SEMIA 487-STy (5.000 pig/ml de es-
treptomicina), SEMIA 487-NOV (20 pg/ml de novobioci-
na), SEMIA 491-ST;, SEMIA 491.58T4, SEMIA 431-5T,,
SEMIA 492-8T;, SEMIA 492-5Ts, SEMIA 492-5T,,

SEMIA 4002-ST,, SEMIA 4002-ST,, SEMIA 4012-8Ty, ~

SEMIA 4012-5T3, SEMIA 4012-ST4 . (resistentes a
1.000 pg/ml de estreptomicina), CIAT 161 ST +SP (re-
sistente a 50 tg/ml de estreptomicina e 200 pg/mi de es-
pectinomicina), CIAT 166 SP (200 ug/m! de especti-
nomicina), CIAT 407 SP (200 pg/ml de espectinomicina),
CIAT 407 ST (50 pg/ml de estreptomicina), CIAT 407
ST + SP (50 Mg/ml de estreptomicina e 200 ugfml de
espectinomicina), CIAT 904 ST (50 pg/ml de estreptomi-
cina) e CIAT 904 SP (200 pg/ml de espectinomicina),

Além dos tratamentos inoculados, utilizaram-e duas
testemunhas sem inoculagdo, sendo uma com nitrogénio
mineral. Para propiciar um melhor desenvolvimento inicial
das plantas, adicionaram-se 35 mg de nitrogéniofvaso na
forma de NH4NO3, sendo que na testemunha nitrogenada
foram adicionadas 70 mg por periodos regulares durante o
‘ciclo da planta totalizando 700 mg de N por vaso. Os di-
ferentes tratamentos ‘foram dispostos segundo o delinea-
mento de blocos completos casualizados, com trés repe-
tigBes.

Colheram-se as plantas no florescimento pleno (45
dias apds semeadura), para avaliagbes do peso dos nddu-
los secos, bem come do rendimento de matéria seca e ni-
trogénio tofal da parte aérea, determinado pelo métode
descrito por Tedesco (1978). '

Fez-se avaliagio quantitativa da estabilidade muta-
génica através de diluigSes em séres, utilizando-se as es-
tirpes SEMIA 487-NOV, SEMIA 4002-8T,, isoladamente
¢ em mistura, em placas contendo o meio ALMA sem e
com estreptomicina efou novobiocina. As culturas foram
suspensas em solugdo salina (sais do meio ALMA diluido
a 25%) apds crescimento, por quatro dias, a 28°C, sendo
entdo equalizadas por turbidimetria em relagdo & menos
turva (colorimetro fotoelétrico marca Dadeko), para pa-
dronizagio do nimero de células por mililitro de suspen-
sio. A diluigdo inicial das suspensSes individualizadas e
da mistura foi feita em 90 ml de solugdo salina com dilui-
¢oes postenores em 18 ml ate a diluigdo final de 107, Nas
diluigdes de 10 10% ¢ 107 foram utilizadas trés placas-
-de-petri por d1lu1gao contendo 1 ml do melo ALMA sem
¢ com antibidtico. Apds quatro dias a 28° C, fez-se a con-
tagem do nimero de coldnias em cada placa.

Os mutantes SEMIA 476-1, SEMIA 476-12, SEMIA
476-16, SEMIA 487-1, SEMIA 487-8, SEMIA 487-11
SEMIA 487-18 foram avaliados quanto i estabilidade mu-
tagénica e i resisténcia cruzada aos antibidticos, através
do crescimento bacteriano proveniente de suspensdes no-
dulares em meios seletivos. Para isto, utilizaram-se dez né-
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“dulos de cada vaso, previamente hidratados em dgua des-

tilada, que foram desinfestados em placas de porcelana
com dlcool 96°GL por um minuto, HgCly 0,1% por dois
minutos e seis lavagens consecutivas em dgua destilada
esterilizada. Em seguida, cada nédulo foi colocado em
tubo com 0,5 ml de solugdo salina previamente esteriliza-
do, no qual foi macerado em condigGes assépticas. Esta
suspensdo foi repicada para placas-de-petri e dividida em
dez partes, correspondendo cada uma a um nédulo, con-
tendo o meio ALMA sem e com antibidticos, nos quais
foi adncmnado um fungistdtico (cicloheximida) na concen-
tragio de 20 Mg/ml de maneira semelhante aos antibidti-
cos. Apds incubagdo por quatro dias a 28°C, avaliou-se
o crescimento bacteriano, e considerou-se que a estirpe
com o cardter mutagénico estdvel cresceria no meio que
continha o antibiético, ao qual apresentou resisténcia, e
que apresentava resisténcia cruzada no meio que continha
antibidtico diferente daquele em que foi isolado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As estirpes de R. phaseoli apresentaram com-
portamento diferenciado em relagic 3 resisténcia
natural aos antibidticos e fungicidas utilizados
(Tabela 1). Todas as estirpes apresentaram cresci-
mento exuberante na maior concentragio dos
fungicidas benomyl e PCNB (100 pg/ml de meio),
o que impossibilitou a determinagdo dos niveis de
resisténcia delas a estes fungicidas, Por outro lado,
as estirpes apresentaram variag@es nas suas resis-
téncias quando foi utilizado o fungicida thiram
nas concentragdes-de 10, 20, 50 e 100 pg/ml de
meio, sendo que as estirpes SEMIA 476 e SEMIA
484 nio cresceram na menor concentragio utiliza-
da. Entretanto, as estirpes SEMIA 491 ¢ SEMIA
492 apresentaram crescimentos abundantes nesta
concentragio, mas foram inibidas na presenga de
20 pg/ml. Por sua vez, os crescimentos das estirpes
SEMIA 487, SEMIA 4002, SEMIA 4012 e SEMIA
402656 foram inibidos na concentragdo de 50 ug/ml
Esta variagZo pode estar relacionada com diferen-
¢as na capacidade de metabolizagdo deste fungicida
pelas estirpes (Odeyemi & Alexander 1977).

Observa-se, ainda, que houve variagSes nos
niveis de resisténcia das estirpes aos antibidticos
utilizados, Estes niveis atingiram concentragSes
mais elevadas para a canamicina, exce¢io feita a
estirpe SEMIA 4012, que nfo cresceu na presenga
de 10 pg/ml de meio, o que indica sua alra sensibi-
lidade a este antibidtico. Verifica-se, também,
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TABELA 1. Resisténcia natural de estirpes de R, phaseoli quando crescidas em meios seletivos contendo antibidticos

e fungicidas.

Antibidticos Fungicida*

Estirpes _—
STR*** CAN ESP NOV Vio THR
SEMIA 476 20" 100 20 10 50 10
SEMIA 484 20 100 20 10 50 10
SEMIA 487 20 100 50 10 50 50
SEMIA 491 100 50 20 10 50 20
SEMIA 492 20 20 10 10 20 20
SEMIA 4002 20 100 20 10 50 50
SEMIA 4012 20 10 10 10 20 50
SEMIA 4026 20 50 10 10 20 50

-

a maior concentragdo utilizada {100 ug/ml).

-8

Testes com os fungicidas benomyl e PNCB demonstraram que as estirpes apresentaram crescimento exuberanta até

Os valores numéricos representam as concentrages {lg/ml} em que ocorreu inibigdo de crescimento.

***STR = estreptomicina; CAN = canamicina; ESP = espectinomicina; NOV = novobiocina; V10 = viomicina; THR =

= thiram.

que as estirpes apresentaram resisténcia natural a
doses mais concentradas de viomicina do que i
estreptomicina e 3 espectinomicina. O comporta-
mento das estirpes em relagio a estreptomicina e
espectinomicina foi similar: para a estreptomicina,
de um modo geral, a resisténcia natural foi inferior
d menor concentragdo utilizada (20 ug/ml); e para
a novobiocina, a resisténcia natural foi inferior a
10 pgfml de meio para todas as estirpes utilizadas.

A diversidade de comportamento apresentada
por estas estirpes, em relagdo a resisténcia natural
aos antibidticos utilizados, pode estar relacionada
com a antibiose exercida pela populagio microbia-
na nos solos dos quais elas foram isoladas. Assim,
a resisténcia natural estaria na dependéncia do per-
centual de microrganismos antagdnicos presentes
no sclo {Patel 1974), produzindo simultineamente
um ou virios antibiéticos com diferentes intensida-
des (Porter 1971).

Os resultados da avaliagio quantitativa dos ni-
veis de resisténcia de estirpes mutantes a 200 pg/ml
dos fungicidas benomyl e PCNB encontram-se na
Tabela 2, Observa-se que para os mutantes CIAT
407 ST + SP, CIAT 166 SP e CIAT 904 ST os nu-
meros de células bacterianas foram semelhantes na
auséncia e presenga destes fungicidas, evidenciando
que ndo houve redugio ou inibigio no crescimento
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destas estirpes, que as concentragdes bacteriostiti-
cas e bactericidas destes fungicidas sio superio-
res a 200 pg/ml. Por sua vez, o mutante SEMIA
4002-8T, apresentou redugio no nimero de célu-
las quando em presenga do fungicida PCNB, de-
monstrando que a concentragio utilizada apresen-
tou efeito bacteriostitico, Resultados semelhantes
foram obtidos por Rao & Sharma (1981) quando
estudaram o efeito destes fungicidas em concentra-
¢oes de 100, 200 e 300 ppm no crescimento de di-
ferentes espécies de Rhizobium, sendo que PCNB
estimulou o crescimento de estirpes de R. legumi-
nosarum. lsso provavelmente ocorreu gragas a ca-
pacidade das estirpes utilizadas em metabolizarem
esses fungicidas ou a medificagbes ocorridas nos
seus principios ativos quando em solugio aquosa
{Brown 1978).

O comportamento das estirpes mutantes inocu-
ladas na cultivar Turrialba-4 em relagio d infectivi-
dade e 4 eficiéncia foi bastante diversificada (Ta-
bela 3). O pardmetro infectividade fol avaliade
através da presenga ou auséncia de nédulos, jd que
normalmente a auséneia de nddulos observada é
resultante da perda da capacidade infectiva das es-
tirpes (Levin & Montgomery 1974). Além disso,
a eficiéncia simbiética também foi avaliada através
do rendimento de matéria seca da parte aérea,
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TABELA 2, Resisténcia natural de mutantes espontineos de R. phaseoli crescidos em meio de cultura na auséncia e
presenca dos fungicidas benomyl e PNCB (200 ug/ml). Dados expressos como log do nimeto de bactérias
por mililitro de suspensdo, Médias de trés repeticdes.

Origem e Benomyl PNCB
Estirpes nivel de
resisténcia-tig/mi 0 200 0 200
SEMIA 4002-8T, STR 1.000 00a* 89a 9,13 86b
CIAT 407 5T+ SP STR 50, ESP 200 84a 85a N.F. N.F.
CIAT 166 SP ESP 200 N.F. N.F. 86a 88a
CIAT 904 ST STR 5O N.F. N.F. Bda g6a

N.F. = Nio foi feito; STR = Estreptomicina; ESP = Espectinomicina.
* Médias na auséncia e presenga de cada fungicida, seguida de letras |gua|s nao diferem significativamente pelo teste de

Duncan (P > 0,05).

tendo em vista que este parimetro apresenta.alta
correlagio com o teor de N total da parte aérea de
plantas crescidas em areia e solugio nutritiva
sem nitrogénio (Vincent 1970).

O mutante da estirpe SEMIA 492, isolado de
meio seletivo contendo 50 ug/ml de viomicina
ou 100 pg/ml de canamicina, e os dois da estirpe
SEMIA 4026, resistente a 1.000 ug/ml de estrep-
tomicina, perderam a capacidade infectiva, Resul-
tados semelhantes também foram obtidos para a
maioria dos mutantes da estirpe SEMIA 486, re-
sistente a diferentes tipos e concentragdes de anti-
- bidticos ou fungicidas, sendo que as plantas inocu-
ladas com estes mutantes apresentavam-se amarela-
das, pouco desenvolvidas, e sem nédulos. Entretan-
to, a hipétese de inoculagio de contaminantes nio
pode ser rejeitada, tendo em vista que os isolamen-
tos foram feitos apenas com base na morfologia
das coldnias.

A avalia¢gdo visual também demonstrou, de mo-
do geral, que as plantas noduladas apresentaram
um bom desenvolvimento da parte aérea com colo-

ragio esverdeada. Os rendimentos de matéria seca

obtidos foram bastante varidveis, oscilando entre
1,2 g para a estirpe SEMIA 4012-ST, 2 5,5 g para
a SEMIA 484.6/C,. Esta variagio também acotreu
entre mutantes da mesma matriz, o que evidencia
perdas parciais ou totais da eficiéncia simbidtica
(Schwinghamer 1964).

Observa-se que as perdas na habilidade infectiva
ou fixadora de nitrogénio dos mutantes de R. pha-
seoli nio estiveram relacionadas com os antibidti-

cos ou fungicidas e nem com as concentragbes uti-
lizadas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Levin & Montgomery (1974), para mutantes de R.
japonicum e por Hagedorn (1979) para mutantes
de R, trifolii com resisténcia a diversos antibidti-
cos. Estas alteragdes parecem estar intimamente re-
lacionadas com a estirpe de R. phaseoli utilizada, o
que confirma observagdes feitas por outros pesqui-
sadores que relacionaram a perda da infectividade
¢ a variagio na eficiéncia simbidtica em estirpes de
R. trifolii resistentes a diferentes concentragdes
de cloranfenicol, penicilina e estreptomicina.a
diferengas entre estirpes {Kowalska 1971, A'odel
Wahab et al. 1976).

As perdas da capacidade infectiva e as vana;oes
na eficiéncia simbidtica das estirpes mutantes po-
dem ser resultantes dos diferentes mecanismos de
aquisi¢io de resisténcia dos antibidticos pelas célu-
las, onde ocorrem modificagBes genéticas a nivel
do  cromossoma bacteriano ou de particulas de
ADN auténomas (plasmideos) presentes no cito-
plasma celular (Tavares 1982); que podem causar
alteragdes nas fungdes celulares com conseqiién-
cias nas propriedades simbi6ticas dos mutantes.

O rendimento de matéria seca da parte aérea
{Fig. 1), o nitrogénio total (Fig. 2) e o peso dos
nédulos secos (Fig. 3) foram utilizados como pa-
rimetros mdlcadores da eficiéncia fixadora das es-
tirpes.

Comparando o comportamento de diferentes
estirpes com as estirpes SEMIA 487 e SEMIA 492,
atualmente inclufdas entre as estirpes recomenda-
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TABELA 3, Resposta da cultivar de feijio Turrialba-4 d inoculagio com estirpes mutantes de R. phaseoli, resistentes a
antibidticos e/ou fungicidas quando utilizad os individualmente em meio e solugfo nutritivos,

Origem e nivel®"

Avaliatao visual***

(E;:me:} de resisténcia Nodulagdo Parte aérea
(pg/mt) _—
Intensidade Coloragdo Matéria seca (g/vaso)

476-C) CAN 50 A 1 3,0
476-Co CAN 50 A v 35
476-C4 CAN 50 A A 20
484-6/C, STR 5.000, CAN 50 M A 24
484-6/C5 STR 5.000, CAN 50 A \" 55
486-3 STR 5.000 e} A 24
486-3/Cy STR 5.000, CAN 50 0 A 22
486-3/T STR 5.000, THR 50 P A 1.7
486-6/T; STR 10.000, THR 50 (o] A 2,0
487-8; BNL 50 A \ 49
4871 STR 500 A \ 4,0
487-1/Cy STR 500, CAN 50 A \' 26
49141 STR 1.000 A v 3,6
49241 STR 1.000 A v 36
4922 Vi0 50 A A 3,5
492-2/5 VIO 50, 5TR 1.000 A Vv 3.0
492-2/Cy V10 50, CAN 100 (o] A 25
40028, STR 1.000 A \" 4,8
4002-C, CAN 50 A v 5,0
4003-1 STR 5.000 A A 34
4003-1/T, STR 5.000, THR 50 A v 29
4003-2 STR 5.000 A Vv 4,4
4003-2/T, STR 5.000, THR 50 M v 4,1
4012-8T STR 1.000 A A 1.2
4012-8T3 STR 1.000 A A 2.7
4026-8T, STR 1.000 o] A 2.3
402657, STR 1.000 o] A 23
Testemunha - o} A 24

Os indices que acompanham ¢ nimero de cédigo das estirpes representam coldnias isoladas de difarentes fontes 8

niveis de resisténcia. Assim, os (ndices Cy, C; @ C4 refarem-se as coldnias 1, 2 e 4 repicadas do meio seletivo con-

tendo 50 jig de canamicina por ml.

** STAH = astreptomicing; CAN = canamicina; NOV = novobiocina; THR = thiram; BNL = benomyl.

**% Parte 4erea - desenvolvimento: B = bom, M= médio, F = fraco; Colaragdo: V = verde, A = amarela; Nodulagio -
Intensidade: A = abundante, M = média, P = pouca, O = ausente.

das aos fabricantes de inoculantes, observou-se a
ocorréncia de um grupo de estirpes com maior efi-
ciéncia, outro com eficiéncia intermedidria, e ainda
outro, inferior a estas duas estirpes. As plantas ino-
culadas com as estirpes SEMIA 487-8T,, CIAT
407 ST + SP, SEMIA 4002-5T,, SEMIA 487 e
CIAT 407 destacaramse por apresentarem o0s
maiores rendimentos de matéria seca e os teores
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mais altos de nitrogénio total na parte aérea, com
pesos de nédulos que varjaram de 708 a 934 mg/
vaso. Em contrapartida, as plantas inoculadas com
as estirpes mutantes SEMIA 4012-8T; ¢ SEMIA
4012-ST; apresentaram os mais baixos rendimen-
tos de matéria seca, N total e peso de nédulos se-
cos. Estas variagdes na eficiéncia fixadora das es-
tirpes podem estar relacionadas com o perfodo de
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fixagio (Voss 1981) ou com as caracteristicas in- -

trinsecas das estirpes (Freney & Gibson 1974,
Havelka & Hardy 1976).

O teor de N total apresentou alta correlagio
com o rendimento de matéria seca da parte aérea
(r = 0,943), confirmando resultados obtidos por
outros pesquisadores (Lopes et al. 1976, Vidor
et al. 1979). A baixa correlagio do peso de nédu-
los com estes patdmetros (r =0,516 para o N total
et = 0,595 para a matéria seca) demonstra que a
avaliagdo da eficiéncia das estirpes em fixar nitro-
génio através do peso de nddulos pode induzir a er-
ros de interpretagio. Os altos pesos de nédulos,
bem como os baixos rendimentos de matéria seca
¢ N total apresentados pelas plantas que foram ino-
culadas com os isolamentos provenientes de
Winnipeg-Canadd (2P, 6P e 8P) e com as estirpes
SEMIA 492 ¢ SEMIA 491 e seus mutantes eviden-
ciam diferengas marcantes na eficiéncia nodular
entre grupos de estirpes. Portanto apesar de estas -
estirpes terem induzido uma nodulagio exuberan-::

te, elas apresentaram baixa eficiéncia fixadora,
Com base no crescimento bacteriano das sus-

pensdes nodulares em meios seletivos, avaliou-se
a estabilidade mutagénica dos mutantes eficientes
das estirpes SEMIA 476 e SEMIA 487 (Tabela 4).'
Observa-se que as suspensdes nodulares das estirpes
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mutantes resistentes a estreptomicina,” SEMIA
476-16, SEMIA 487-1 e SEMIA 487-18 apresenta-
ram crescimento quando repicadas em meio con-
tendo este antibiético, fato que caracteriza a ma-
nutengio de suas caracteristicas mutagénicas. Em
contrapartida, somente 80% dos nédulos do mu-
tante SEMIA 476-1 apresentaram crescimento bac-
teriano, provavelmente em decorténcia de uma re-_
versio parcial destas caracterfsticas. Por sua vez,
as suspensdes nodulares dos mutantes SEMIA
476-12, SEMIA 487-8 e SEMIA 487-11 com resis-
téncia a canamicina ndo apresentaram crescimento

. bacteriano quando foram repicadas em meio con-

tendo este’ antibidtico, evidenciando a perda das
caracteristicas mutagénicas desses mutantes, =
Esta variagio poderia ser explicada por altera-
¢des que estes antibiticos (ambos aminoglicost-
deos) provocam quando sio ligados 4 fragio 30 S
do ribossoma {Gollobin & Levin 1974, Levin &
Montgomery 1974), inibindo a sintese protéica
¢ alterando a codificagZo do DNA com conseqiien-

- tes modificagdes na sintese da cadeia polipepti-

dica; um ou viros resfduos de aminodcidos de
sua seqiiéncia especifica podem ser substituidos
por outros (Lehninger 1976), o que poderd provo-
car alteragBes reversiveis ou irreversfveis na célula
bacteriana. C ' '
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TABELA 4. Rendimento de matéria seca da parte aérea de feijfo (cultivar Turrialba-4) inoculado com estirpes sensiveis
ou mutantes de R, phaseoli em areia e solugio nutritiva, e estabilidade mutagénica de mutantes resistentes

a0s antibidticos estreptomicina ou canamicina.

Origem e nivel : Matéria Estabilidade
Estirpes de rasisténcia Antibidticos seca mutagénica
{ug/ml) (g/vaso) (%)
SEMIA 476-0 Sensfvel - . 657 : -
SEMIA 476-1 STR 500 Estreptomicina Co484 N 80
SEMIA 476-12 CAN 100 Canamicina 5,63 0
SEMIA 476-16 STR 500 Estreptomicina 6,69 - ‘ 100
SEMIA 487-0 Sensvel ’ - 8. ‘ -
SEMIA 4871 STR 500 | Estreptomicina - 5,13 : : . 100
SEMIA 4378 CANDBO Canamicina 5,58 . 0
"SEMIA 487-11 CANSO Canamicina 6,22 o .0
SEMIA 487-18 'STR 500 " Estreptomicina . 832, . 100
CONCLUSOES GOLLOBIN, G.5. & LEVIN, R.A. Streptomycin resis-

1. As estirpes de R. phaseoli apresentaram varia-
¢Ses na resisténcia natural aos antibidticos e fungi-
cidas utilizados.

2. Os mutantes apresentaram comportamento
diferenciado em relagio 3 capacidade infectiva,
3 eficiéncia fixadora de nitrogénio e 4 estabilidade
mutagénica. :

3. A resisténcia i estreptomicina se mostra mais
promissora do que a canamicina.

4. Os resultados apresentados confirmam as
proposicdes quanto 4 possibilidade de utilizagio de
mutantes em estudos escoldgicos do Rhizobium,
desde que os mesmos mantenham as suas caracte-
risticas mutagénicas e as relacionadas com a sim-
biose estdveis, e que nio apresentem reagdes cruza-

das.
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