A VANTAGEM DOS MUTANTES RESISTENTES A ESTREPTOMICINA
NA COMPETICAQ E SOBREVIVENCIA DE RHIZOBIUM PHASEOLI EM TURFA comeRciAL’
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RESUMO - Avaliou-se a sobrevivéncia e a capacidade de competi¢io de mutantes espontineos de
Rhizobium phaseoli resistentes i estreptomicina e espectinomicina em turfa comercial nio-esterilizada
¢ esterilizada por irradiagdo (5 Mrad de radiagio gama). Encontrou-se um elevado nimero de micror-
ganismos antagdnicos (actinomicetos e protozodrios) na turfa nio-esterilizada, e a irradiagdo favorecen
© crescimento e 2 longevidade do Rhizobium, que, apds 180 dias, permaneceu com um nimero de
células vidveis para utilizagdo agricola (acima de 10°). As taxas de mortalidade na turfa armazenada a
3VC foram, em geral, menores nos mutantes resistentes i estreptomicina que nos resistentes  especti-
nomicina, principalmente na turfa nio-irradiada. Outros experimentos conduzidos com turfa nio-es-
terilizada confirmaram a superioridade dos mutantes resistentes 4 estreptomicina em comparagio aos
resistentes i espectinomicina e novobiocina, mesmo quando inoculados juntos e em concentragdes dez
vezes menores. Os resultados obtidos atestam a possibilidade de utilizagio de mutantes com uma técni-
ca ripida e precisa em estudos envolvendo a agdo de fatores bioldgicos e nio-biolégicos sobre a popula-
¢do de Rhizobium em turfa nio-esterilizada,

Termos para indexagdo: turfa esterilizada ¢ nio-esterilizada, microrganismos antagdnicos.

ADVANTAGES OF STREPTOMYCIN RESISTANT MUTANTS
IN COMPETITION AND SURVIVAL OF RHIZOBIUM PHASEQLI IN COMMERCIAL PEAT

ABSTRACT - Survival and competitive abilities of spontaneous mutants of B. phaseoli resistant to
antibiotics were studied by means of inoculation in commercial nonsterile and irradiated peat (5 Mrad
of gamma radiation), There was a high number of microorganisms {(actinomycetes and protozoa)
antagonistic to Rhizobium in nonsterile peat and irradiation contributed to a better growth and_survi-
val of Rhizobium, which after 180 days remained with a number of agrigulturally viable cells above 108,
The death rates during storage at 590 of the streptomycin rasistant mutants were smaller than those of

spectinomycin resistant mutants, specially in the nonsterile peat. Other axperiments carried out with
nonsterile peat confirmed a better survival of the mutants' to streptomycin in comparison to those

resistant to spectinomycin and novobiocin, even when inoculated both together and at rates ten times
lower. The results demonstrate the advantageous use of mutants in studies involving the action of biotic

and abiotic factors on Rhizobium survival in nonsterile peat.

Index terms: sterile and nonsterile peat, antagonistic microorganisms.

INTRODUGCAO

A turfa constituise no vefculo de maior utiliza-
¢do para a elaboragfo de inoculantes comerciais.
Em razio do seu alto teor de matéria orginica, ela
apresenta alta capacidade de adsorgio e retengio
de umidade, além de ser uma fonte rica em ele-
mentos minerais ¢ energéticos. Como conseqiién-
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cia, ela propicia uma rdpida proliferagio ¢ maior
longevidade do Rhizobium nela introduzido e,
¢om isso, 0 mantém vivo durante virios meses em
alta densidade populacional, para fins de utiliza-
gdo como inoculante para as leguminosas (Alvarez

- et al. s.n.t.). Entretanto, a densidade populacional

do Rhizobium no inoculante pode ser altamente
afetada pelo tipo de tratamento a que a turfa ¢
submetida antes de sua utilizagdo como vefculo na
elaboragio do inoculante. No Brasil, a produgio
industrial de inoculantes ¢ feita com turfa seca
ao ar e finamente mofda. A irradiacio £ considera-
da como o melhor método de esterilizagio da turfa
para a produgdo de inoculantes {Date & Roughley
1977). Contudo, ela nio tem sido utilizada em lar-
ga escala em nosso meio, apesar de demonstragdes
experimentais que evidenciam maior sobrevivéncia
de Rhizobium japonicum e Rhizobium phaseoli
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em turfairradiada (Lopes & Giardini 1977, Moretti
& Saito 1978),

A esterilizagio da turfa elimina uma série de
problemas de antagonismo e competigio do Rhizo-

bium com outros microrganismos, j4 que em con-

di¢des normais ela apresenta intensa atividade mi-
crobiana. Quando introduzido na turfa, o Rhizo-
bium passa por interagSes semelhantes is que ocor-
rem no solo, sendo que os efeitos fisicos e biolé-
gicos adversos podem reduzir o seu crescimento e
sua longevidade no substrato. Como o Rhizobium

nio apresenta formas especiais de resisténcia a con-

digoes adversas (Bisset 1952), torna-se indispensi-
vel que seja aumentada ou garantida a sua capaci-
dade de competir com outros microrganismos, na

utilizagio de metabélitos ¢ substratos energéticos, .

para manter uma alta densidade de ¢élulas no ino-
culante (Chowdhury 1977). Entre os principais
microrganismos que exercem agio antagonistica
ao Rhizobium, o actinomiceto Streptomyces pode

reduzir sensivelmente a populagso de Rhizobium,

em decorréncia :_:la forma¢do de estreptomicina,
cuja produgio ¢ estimulada pelo aumento do pH
{Alexander 1977 e Eagle et al. 1952). A maior

habilidade de sobreviver em meio contendo este

antibiético é uma caracteristicas desejdvel na sele-
¢do de estirpes de Rhizobium, especialmente quan-
do inoculadas em solos contends elevado niimero
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de Streptomyces, produtores do antimetabdlito
(Scotti et al. 1982, S{ et al. 1983). EEN

A presente pesquisa foi realizada com o objeti-
vo de acompanhar o crescimento de estirpes mu-
tantes de Rhizobium phaseoli resistentes a antibié-
ticos, em turfas esterilizada ou tratada pelo sistema
normalmente utilizado nas inddstrias, bem como
avaliar suas capacidades de competigao saprofitica,
quando inoculadas em misturas em turfa nio este-
rilizada, durante dez dias, perfodo de incubagio e
crescimento no substrato.

MATERIAL E METODOS

Nas diversas etapas desta pesquisa, utilizaram-se, em
diferentes combinagbes ou concentragdes, as estirpes mu-
tantes de R, phaseoli apresentadas na Tabela 1. Estes mu-
tantes foram obtidos nos laboratdrios de Microbiologia do

- Solo do CENA e no Departamento de Solos da UFRS, em
pesquisas preliminares envolvendo avaliagSes da resistén-
cia natural das estirpes matrizes e da estabilidade mutagé-
nica dos mutantes (Fonseca & Saito s.n.t.).

No primeiro experimento, estudou-se a sobrevivéncia

"« dos mutantes C-88m+, C-88SPC+, C.1145tr+ ¢ C.1445pC+,
quando inoc¢ulados individualmente em turfa irradiada e .
em turfa ndo-esterilizada, A turfa procedente da Turfal In-
distria e Comércio de Curitiba, PR, foi acondicionada em
porgSes de 100 g, em saquinhos de polietileno, e esterili-
zada por radiacio gama a § Mrad, utilizando-se a fonte de
Cobalto Gammabeam 650 (Atomic Energy of Canada
Ltd) do CENA. Em amostras esterilizadas ¢ nio-esterili-

TABELA 1. Mutantes espontineos de Rhizobium phaseoli resistentes i estreptomicina, espectinomicina ¢ novobiocina,
com os respectivos niveis de resisténcia expressos em microgramas do antibidtico por mitilitro do meio de

cultura,

Mutantes E;::S: relzirs?élngiea ?Ogﬂz?rggodo

. . _ Malml

c-8g%tr* SEMIA-487 150 Sulfato de estreptomicina
(SE)

c-8g%Pct SEMIA-487 150 Dihidrocloridrato pentahidra-

: to de espectinomicina (DPE)

SEMIA-487"0V* SEMIA-487 50 Sal sédico de novoblocina

C-11451* SEMIA-4005 150 SE ;

C-1145PC* SEMIA-4005 150 DPE

ClAT-7275%* CIAT-727 150 SE

CIAT-727°PC CIAT-727 150 DPE
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zadas, mediu-se o pH da turfa e estimou-se a populagio de
microrganismos antagdnicos ao Rhfzobium, utilizando-se
ot métodos descritos por Aaronson (1970) para actino-
micetos ¢ de Danso et al. (1975) para protozodrios.

. Os mutantes foram crescidos em frascos contendo
100 ml de solugio YWB (Fred et al, 1932), por um perio-
do de sete dias. A seguir, mjetaram-se 40 ml deste meio,
contendo em torno de 10% a 10° células/ml (Moretti &
Saito 1978), nas porgdes de turfa esterilizadas e nfo-este-
rilizadas, Apds homogeneizagdo da suspensio celular com
a turfa, esta foi incubada & temperatura de 28°C por dez
dias, quando, entdo, realizou-se a primeira contagem dos
inoculantes, segundo metodologia descrita por Vicent
(1970), acrescentando-se os antibidticos respectivos para
cada mutante, Apos a pnmeua contagem os inoculantes
foram mantidos & temperatura de 5°C por um perfodo de
seis meses, a contar do momento da preparagio dos mes-
mos. Durante este perfodo, realizaram-se novas contagens
205 45,67, 95,137 e 179 dias apés a inoculagio.

No segundo experimento, utilizaram-se os mutantes
CIAT-7278tr+, CIAT-725PC+, C-B8Str+, C- 885PC+ ¢ SEMIA
- 48700V + em diferentes relagSes de concentragao entre
mutantes provemcntes da mesma estirpe matriz ( 10%: 10s
10%:10% e 10°:10° ). Injetaram-se 40 ml de meio conten-
do os mutantes na concentragdo desejada em 100 g de tur-
fa ndo-esterilizada. A estimativa da populagio dos mutan-
tes foi feita em duas amostras por tratamento, pela conta-
gem em placas com meio YWA (Fred et al. 1932) conten-
do os respectivos antibidticos para cada mutante, imedia-
tamente apés a inoculagio e apés 3, 6,12, 20 ¢ 30 dias de
incubagdo. Durante os primeiros doze dlas, as amostras
foram mantidas a 28°C e posteriormente a 5°C.

RESULTADOS E DISCUSSAD

A esterilizacio da turfa por irradiagdo propiciou.
um maior nimero de células das estirpes mutantes, .

durante o perfodo de condugio do experimento,
atingindo uma populagio superior a 10® célulasfg
de inoculante, apés um perfodo de incubagio de
seis meses (Fig. 1, 2, 3 e 4). Em contrapartida, a
populagio dos mutantes na turfa nio-esterilizada

apresentou um decl{nio gradual, atingindo uma den-
sidade inferior a 107 células/g de inoculante no -

final do perfodo de incubagio. Como conseqiién-
cia, o inoculante ¢ considerado de baixa qualidade,
por ndo atender os requisitos exigidos pela legisla-
¢3o que regulamenta a produgio e comercializagio
de inoculantes no Brasil. As taxas de mortalidade
das estirpes na turfa esterilizada ¢ nio-esterilizada fo-
ram calculadas com relagdo a0 perfodo apés a incu-
bagio a 28°C, quando normalmente, se consegue
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FIG. 1. Sobrevivéncia do mutanta espontineo de R. pha-

seofi C-114 resistente 4 estreptomicina, quando

- .inoculade em turfa comercial jrradiada a 5 Mrad

{e} e turfa nio-esterilizada {s), Cada ponto repre-

senta a média de quatro determinagdes {. . . .}

representa a contagem minima.de Rhizobium
admitida em turfa comercial.
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FIG. 2, Sobrevivéncia do mutante espontidneo de Rhizo-
bium phaseofi C-114 resistente 3 espectinomicina,
quando inoculado em turfa comescial irradiada a
5 Mrad {o) e turfa nJo-esterilizada (o}, Cada pon-
to representa a média de quatro determinagdes
{... J representa a contagem minima de Rhizo-
bium admitida em turfa comercial.

um méximo ntimero de bactérias no meio (Tabe-
la 2). Os resultados obtidos com a turfa esteriliza-
da confirmam aqueles divulgados em outras pes-
quisas (Date & Roughley 1977, Lopes & Giardini
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FIG. 4. Sobrevivincia do mutante espontaneo de Rhizo-
bium phaseoli C-88 resistente 3 espectinomicina,
quando inoculada em turfa comercial irradiada a
5 Mrad (e} e turfa ndo-esterilizada tw). Cada pon-
to representa a média de 4 determina¢des (....)
representa a contagern minima de Rhizobium
admitida em turfa comercial.

FI1G. 3. Sobrevivéncia do mutante espontineo de Rhizo-
bium phaseoli C-88 resistente 3 estreptomicing,
quando inoculado em turfa comercial irradiada a
5 Mrad {0 e turfa nio-esteritizada {e). Cada pon-
to representa a média de quatro determinagdes.
{. ...} representa a contagem minima de Rhizo-
bium admitida em turfa comercial.

TABELA 2, Taxa de mortalidade dos mutantes resistentes a antibidticos em turfa comercial, determinada pela conta-
gem em meio seletivo, contendo 100 ug/ml de antibiético, relativa & contagem 10 dias apds a inoculagio.
Médias de 4 placas. :

Mutantes {Log nimero bact.)

Tratamento Perfodo {dias) c1147 c-114°PC* cgg®trt c-sg*Pe
10- 45 23,80 (13,27) 39,25 (+10,81) 10,83 {$3,53) 18,35 (£ 8,12)
45- 67 8,00 {14,33) 13,75 (* 5,37 3,40 (#0,56) 14,50 [+ 3,44}

Turfa irradiada 67- 95 11,35 (#0,34) 8,50 (t 2,12) 4,50 (40,35) 11,001 0,0)
95.137 - 10,00 {+0,24) 11,00 (£ 2,21) 4,76 (0,57} 10,85 (+.3,00¥
137-179 10,00 { 0,0} 12,00 { -0,0) 7.50 {+1,35) 10,00 (£ 2,36)
10- 45 13,00 (£7,50) 49,50 (* 4,65) 1,00 { 0,0 28,60 {+12,93)
45- 67 7.00-(3,80) 30,25 {* 1,89) 5.00 {13,60) 19,57 (+ 7,23)

Turfa ndo irradiada  67- 95 12,00 (13,82} 23,50t 2,12) . 6,75 (11,48} 15,50 (£ 4,24)
95.137 9,00 {$2,36) 19,83 (£ 1,95) 6,88 (£2,23) 11,42 (+ 1,65)
137-179 12,00 (#2,87) -.  19,00{ 563) . 10,00 {£2,86) 10,00 (£ 1,03}

: : - log ndmero bact. t; - log nimero bact. t|
Taxa de mortalidade =

t -4y

1977 e Moretti & Saite 1978), refor¢ando a vanta-
gem do uso de turfa esterilizada. A menor popula-
¢3o no inoculante elaborado com turfa nio esteri-
lizada € resultante de fatores de natureza biolégica,
sendo que a alta densidade populacional de Strep-
tomyces 5 x 10°) e protozodrios, como amebas

(5 x 10*), flagelados (107) e cistos (10%/g de tur-
fa), deve ter representado-importante papel na
redugio da populagio de Rhizobium phaseoli,
através de antagonismo e predagio (Chowdhury
1977, Danso et al. 1975}, .

Os mutantes da estirpe C-114 resistentes a
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estreptomicina e espectinomicina apresentaram
maior crescimento que os mutantes da estirpe
C-88, tanto em turfa esterilizada quanto em turfa
nio-esterilizada, durante os primeiros 60 dias de
incubagdo. Neste perfodo, os mutantes resistentes
4 espectinomicina apresentaram maior nfimero
de células apés o tempo de incubagdo (Fig. 1, 2,
3 e 4) que os resistentes i estreptomicina. Apesar
do alto nimero inicial dos mutantes C-114°P<* ¢
C-88°P*, 2 sua taxa de mortalidade foi maior que
para os mutantes resistentes i estreptomicina, e
ocorreut maior queda no ndmero de bactérias vid-
veis entre 10 e 67 dias, principalmente com a
C-114°P¢*, seguida da C-88°P¢*, na turfa nio-irra-
diada (Tabela 2). Observa-se, também, que nio
houve diferengas aprecidveis na populagio das es-
tirpes C-88 e C-114, durante o periodo de incuba-
¢do. Entretanto, nos primeiros dez dias de incuba-
¢do, a estirpe C-114 apresentou um crescimento
mais ripide, provavelmente por apresentar um
tempo de geragio menor. As estirpes marcadas
com estreptomicina nio sofreram queda brusca de
populagio durante todo o perfodo de armazena-
mento, ¢ se mantiveram com taxa de mortalidade
relativamente propotcional ao tempo. O maior nii-
mero de mutantes resistentes i espectinomicina,
em compara¢do com os resistentes d estreptomici-
na, poderia estar associado com maior capacidade
de competir contra a populagdo de microrganismos
antagénicos (Fig. 1,2, 3 e 4).

Para confirmar a superioridade de mutantes
resistentes 3 estreptomicina, foram feitos experi-
mentos com duas outras estirpes, que foram ainda
inoculadas em mistura, em concentragdes diferen-
tes. Observou-se um predominia dos mutantes re-
sistentes 4 estreptomicina, em comparagio com os
mutantes resistentes 4 espectinomicina e novobioci-
na (Fig. 5 e 6), em todos os tratamentos. Quando
inoculados em concentragées semelhantes, houve
superioridade numérica dos mutantes resistentes a
estreptomicina, tanto para a estirpe SEMIA - 487
quanto para a CIAT-727. Para a CIAT-727, a partir
do vigésimo dia’ de incubagio, a diferenga entre os
dois mutantes permaneceu praticamente constan-
te, com superioridade numérica para o resistente &
estreptomicina. Mesmo em concentragio em torno
de dez vezes menor no indculo, os mutantes resis-
tentes 4 estreptomicina apresentaram maior niime-
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FIG. 6. Sobrevivéncia dos mutantes espontineos de R.
phaseoli SEMIA 487°'7 * (s) e SEMIA 487"V
{e), guando incculados em turfa comercial ndo-
-esterilizada, em misturas de suspensdes celula-
res equalizadas, conforme as relagées de concen-
tragio 10%:10%: 10%:10°% e 10°:10° entre os
mutantes resistentes & estreptomicina e novobio-
cina, respectivamente. Cada ponto representa a
média de 4 determina¢des.

ro a partir do oitavo dia de incubagio, e as diferen-
gas entre os mutantes da estirpe CIAT-727 foram
bem mais pronunciadas, .

A maior sobrevivéncia dos mutantes resistentes
a estreptomicina, quando em competi¢io com Rhi-
zobium resistente a outros antibiéticos, poderia
estar relacionada com uma maior capacidade
competitiva em turfa nio-esterilizada, resultante
de menor sensibilidade 3 antibiose exercida por
Streptomyces, ou de maior tolerincia a antimeta-
bélitos presentes no inoculantes. A maior resistén-
cia do Rhizobium ao antibibtico excretado por
certas espécies de actinomicetos poderia ser atri-
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FIG. 6. Sobrevivéncia dos mutantss espontdneos de A.

phaseoli CIAT-727°' * (e} o CIAT-727°P°* (u),
quando inoculados em turfa comercial ndo-este-
rilizada, em misturas de supensdes celulares equa-
lizadas.. conforme” as relacSes de concentragdo
10%:10°%; 10%:10% & 10%:10°% entre os mutantes
resistentes 4 estreptomicina e espectinomicina,
respectivamente. Cada ponto representa a médla
de 4 determinages.

bufda 20 desenvolvimento dé mecanismos que de-
terminariam um bloqueio da ag¢io ou inativagio
do antibidtico (Davis 1962). Estas caracter{sticas
possibilitariam aos mutantes maior densidade
populacional e maior longevidade de inoculantes
elaborados com os mesmos.
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