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ANALISE DE POLISSACARIDEOS ESSENCIAIS PARA A NODULAGAO DO
FEIJOEIRO POR Rhizobium tropici CULTIVADOS EM DIFERENTES FONTES
DE CARBONO.

RESUMO - O estabelecimento da simbiose é baseado em um complexo dialogo
entre o rizébio e a planta hospedeira. Polissacarideos de superficie de origem
rizobiana aparentam ser essenciais para o processo de infecgdo. A composigcao
dos EPSs das estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080 diferiram
quantitativamente. Os quatro tipos de fontes de carbono tém efeitos diferentes na
concentracao da galactose e glicose, sendo maior para SEMIA 4080 cultivada em
meio contendo sacarose. Mesmo a estirpe SEMIA 4080, apresentando grande
quantidade de exopolissacarideos liberado na cultura, ndo apresenta diferengas
significativas no nimero de nédulos em relacdo as inoculagcbes com a estirpe
SEMIA 4077, sendo esta ultima, a que apresenta pior desempenho quanto a

massa seca dos nédulos.

Palavras-chave: exopolissacarideo, lipopolissacarideo, nodulacdo, Phaseolus
vulgaris, Rhizobium tropici.
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ANALYSIS OF ESSENTIAL POLYSACCHARIDES FOR NODULATION OF
COMMON BEAN BY Rhizobium tropici CULTIVATED UNDER DIFFERENT
CARBON SOURCES

ABSTRACT - The establishment of symbiosis is based on a complex molecular
dialogue between rhizobia and host plant. Rhizobial surface polysaccharides
appear to be essential for the infection process. The EPSs composition produced
by Rhizobium tropici SEMIA 4077 and SEMIA 4080, differed quantitatively from
one another. Four types of culture media showed differential effects on the
concentrations of the galactose and glucose, particularly the SEMIA 4080 strain,
which was cultivated in sucrose medium. Even though the SEMIA 4080 strain
produced a large quantity of EPS in culture, it was not significantly different from

the number of nodules related to inoculations using strain SEMIA 4077.

Keyword: exopolysaccharide, lipopolysaccharide, nodulation, Phaseolus vulgaris,

Rhizobium tropici.



I. INTRODUCAO

O nitrogénio € o elemento mais importante para uma producao apreciavel
na agricultura. Embora constitua quase 80% da atmosfera terrestre, o nitrogénio
gasoso, N, ndo pode ser utilizado diretamente pelas plantas. Contudo, as
bactérias pertencentes a familia Rhizobiaceae representam importante papel na
agricultura, dado que algumas formam simbioses especificas com determinadas
leguminosas, conduzindo a formacdo de érgaos altamente especializados, 0s
nddulos, nos quais ocorre a fixagdo do nitrogénio (Ny) diretamente da atmosfera
reduzindo-o a amoénia (NH3) ou aminoé&cidos, a qual pode ser incorporada para o
crescimento e manutengéo das células (ZAHRAN, 2001).

Para que ocorra a formacéo do nédulo, é necessario que haja uma perfeita
interacao entre a planta e a bactéria durante uma série de etapas seqlenciais.
Esta interacdo é medida por sinais moleculares, ou seja, compostos quimicos
exsudados por ambos 0s parceiros, 0s quais resultam na atividade dos genes da
planta e da bactéria envolvidos na simbiose (LONG, 2001; SPAINK, 2000;
STRALIOTTO et al., 2002).

Inicialmente o rizdbio é atraido até as raizes da planta hospedeira, numa
série de eventos pré-infeccdo. Neste estagio inicia-se a comunicacdo molecular
entre a planta e bactéria, quando sao decifrados pela bactéria os cédigos enviados
pela hospedeira. Este cdédigo € composto de diferentes substancias exsudadas
pelas raizes da hospedeira, como carboidratos, aminoacidos, além de compostos
fendlicos (flavonodides) que compdem um gradiente quimico na rizosfera,
resultando na atracdo da bactéria até a superficie radicular (SPAINK, 2000;
STRALIOTTO et al.,, 2002; FRAYSSE et al., 2003). A bactéria responde aos
indutores da planta com a sintese de outros sinais moleculares, como o
exopolissacarideo (EPS), lipopolissacarideo (LPS), o lipo-oligossacarideo (LOS)
ou oligossacarideos lipoquitinicos (LCOs), denominados de Fatores Nod,

polissacarideo capsular (CPS), polissacarideo nodular (NPS) e a B-glucana ciclica



entre outros, que tém sido considerados provaveis biomoléculas responsaveis
pelo reconhecimento e interacdo célula/célula permitindo uma simbiose com
células de plantas da familia Leguminosae (FRAYSSE et al., 2003).

Muitos estudos tém confirmado a importancia desses polissacarideos na
interacao entre a leguminosa hospedeira e o rizobio (BECKER et al., 2005; KARR
et al., 2000; KOSENKO et al., 2001; KIRICHENKO et al., 2004; LONG, 2001).
Recentemente, FRAYSSE et al. (2003) constataram que uma infeccdo com
sucesso requer uma complexa troca de moléculas de polissacarideos, entre os
endossimbiontes e as raizes da leguminosa hospedeira, talvez por serem
substratos para um numero grande de enzimas, que na maioria sdo altamente
especificas (SUTHERLAND, 1999).

Diversos estudos tém mostrado, ainda, que varios tipos de EPS possuem
acao analoga a dos flavondides e fatores Nod, como pequenos sinais para o
estabelecimento inicial da simbiose e, estudos mais recentes sobre outros
polissacarideos bacterianos, sugerem que em alguns casos os LPSs podem agir
em etapas que antecedem a conducado do fenétipo Fix* (NOEL & DUELLI, 2000).
Porém, os mecanismos de desenvolvimento simbiético e de infeccdo ainda nao
estdo claros e, por isso, existe um continuo interesse em elucidar a genética, a
biologia molecular e a bioquimica de polissacarideos extracelulares e de superficie
de origem bacteriana (VORHOLTE et al., 2001).

A composicao quimica de um namero consideravél de EPS rizobianos ja foi
determinada (LEIGH & COPLIN, 1992; REINHOLD et al, 1994; BECKER &
PUHLER, 1998; KARR et al., 2000; CASTELLANE, 2004). A complexidade dos
EPSs varia entre organismos e, por isso, existe a necessidade de andlises
comparativas com outras bactérias (LEIGH & COPLIN, 1992).

Segundo BECKER & PUHLER (1998), os EPSs rizobianos s&o
heteropolissacarideos espécies- ou estirpe-especifica, sendo compostos de
diferentes tipos de monossacarideos. A heterogeneidade da composi¢cao de EPSs
produzidos por rizobios ficou demonstrada em estudos com diferentes estirpes
padroes de rizobio (CASTELLANE, 2004). CASTELLANE (2004) sugeriu que



podem existir outros tipos de EPSs, diante dos resultados obtidos sobre a
composicao de EPSs produzidas por 26 estirpes padroes de rizobios, através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), bem como dos dados disponiveis
na literatura (DUDMAN, 1978; MORT & BAUER, 1982; HUBER, 1984;
MINAMISAWA, 1989; REINHOLD et al., 1994; KARR et al., 2000). Uma vez que
nao foi possivel caracterizar os EPSs de todas as estirpes como EPS tipo A ou B,
ESP I, EPSII ou EPSIII, devido a presenga de outros monossacarideos que
impediram tal classificacdo, adotou a seguinte classificacdo: EPS 1, aquele que
contém o0s monossacarideos glicose, galactose, manose, ramnose, acido
galacturdnico em sua composi¢do; EPS 2 quando ocorreu auséncia de manose;
EPS 3 quando ocorreu auséncia de &cido galacturbnico; e EPS 4, com
composi¢ao dos monossacarideos glicose, galactose e ramnose.

Existem evidéncias que a composicao de EPS varia, ndo s6 entre os
diversos géneros, mas também com mudancas no meio ambiente bacteriano
(BECKER et al., 1998; KARR et al., 2000; FRAYSSE et al., 2003). Por exemplo,
variagbes na composicdo do meio de cultura podem alterar a estrutura do EPS
(BECKER et al,, 1998). Varios sdo os fatores que contribuem para regular a
quantidade e caracteristicas estruturais do EPS, tais como: (a) a osmolaridade do
meio, que regula a abundancia de EPS (BREEDVELD et al., 1990); (b) o alto teor
de nitrogénio, que regula a producao do EPS e favorece a producao de formas de
EPS com baixo peso molecular (DUSHA et al., 1999); (c) alteragdo de fonte de
carbono, que pode interferir na produgcdo de EPS (BECKER et al., 1998; KARR et
al., 2000); entre outros.

BECKER et al. (1998) demonstraram a dependéncia da composicdo em
monossacarideos dos EPSs de dois tipos de Bradyrhizobium japonicum com a
fonte de carbono usada durante o crescimento da bactéria. Quando cultivadas em
arabinose, gluconato ou manitol, a estirpe produzia um tipo de EPS, mas quando
cultivadas em malato, a estirpe produzia um EPS diferente. FRED et al. (1932) e
GRAHAM (1964) observaram diferencas na utilizagdo de carboidratos por diversas
estirpes de rizébio. MARTINEZ-DRETS & ARIAS (1972) encontraram diferengas



enzimaticas entre estirpes de crescimento rapido e crescimento lento associadas
as mais importantes enzimas de quatro principais vias metabdlicas dos
carboidratos. Esse autor ainda sugeriu que, enquanto as bactérias pertencentes
aos géneros Rhizobium utilizam uma série de carboidratos e sais de acidos
organicos como fontes de carbono, muitas estirpes de Bradyrhizobium preferem a
arabinose. Portanto, estirpes de rizébio, inclusive as de crescimento rapido,
diferem tanto em quantidade de polissacarideo como em qualidade. Diferengas
entre os genomas de rizobios distintos tém corroborado a enorme diversidade

metabolica apresentada por eles (BECKER et al., 1998).

No trabalho realizado por TAVERNIER et al. (1998), envolvendo estudo in
vivo por Ressonancia Magnética Nuclear de '*C com Rhizobium meliloti,
observaram que quando as células eram cultivadas em meio contendo [1-'°C]
frutose, como fonte de carbono, produziam mais EPS e polihidroxibutirato (PHB) e
menos B-(1,2) glucana e glucanato que quando cultivadas em meio contendo [1-
3C] glicose. Observando a trajetéria do carbono marcado, esses autores
observaram diferencas significativas na biossintese desses biopolimeros nas

diferentes fases de desenvolvimento da cultura, fase exponencial e estacionaria.

Além do EPS, outros metabdlitos produzidos pelos rizobios estao
envolvidos no processo de nodulacao (FRAYSSE et al., 2003). Por exemplo, os
lipopolissacarideos (LPS) que sdo essenciais para a sobrevivéncia da bactéria em
seu ambiente natural e na planta hospedeira (PUVANESARAJAH et al.,, 1987;
FRAYSSE et al., 2003), e apresentam papel importante na formacao das correntes

de infecgéo pelas quais as bactérias invadem as plantas (VEDAM et al., 2004).

Estudos tém mostrado que alteragcdes na estrutura do LPS resultam em
defeito na interacdo simbidtica entre a planta e o rizobio. CARRION et al. (1990),
estudaram os mutantes de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, trifolii e
viciae e o mutante de B. japonicum, defeituosos no antigeno-O no LPS, obtendo
resultados que evidenciaram que todos eram ineficientes na nodulacdo. Entdo, um

LPS intacto parece ser necessario para a formagdo de nddulos efetivos



(CARRION et al., 1990). Isso demonstra, provavelmente, que o antigeno-O deve
impedir 0 mecanismo de defesa da planta contra a invasao bacteriana, permitindo
a infeccao da planta. Isso também sugere que o antigeno-O é um determinante na
especificidade do hospedeiro. Em outro trabalho, PUVANESARAJAH et al. (1987)
analisando os polissacarideos de membrana externa de B. japonicum selvagem
(USDA110), que nodula soja, e de um mutante (HS123), que nao nodula,
observaram diferencas significativas na composi¢cdo quimica do LPS das duas
estirpes. Por outro lado, as composi¢cdes quimicas dos EPSs e CPSs das duas

estirpes nao apresentaram diferencgas.

Para tanto, baseada nestas informagdes, este trabalho teve por objetivos:
(a) cultivo das bactérias e estabelecimento de curvas de crescimento em meio
liquido definido RDM (Rhizobium Definied Medium) e em meio liquido RDM
modificado, com alteragdo de fontes de carbono no cultivo; (b) avaliar diferencas
significativas na produgdo de EPS nas diferentes fases de desenvolvimento da
cultura; (c) observar a influéncia da utilizacdo de diferentes fontes de carbono na
producdo e composicdo quimica de EPS, e no perfil eletroforético do LPS das
estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080, que nodulam o feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), em funcao das variagdes de cultivo em meio liquido RDM,;
(d) verificar a influéncia na nodulacao do feijoeiro.

Contudo, a descoberta dos mecanismos associados com a comunicagao
molecular, como também a identificacdo e caracterizacao de polissacarideos de
origem bacteriana, pode conduzir, num futuro proximo, ndo sé a processos de
selecdo e melhoramento que levam tanto o incremento da nodulacdo como a
capacidade de extens&o da habilidade de nodulagéo a outros hospedeiros. Enfim,
todas essas descobertas recentes, que estabeleceram que ocorre uma troca de
sinais entre plantas e bactérias, abre um novo campo para o conhecimento das

interagdes planta-solo-microrganismos.



. REVISAO DE LITERATURA.

1. A importancia da fixacao biolégica do nitrogénio.

O processo de fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) na natureza somente
pode ser efetuado por um grupo de microrganismos que possuem uma enzima, a
nitrogenase, capaz de quebrar a ligagdo entre os atomos de nitrogénio,
transformando desta maneira a forma molecular N, em NHs, a qual é facilmente
absorvida pelas plantas (ZAHRAN, 2001). Em termos agricolas, a relagao
simbiética mais importante é com bactérias pertencentes a familia Rhizobiaceae,
compreendida pelos géneros Alorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium, coletivamente denominadas de
rizobio (ZAHRAN, 2001; ZAKHIA & LAJUDIE, 2001). Por outro lado pesquisas
recentes mostram as bactérias Methylobacterium nodulans (SY et al.,, 2001),
Burkholderia tuberum (STM678) (VANDAMME et al. 2002), Burkholderia
phymatum (STM815) (VANDAMME et al., 2002), Ralstonia taiwanensis (CHEN et
al., 2003), Devosia neptuniae (RIVAS et al., 2003), Blastobacter denitrificans (VAN
BERKUM & EARDLY, 2002) como simbiontes fixadoras de nitrogénio que nao
estdo classificadas dentro de nenhum dos 7 genéros da familia Rhizobiaceae.

Durante a simbiose com leguminosas, o rizébio deve entrar nas células das
raizes da planta hospedeira e se diferenciar para a forma fixadora de nitrogénio,
denominada bacteridide, encontrada nos nodulos radiculares. Nesta simbiose, as
formagdes de nodulos radiculares, diferenciacdo em bacteridide e fixacdo do
nitrogénio abrangem diversas etapas de comunicacao para coordenar a expressao
do gene e o desenvolvimento entre macro e micro simbionte (STRALIOTTO et al.,
2002).

Gragas ao processo de FBN, a recomendagédo atual para o cultivo de
diversas espécies de leguminosa, é a da utilizagdo de inoculante sem a

suplementacdo com fertilizante nitrogenado. Em relagdo as duas leguminosas de



graos de maior importancia para o Brasil, a soja e o feijoeiro, as situacdes sao
contrastantes (MENDES & HUNGRIA, 2001).

Quando a soja foi introduzida no Brasil, os solos brasileiros ndo possuiam
as bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium, capazes de realizar a
simbiose com a cultura. Assim, inicialmente foram importados, sobretudo dos
EUA, inoculantes contendo estirpes eficientes, e logo depois se iniciou, no Brasil,
um processo de selecdo das estirpes mais adaptadas as condicées ambientais e
as cultivares brasileira. Nessas condicdes de auséncia de rizobio da soja no solo,
a resposta a inoculagdo € muito expressiva. Em areas sob cultivo e ja inoculadas
anteriormente, a resposta a inoculagdo é 5% menor, em média, mas ainda assim
muito importante para o produtor rural (HUNGRIA et al., 1994). Estimativas de
alguns experimentos indicam que a FBN contribui com cerca de 85% do N total
acumulado nos tecidos, pois sempre ha N no solo, que é absorvido pela planta.
Portanto, fica claro que caso ndao houvesse essa tecnologia, o cultivo da soja no
pais seria inviabilizado pelo alto custo da adubacao com nitrogénio (MENDES &
HUNGRIA, 2001).

Ao contrario, a cultura do feijoeiro vem passando por sucessivas crises.
Segundo informagées da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na
safra 1995/1996, a area plantada de feijao somava 5,272 milhdes de hectares.
Essas areas diminuiram para 4,223 milhdes de hectares na safra 2005/20086,
representando quedas de 19,89% para o feijao. Para a safra 2006/2007, também
sao esperadas quedas nas areas plantadas de 18,89%, em relacdo a safra de
1995/1996 (CONAB, 2007).

A produtividade, porém, aumentou. A producéo total da primeira, segunda e
terceira safras do feijao atingiu 3,471 milhdes de toneladas nos resultados de safra
2005/2006 e deve atingir 3,587 milhdes de toneladas na safra 2006/2007. Isso
representara aumentos respectivos de 14,25% e de 18%, na comparacado com a
producdao do produto na safra 1995/1996 (3,038 milhdées de toneladas), mesmo
com a reducdo na area plantada. A estimativa de produtividade para a safra
2006/2007 sera de 839 kg/ha (CONAB, 2007). Mesmo assim a produtividade



nacional média € uma das mais baixas do mundo, uma vez que os inoculantes
para a cultura sdo pouco utilizados pelos agricultores brasileiros, pouco valorados
pelos pesquisadores e pela extensdao agropecudria, e representam menos de 1%
do mercado nacional (MENDES & HUNGRIA, 2001).

Existem diferencas béasicas entre a FBN com as duas culturas, que devem
ser mencionadas. Os solos brasileiros possuem uma populacdo de bactérias
nativas capazes de nodular o feijoeiro, mas que nao passaram por um processo
de selecdo e nao sao, de modo geral, eficientes (STRALIOTTO et al., 2002). O
problema é agravado porque, no Brasil, ndo foi conduzido, para o feijoeiro, um
forte e persistente programa de pesquisa em FBN. Finalmente, deve ser somada a
esses fatores desfavoraveis a maior suscetibilidade do feijoeiro a estresses
ambientais, como temperaturas elevadas (SA et al., 1993), condi¢des de acidez do
solo (COLETTA FILHO, 1993), teores de nutrientes (TSAl et al., 1993),
deficiéncias hidricas, e também as diversas doencas (MENDES & HUNGRIA,
2001; STRALIOTTO et al., 2002).

Todavia, os dados de pesquisa obtidos em diversos ensaios conduzidos
nas regides produtoras, indicam que as bactérias melhoradas e que estao
disponiveis para a cultura do feijoeiro podem, de imediato, no minimo dobrar a
produtividade nacional a um custo baixissimo para o agricultor. Desse modo, o
investimento na difusdo dessa tecnologia pode trazer um grande beneficio para o
Brasil, aumentando a produgdo de graos dessa leguminosa tdo importante na
alimentagdo dos brasileiros. Além dos beneficios econdmicos, a redugao nas
aplicacoes dos fertilizantes nitrogenados diminui o risco de contaminacao de rios e
aguas subterrdneas por nitratos, uma vez que cerca de 50% de adubos
nitrogenados aplicados ao solo sédo perdidos por desnitrificacdo e lixiviacao,
podendo acarretar problemas relacionados a redugdo na camada de ozdnio e
eutrofizacao de rios e lagos (MENDES & HUNGRIA, 2001).

O feijoeiro é considerado um hospedeiro promiscuo, ou seja, uma grande
diversidade de espécies é capaz de formar associagdes de eficiéncia variavel com
esta espécie (HUNGRIA et al,, 2000). A taxondmica do rizébio de feijoeiro



apresentou uma grande evolucado nos ultimos anos, sendo que atualmente pelo
menos cinco espécies distintas sdo reconhecidas como simbiontes desta planta,
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984); R. tropici (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum e R. giardinii
(AMARGER et al, 1997). Além destas, um grande numero de isolados
classificados como Sinorhizobium sp foi recuperado de nddulos de feijoeiro em
solos tropicais brasileiros (STRALIOTTO et al., 2002).

A partir de 1985, um grupo formado por pesquisadores do Rio Grande do
Sul fundou uma congregacao que agrega também produtores de inoculantes e
representantes do Ministério da Agricultura. Esta congregacao tem se expandido e
relune-se, entdo, a cada dois anos, para analisar os resultados das pesquisas em
selecdo, recomendacdo de estirpes, controle de qualidade e outros temas de
interesse da rizobiologia. Em 1992, este grupo foi reconhecido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e definido como RELARE (Rede de
Laboratérios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola). Desde entdo, a FEPAGRO
(Fundagao de Pesquisa Agropecuaria/RS) é a instituicdo responsavel pela
manutencao e distribuicdo das estirpes recomendadas, enquanto o MAPA legaliza
e rege a legislacao para a producgao de inoculantes comerciais, em ambito federal.

Atualmente, o inoculante comercial produzido para o feijoeiro no Brasil
contém duas estirpes de Rhizobium tropici, espécie considerada adaptada aos
solos tropicais, pelas caracteristicas de toleréncia a altas temperaturas, acidez do
solo e competitividade. As estirpes presentes no inoculante comercial sdo a
SEMIA 4077 e a SEMIA 4080, sendo esta ultima isolada de um solo do Parana e
recomendada desde 1998, tendo comprovado alta capacidade de fixacdo de N, e
competitividade contra rizébio nativo em diversos ensaios realizados no Brasil
(HUNGRIA et al., 2000).
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2. Polissacarideos bacterianos necessarios para uma simbiose efetiva.

O rizébio, como bactéria Gram-negativa, produz grandes quantidades de
polissacarideos extracelulares e de superficie. Muitos estudos evidenciaram que
esses polissacarideos bacterianos parecem ter papel determinante no
reconhecimento da planta (SPAINK, 2000), e essencial para uma interacao
simbiética efetiva (BECKER & PUHLER, 1998; KIRICHENKO et al., 2004;
KOSENKO et al., 2001; LONG, 2001; PUVANESARAJAH et al., 1987; SCHULTZE
& KONDOROSI, 1998).

Os genes envolvidos na formagao da superficie celular da bactéria sdo os
genes determinantes da sintese de exopolissacarideos (genes “exo”),
lipopolissacarideos (genes “lps”) e 1,2-b-glucanos (genes “ndv”), ligados ao
desenvolvimento nodular. Mutacées nestes genes podem afetar o processo de
infeccao de varias maneiras, como, por exemplo, incapacitando a formagao dos
corddes de infeccao, que resultaria na formagao de nédulos vazios, nao fixadores
de N2 (ARNOLD et al., 1994). Tem sido sugerido um possivel envolvimento dos
genes exo e Ips na determinacdo da especificidade hospedeira, mas nenhuma
evidéncia mais clara mostrou que os componentes da superficie celular do rizébio
sado os determinantes principais da especificidade hospedeira (GRAY & ROLFE,
1990) e, por isso, o papel desses polissacarideos rizobianos e dos componentes
da superficie da raiz da leguminosa envolvidos no processo de nodulagdo sao

consenso na literatura pertinente.

2.1. Relevancia do exopolissacarideo.

Entre os polissacarideos bacterianos, dois sao o0s principais tipos
encontrados para unir a superficie exterior da membrana bacteriana: os
exopolissacarideos (EPSs) liberados no meio e as B-glucanas ciclicas. As -

glucanas ciclicas geralmente sdo referidas como uma categoria separada.
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Enquanto que, os extracelulares livres sdo os de maior interesse, devido sua
facilidade de obtencdo (FRAYSSE et al., 2003).

Os EPSs sao macromoléculas polissacarideos, sendo constituintes normais
de todas as células microbianas, incluindo as bactérias, leveduras e fungos. Este
biopolimero € uma goma hidrossoluvel que possuem propriedades fisicas,
estruturais e quimicas diferentes (SUTHERLAND, 2001). De maneira geral, os
termos gomas hidrossoluveis, hidrocoldide ou coldide hidrofilico tém sido usados
como sindnimos. Também € observado o termo muco, embora este seja mais
empregado para materiais que formam com a 4gua massas viscosas, como é o
caso das pectinas (CUNHA, 2003). Segundo ZOHURIAAM & SHOKROLAHI
(2004), o termo goma mais especificamente denota um grupo de polissacarideos
de uso industrial ou seus derivados que hidratados em agua quente ou fria, em
baixas concentracdes, formam dispersdes ou solucdes viscosas.

Os polissacarideos extracelulares sao metabdlitos produzidos quando uma
fonte de carboidratos esta presente em excesso (PACE & RIGHELATO, 1980).
Um grande numero de bactérias conhecidas produz quantidades abundantes de
EPSs, particularmente as patogénicas de plantas como Xanthomonas, Erwinia e
bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium, Beijerinkia e Azotobacter. (VERMANI
et al., 1995). Destas, os exopolissacaridos de Xanthomonas campestris (xantana),
Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea (gelana) e Acetobacter
xylinum (celulose) estdo sendo comercializados (SUTHERLAND, 2001). Dos
polimeros de origem bacteriana, a goma xantana tem sido a mais estudada, uma
vez que seu uso em alimentos foi permitido pela FDA (“Food and Drug
Administration”), desde julho de 1969 (FDA, 1969).

Dentre a familia Rhizobiaceae, o género Rhizobium sintetiza grandes
quantidades de polissacarideos extracelulares. Gastam mais de 70% de sua
energia nesta producdo. Mesmo tendo alto gasto energético nesta producao é
muito raro uma espécie de bactéria utilizar seu EPS como uma fonte de carbono
ou de energia (GONZALEZ et al, 1996). A maioria das pesquisas com esses

microrganismos restringe-se a estudos de genética e a interagdo simbidtica entre
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bactéria e planta hospedeira (SCHULTZE & KONDOROSI, 1998, MITHOFER,
2002; LOH & STACEY, 2003). Entretanto, ndo ha um produto comercial desses
polissacarideos, apenas ha relatos de producdo dos EPSs com o nome de
succinoglicanas e galactoglicanas (ZEVERHUINZE, 1997; YONES et al., 2000).

A estrutura de muitos polissacarideos de bactérias Gram-negativas, como o
rizbio, € relativamente simples. Podem ser homopolimeros ou heteropolimeros e
possuir uma variedade de substituintes n&o carboidratados. Entre o0s
homopolimeros, encontrados em bactérias que interagem com plantas, o principal
€ formado exclusivamente por unidades de B-D-glicose, com ligacbes glicosidicas
B(1-3) presentes em Agrobacterium radiobacter. Sendo 0s mais comuns as
glucanas periplasmaticas p(1-2) presentes em Rhizobiaceae; dextranas
Leuconostoc mesenteroides, levanas nas espécies de Erwinia e Pseudomonas, e
alguns alginatos em Pseudomonas sp fluorescentes. Os heteropolissacarideos
sao polimeros acidos, normalmente compostos de unidades repetidas e alinhadas
desde dissacarideos até octassacarideos, compostos de dois a quatro tipos de
monossacarideos diferentes e muitos contém grupos acetila e piruvato
(SUTHERLAND, 2001).

No exterior da célula microbiana os exopolissacarideos podem permanecer
soltos (como muco viscoso) ou podem estar ligados covalentemente (a um
fosfodiéster ou a um lipidio) na superficie da célula. Neste ultimo caso, o material
pode formar uma capsula, que pode ser reconhecida microscopicamente e que
pode estar aderida firmemente a superficie (SILVA et al., 2001; WHITFIELD &
ROBERTS, 1999). Cada etapa requer uma série de enzimas e substratos
especificos. A auséncia de uma enzima ou substrato, em particular, inibe a sintese
do exopolissacarideo.

Na literatura h& poucas informag¢des sobre o processo de biossintese dos
diferentes tipos de EPSs. Porém, a biossintese do EPS de rizébio foi
extensivamente estudada com o EPS | de Sinorhizobium meliloti (BECKER et al.,
1997). Segundo MOREIRA (2002), este processo esta diretamente relacionada a
capacidade de sobrevivéncia do microrganismo em condicdes adversas de meio
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ambiente, sendo que esses EPS desempenham diferentes papéis durante os
eventos de pré-infeccdo na rizosfera, podendo: (a) funcionar como molécula
receptora do micro simbionte, fazendo uma interacdo célula/célula e
desencadeando o processo de nodulacao (KIRICHENKO et al., 2004); (b) induzir a
formagdo de nddulos e micro coldnias (BECKER & PUHLER, 1998; BREWIN,
1991; NICOLAS, 1996); (c) aumentar a adesdo da bactéria, promovendo seu
crescimento nos espacos intercelulares necessarios tanto para a nodulagcao bem
como organogenia da raiz (KOSENKO et al., 2001; SCHULTZE & KONDOROSI
1998); (d) agir como sinais moleculares durante o desenvolvimento do ndédulo
(KOSENKO et al., 2001; LONG, 2001).

Os EPSs écidos produzidos pela maioria dos rizébios sao altamente
anidnicos e assim, podem atuar como resinas de troca idénica, ajudando na fixagao
de minerais e nutrientes proximos a célula da bactéria (WHITFIELD, 1988). Em
adicao, outra funcao importante do polissacarideo extracelular, no solo ou em
ambientes aquaticos, € auxiliar na agregacdao e estabilidade do solo
(ZEVENHUIZEN, 1997), na aderéncia em superficies soélidas; e formacao de
biofilme (LOOIJESTEIJN et al., 2001).

Estudos prévios tém sugerido que a sintese de EPS parece ser essencial
para o estabelecimento do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio em
leguminosas que desenvolvem nddulos do tipo indeterminado (ndédulos cilindricos
e com meristema apical persistente), como Sinorhizobium melilotialfafa e
Rhizobium leguminosarum bv. viciae/Vicia sativa. Em S. meliloti, foram
encontrados dois tipos de heteropolissacarideos. Onde se verificou que o0 EPS | é
um dos exopolissacarideos necessarios para a invasao de raizes da alfafa por S.
meliloti; uma vez que mutantes deficientes em sintetizar EPS | ndo foram capazes
de infectar as raizes, e formar nédulos. Reinhold et al. (1994) relataram que o EPS
| consiste de subunidades repetitivas de D-glicose, D-galactose, piruvato,
succinato e acetil na proporcéao de 7:1:1:1:1. Entretanto, verificaram que o EPS Il
tem uma estrutura diferente, apresentando D-glicose, D-galactose e pirutavo em

sua composicao, na proporcao 1:1:1. Mutantes deficientes em sintetizar EPS I
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sao capazes de nodular a alfafa. O EPS Il é produzido em ambientes com baixa
concentracao de fosfato e esta pode ser uma adaptagdo ao ambiente do solo qual
€ relativamente pobre em fosfato comparado com os nédulos (MENDRYGAL &
GONZALEZ, 2000).

Por outro lado, o papel do EPS ainda é discutido nas associagées com
nddulos do tipo determinado (nddulos esféricos e com a atividade meristematica
central das células do nédulo da planta sendo interrompida em um estagio de
desenvolvimento pré-determinado), como Sinorhizobium frediiGlycine max,
Bradyrhizobium japonicum/Glycine max, Rhizobium tropici/Phaseolus vulgaris L.
(FRAYSSE et al., 2003). Para confirmar o envolvimento do EPS somente para o
tipo de simbiose indeterminada, HOTTER & SCOTT (1991) estudaram um sistema
isogénico, o R. loti PN184 que é capaz de nodular Lotus pedunculatus (tipo
determinado) e o Leucaena leucocephala (legume de nodulagdo indeterminado).
Os mutantes com defeito na sintese de EPS, porém com LPS conservado, foram
completamente efetivos em hospedeiro de nédulo do tipo determinado, mas
ineficientes em um indeterminado. Uma explicagdo para tais diferencas pode ser
que os LPSs nao identificados podem complementar a deficiéncia do EPS na
formagao de nédulos determinados (FRAYSSE et al., 2003).

Diversos estudos (KARR et al., 2000; PARNISKE et al., 1993; PARNISKE
et al., 1994) tém mostrado que as estruturas especificas de EPS rizobiano séo
pré-requisitos essenciais para uma infeccdo com sucesso de leguminosas com
nddulos tipo determinado. PARNISKE et al. (1993) mostraram que o EPS néao
somente tem um papel importante na infecgdo de nodulos tipo indeterminado, mas
também na simbiose entre o B. japonicum e a Glycine max (tipo determinado). Os
mutantes de B. japonicum, defeituosos no gene exoB e que produz um EPS
alterado, mostraram uma diminuicdo na inducdo da nodulacdo em soja e uma
perda drastica de competitividade. Ressalta-se que, nestes mutantes, o LPS
permaneceu intacto. Estudos morfol6gicos detalhados em nddulos induzidos pelo
mutante revelaram sintomas de reagdes de defesa da planta (PARNISKE et al.,
1994).
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KARR et al. (2000) estudaram o processo de simbiose entre a Glycine max
e dois tipos de Bradyrhizobium japonicum, o tipo selvagem da estirpe de B.
Japonicum 2143 e mutantes defeituosos em ligar a lectina de soja (soybean lectin
— SBL). O papel da lectina na planta é o de reconhecer os componentes da
superficie de carboidrato bacteriano. Neste trabalho, verificou a dependéncia da
composicdo do EPS em monossacarideo em relagdo as fontes de carbono
utilizada para o seu crescimento. Por exemplo, quando crescidos em arabinose,
gluconato ou manitol, a estirpe parental selvagem, produziu o EPS chamado EPS
I, com composicdo de Man/Glu/Gal/GalA na proporcdo 1:2:1:1. Quando cultivada
em malato, a estirpe selvagem produziu um EPS diferente, extremamente rico em
galactose, designado de EPS Il. O mutante 1252 produziu EPS Il quando cultivado
em arabinose ou malato, mas quando cultivado em gluconato ou manitol produziu
um EPS diferente, compreendido de glicose, galactose, xilose e acido glicurdnico
(1:5:1:1) e designado EPS lll. Outro mutante 1251, cultivado em qualquer destas
fontes de carbono, produziu EPS Ill. A variagdo na composicao do EPS nao afetou
a nodulagéo ou fixagao de nitrogénio no fenotipo 2143. Em contraste, o mutante
1252 na nodulacao, independe da composi¢cao do EPS.

As areas de interesse para os EPSs microbianos sdo bastante variadas. A
importancia desses polissacarideos extracelulares no processo da FBN para a
agricultura, bem como os mecanismos de desenvolvimento simbidtico e de
infeccdo ainda nao estao claros, por isso, hd um continuo interesse em elucidar a
genética, a biologia molecular e a bioquimica de polissacarideos extracelulares e
os de superficie de origem bacteriana.

2.2. Lipopolissacarideo.

As bactérias Gram-negativas apresentam a parede celular mais fina,
consequéncia da menor quantidade de peptideoglicano, em comparagédo as Gram-
positivas, e tém como maior componente um macropolimero, denominado

lipopolissacarideo (LPS). Os LPSs s&o polissacarideos ligados a membrana
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externa por uma parte lipidica inserida dentro da monocamada de fosfolipidio
bacteriano (RAETZ & WHITFIELD, 2002). A presenga do LPS fornece uma
barreira hidrofilica a superficie celular (PORTILHO, 2002).

A estrutura quimica do LPS nas bactérias Gram-negativas possui: a)
Oligossacarideo-O, um tetrassacarideo (Antigeno-O) que pode se repetir por até
quarenta vezes por molécula, embora algumas delas, dentro de uma mesma
preparagao, possam nao o apresentar; b) a regido do lipideo A, a qual é inserida
dentro da bicamada da membrana externa normalmente contém di-glucosamina
fosfato substituido por acidos graxos e c¢) 0 nucleo de oligossacarideos,
consistindo de residuos de carboidratos especificos onde se inclui o acido 3-
desoxi-D-mano-octalossénico (2-keto-3-deoxyoctonic acid, KDO) em ligagdes
especificas (HANCOCK, 1991).

Até recentemente o lipideo A de Rhizobium foi considerado muito
semelhante ao das enterobactérias Escherichia coli e Salmonella (RUSSA et al.,
1985). Entretanto, CARRION et al. (1990) concluiram que as estruturas do lipideo
A e do nucleo de oligossacarideos de Rhizobium sao diferentes, principalmente
em relacao as moléculas encontradas nas enterobactérias.

De modo geral, a estrutura do LPS rizobiano € conhecida apenas
parcialmente, sendo a porcdo antigeno-O mais estudada, por apresentar
aparentemente um papel mais importante entre as trés partes do LPS (FRAYSSE
et al., 2003), mas, a exata funcdo e importancia deste residuo ainda sao
desconhecidas (VEDAM et al., 2004). Como tem sido observado, o LPS rizobiano
possui uma grande variagcdo na composi¢cdo quimica e estrutural entre as
diferentes espécies e inclusive entre as estirpes de uma mesma espécie (RAETZ
& WHITFIELD, 2002).

Estudos tém mostrado que alteragcdées na estrutura do LPS resultam em
defeito na interacao simbidtica. CARRION et al. (1990), estudaram os mutantes de
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, trifolii e viciae e o mutante de B.
Jjaponicum, defeituosos no antigeno-O no LPS, obtendo resultados que

evidenciaram que todos eram ineficientes na nodulagdo. Entdo, um LPS intacto
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parece ser necessario para a formacao de nédulos efetivos (CARRION et al.,
1990). Isso demonstra, provavelmente, que o antigeno-O deve impedir o
mecanismo de defesa da planta contra a invasao bacteriana, permitindo a infeccéao
da planta. Isso também sugere que o antigeno-O € um determinante na
especificidade do hospedeiro.

Em relagcdo aos aspectos analiticos, deve-se ressaltar que através do
procedimento tradicional de extracdo com fenol desenvolvido por WESTPHAL &
JANN (1965), os lipopolissacarideos de rizébios sdo isolados e parcialmente
caracterizados ap6és hidrélise acida branda. Através dessa metodologia os
lipopolissacarideos podem ser separados por cromatografia em duas fragdes:
LPSI e LPSII. A fracado LPSII, de baixo peso molecular (600 dalton), é constituida
essencialmente por oligossacarideos, cujo principal agucar é o acido urénico.
Enquanto que a fracdo LPSI, de maior peso molecular, costuma apresentar as
maiores diferencas na composicdo de agucares, confirmando variabilidade na
estrutura dos LPSs intactos como descrito em CARLSON et al. (1978);
ZEVENHUIZEN et al. (1980) e CARLSON & LEE (1983), dentre outros.

Utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE), dos LPSs de quatro estirpes de B. japonicum, pertencentes a
diferentes sorogrupos, e de outras duas estirpes sorologicamente semelhantes,
CARRION et al. (1990) mostraram que a presenca dos LPSs presentes na fase
fendlica (extracdo com fenol-agua) foi uma caracteristica comum as linhagens de
B. japonicum utilizadas. Entretanto, para as linhagens USDA 110 e seu mutante,
nod HS123, o LPS pode ser encontrado em ambas as fases, fendlica e aquosa.

Devem ainda ser considerados os resultados obtidos por CARARETO-
ALVES & LEMOS (1996) mostrando que os LPSs podem ser extraidos por
simples fervura em salina. Trabalhando com diferentes estirpes de rizdbio,
isolaram o LPS, modificaram a metodologia de ROBERTS (1966) e compararam
os resultados com os obtidos pela extracao com fenol-agua (WESTPHAL & JANN,
1965). Observaram que as moléculas de LPSs, de diferentes estirpes de rizdbios,

durante a extracdo com fenol-agua, apresentavam um comportamento muito
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variado. Assim, o LPS da estirpe de B. japonicum USDA 110 foi encontrado em
ambas as fases, como também ocorreu com os da R. leguminosarum bv. phaseoli
SEMIA 4076 e 4047. Ja o LPS de B. elkani SEMIA 5019 foi encontrado somente
na fase aquosa, e o de Bradyrhizobium sp SEMIA 6158, na fase fendlica.
Entretanto, para as estirpes estudadas os lipopolissacarideos puderam ser
extraidos por simples fervura em salina.

A heterogeneidade do perfil de lipopolissacarideos da célula, determinada
por eletroforese em SDS-PAGE, permite a discriminacdo entre estirpes,
detectando possiveis diferencas entre as pertencentes a mesma espécie ou
sorogrupo, pois o0 método tradicional de coloragdo com nitrato de prata € muito

sensivel, corando quantidades em nanogramas (TSAI & FRASH, 1982).
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il MATERIAL E METODOS.

1. Estirpes bacterianas utilizadas: Cultivo e manutencao.

As duas estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080 foram
utilizadas como objetos de estudo. As bactérias foram recebidas do banco de
estirpes de rizobio da FEPAGRO, e colocadas em placas contendo YMA (Tabela
1) com o objetivo de obter colénias puras (VINCENT, 1970). O corante utilizado
permitiu monitorar eventuais contaminagdes, baseado na coloracdo das col6nias
crescidas no meio. O rizdbio praticamente ndo absorve o corante e coldnia
apresenta-se incolor, enquanto contaminantes apresentam coloragdo vermelha
intensa decorrente da absorcéo do corante pelos microrganismos.

As colbnias puras obtidas foram repicadas em placas de Petri contendo
meio solido definido RDM e modificado com alteragcbes na fonte de carbono
(Tabela 1) e colocadas em estufa tipo B.O.D. a 28°C. A manutencao foi semanal,
através de passagens para placas contendo meio fresco.

Para preservar as culturas foram preparados tubos de Agar inclinado em
meios que apresentaram a mesma constituicAo dos meios de cultura a serem
testados, devidamente identificados e armazenados em refrigerador -20 °C. Todos
os procedimentos foram realizados de forma asséptica.

2. Meios de cultura utilizados.

Para o cultivo do rizébio foram obedecidos os requisitos basicos
obrigatorios, a saber, o emprego de meios de cultura adequados e condi¢des de
cultivo apropriadas e convenientes com as finalidades experimentais exigidas.
Foram utilizados os meios de cultura descritos na Tabela 01: YM (Yeast Mannitol
Agar) (VINCENT, 1970; SOMASEGARAN & HOBEN, 1984); RDM (Rhizobium
Definied Medium) (BISHOP et al., 1976), e RDM modificado, com alteragbes de

fontes de carbono.



Tabela 1. Composicao dos meios utilizados para cultivo das estirpes de Rhizobium tropici.

Meio de Cultura Composicdo do Meio Concentracdo
YMA (Yeast Mannitol agar) K:HPO, 500 mg/L
pH 6,8 MgSQO, x 7H,O 200 mg/L
NaCl 100 mg/L
Manitol 10 g/L
Extrato de Levedura 500 mg/mL
Agar 9g/L
YMA-Vermelho Congo / pH 6,9 Adicionam-se 0,025 mg/mL do corante
vermelho congo ao meio YMA
RDM (Rhizobium Definied Medium) = Ko:HPO, 230 mg/mL
RDM 1 MgSO, x 7H,0O 100 mg/mL
pH 6,8 Glutamato Na* x 1H,O 1100 mg/mL
Glicerol 400 pl/mL
RDM 2 KoHPO, 230 mg/mL
pH 6,8 MgSO, x 7H,0O 100 mg/mL
Glutamato Na* x 1H,O 1100 mg/mL
Galactose 10 mg/mL
RDM 3 KoHPO, 230 mg/mL
pH 6,8 MgSO, x 7H,0O 100 mg/mL
Glutamato Na** x 1H,0 1100 mg/mL
Glicose 10 mg/mL
RDM 4 KoHPO, 230 mg/mL
pH 6,8 MgSQO, x 7H,O 100 mg/mL
Glutamato Na** x 1H,0 1100 mg/mL
Sacarose 10 mg/mL
Preparar na forma de estoque [1000x]. | Elementos Tragos
Utilizar 1 mL/L. CaCl, 5 mg/mL
H3;BO3 145 ug/mL
FeSO, x 7H,O 125 pg/mL
CoSO,x 7H,0 70 pg/mL
CuSO,4 x 7H.0 5 ug/mL
MnCl, x 4H,0 4,3 ug/mL
ZnS0O4 x 7H,0 108 ug/mL
NaMoO, 125 pg/mL
Preparar na forma de estoque [1000x] em | Vitaminas
0,05M NaHPQO,, pH 7,0. Utilizar 1 mL/L. Riboflavina 0,02 ug/mL
Acido P-Aminobenzoéico 0,02 pg/mL
Acido Nicotinico 0,02 pg/mL
Biotina 0,02 ug/mL
Tiamina-HCI 0,02 ug/mL
Piridoxina-HCI 0,02 ug/mL

Pantotenato de Ca*™

0,02 ug/mL

20
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Os meios de cultivo foram esterilizados por meio de vapor Umido (em
autoclave) a temperatura de 121°C por um periodo de 20 minutos.

3. Curvas de crescimento da SEMIA 4077 e SEMIA 4080 em meio definido
RDM e modificado, com alteracao de fontes de carbono no cultivo.

A curva foi realizada em triplicata, a partir do preparo de um pré-inéculo
inicial de cada estirpe de rizébio. Para a diminuicdo dos efeitos de possiveis
células mortas, as bactérias cultivadas em meio sélido, com a respectiva fonte de
carbono, foram recuperadas durante a fase exponencial de crescimento, 03 dias
apds plagueamento inicial, através da raspagem da massa bacteriana com o
auxilio de alca de Drigalsky. A massa bacteriana de 03 placas foi recuperada e
diluida em 50 mL de agua milli-Ro estéril. A turbidez do pré-indculo foi registrada
através da leitura da absorbancia, em um colorimetro fotoelétrico Klett-
Summerson (KLETT MFG) com filtro vermelho correspondente a um comprimento
de onda correspondente a faixa 640 - 700 nm. A agua destilada foi utilizada como
padrao “0”.

Dez unidades Kletts do pré-inéculo, correspondentes a 1,5 x 108
células/mL, foram adicionados em cada frascos especiais Side-arm contendo 100
mL de meio de cultura. Apds a inoculacdo, os frascos foram mantidos sob
agitacao constante, em um agitador orbital, a 140 rpm por 192 horas a 28°C. O
crescimento celular foi avaliado através da leitura de absorbancia do meio de
cultura nos momentos logo apo6s a inoculagdo e a cada 12 horas de cultivo da
bactéria. A intensidade colorimétrica expressa o numero de células mais os EPSs
produzidos por essas células.



22

Para estudo do crescimento no tempo, foi utilizada equagcdo de curva de

crescimento descrita abaixo:

y = (a/ (1+e**))), onde:
y: representa o crescimento dos isolados em unidades Kletts;
a, k, xc: sdo os parametros utilizados em cada curva;

x: tempo em horas.
4. Método para Obtencao do Exopolissacarideos Rizobiano.
4.1. Inéculo e Condicoes de Cultivo.

O indculo foi preparado a partir de cultura crescida sobre Agar RDM (Tabela
1). Uma alca contendo cultura de 48 horas foi inoculada em “erlenmeyer”, com
capacidade para 125mL, contendo 20mL de meio RDM, com as respectivas fontes
de carbono, e incubado em agitador rotatério por 48 horas a 140rpm e 28°C. A
cultura resultante foi transferida para “erlenmeyer” de 300mL contendo 100mL do

respectivo meio RDM e incubada novamente a 140 rpm e 28°C.
4.2. Isolamento, Purificacao e Producao de Exopolissacarideo.

Amostras das culturas foram coletadas em intervalos de 48 horas de cultivo.
Apés o cultivo, as culturas foram submetidas a centrifugagédo (10000 x g, a 4°C,
por 50 min), separando as células do sobrenadante. O sobrenadante coletado foi
utilizado para a producao de EPS. As células bacterianas recuperadas, durante a
fase exponencial de crescimento foram lavadas com solugéo salina NaCl a 0,85%
(p.v.) para remogao de possiveis partes residuais do meio de cultura, e, entéo,
estocadas a -20°C para utilizacdes posteriores nas analises do LPS (item 5).

Ao sobrenadante, resultante da centrifugacao, foi adicionado alcool etilico
96° gelado (1:2; v/v) para a recuperacdo do EPS por precipitacdo, sendo
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observada a formacado do precipitado de imediato. Foi armazenado sob
refrigeragdo (x 4°C) durante 24 horas. Transcorrido o tempo de refrigeracao as
amostras foram novamente centrifugadas (10000 x g, a 4°C, por 30 min), para
separacao precipitado/solvente, sendo o precipitado lavado varias vezes com
alcool etilico que é evaporado posteriormente. A precipitacdo com solventes
resulta também em purificacdo parcial do polimero por eliminacdo dos
componentes soluveis no solvente (PACE, 1991). A purificacdo total dos EPS foi
feita por reprecipitacao fracionada com solvente (CHI & ZHAO, 2003).
Posteriormente, o produto obtido foi seco em um liofilizador Hetovac vr-1
até peso constante, pesado em balanca de precisdo para a verificagdo da
quantidade obtida de EPS (grama de EPS por litro de meio de cultura) e entéo,

preparados para as andlises subsequentes de CLAE e FTIR.

5. Analise do Exopolissacarideo.

A partir dos resultados das avaliagbes descritas no item 3.2., foi
selecionado o tempo mais favoravel para a producao de EPS pelas estirpes para a
analise dos EPSs por CLAE e FTIR.

Para a composicao em monossacarideo do EPS das estirpes, o EPS bruto
foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando a
quimica de marcacao dos mondmeros com 1-fenil-3-metil-5-pirazolone (PMP),
segundo a metodologia descrita por FU & O'NEILL (1995). Para isto, amostra de
1,0 mg de EPS foi hidrolisada com 200 pl de &cido trifluoracético 4 mol/L em tubos
de hidrdlise de 13 x 100 mm e selados com uma chama de macgarico sob vacuo.
Os tubos entédo foram incubados a 120°C, durante 2 horas. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, os tubos foram abertos e a solucao foi evaporada em um
liofilizador Hetovac vr-1. O residuo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol,
novamente evaporado.

Apoés isso, o EPS hidrolisado e os monossacarideos padrdes foram pré-

derivatizados (marcagao quimica) com PMP. As reagdes foram conduzidas em
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“eppendorfs”, acrescentando—se em cada tubo 40uL de solucdo de PMP (0,5
mol/L em metanol) e 40 pL de solugéo de hidréxido de sodio (0,3 mol/L), os tubos
foram agitados e incubados a 70°C por 2 h. Ap6s o resfriamento a temperatura
ambiente, a mistura foi neutralizada pela adicdo de 40 uL de solugcédo de &acido
hidrocloridrico (0,3 mol/L). Para a extracdo dos derivados de monossacarideos,
foram adicionados 0,5 mL de éter butilico, sendo os tubos agitados por 5
segundos. As fases foram separadas por centrifugacao a 5000 x g por 5 minutos e
a fase superior (organica) foi removida e descartada. Este procedimento de
extracao foi repetido por 3 vezes e a fase aquosa resultante foi misturada com 400
uL de agua milli-Q.

As andlises dos monossacarideos marcados com PMP foram
desenvolvidas num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS
(Shimadzu, modelo SPD-M10A). O comprimento de onda para a deteccao foi de
245 nm. A separacdo dos monossacarideos derivados com PMP foi realizada
através de uma coluna GHRC ODS-C-18 (4,6 mm i.d. x 15 cm) com velocidade de
fluxo constante de 0,5 mL/min e usando os tampdes A e B, constituidos por 100 m
mol/L de acetato de amoénio e pH 5,5 25% de acetonitrila com 10% e 25% de
acetonitrila, respectivamente. O gradiente para a separacao foi: 0% de B, 30
minutos e 0-100% de B, até 100 minutos.

Como monossacarideos padrées foram utilizados glicose, manose,
ramnose, galactose, acido glucurbnico e &acido galacturbnico, e as seguintes
concentragcées dos mesmos: 0,0125, 0,0250, 0,0500, 0,1000 mg/ml para a
construcdo da curva de calibracdo. A quantidade de amostra injetada no
cromatografo foi de 20pl. As analises foram feitas em duplicatas. Os dados obtidos
da quantificagdo da composicdo em monossacarideos do EPS foram submetidos
a analise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para analise dos constituintes ndo carboidratados na composicao do EPS
bruto aplicou-se o método espectroscdpico no Infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR). As amostras foram preparadas como pastilha, usando 2,0 mg
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dos EPSs liofilizados e 100 mg de brometo de potassio. O espectro FTIR foi obtido
com um espectrémetro (Paragon 1000, Perkin—Elmer), resolugdo espectral de
4000400 cm™, 2 cm™, e 32 transientes. O espectro foi normalizado, a linha de
base e o deslocamento corrigidos de 3900 até 900 cm™ (NAUMANN, 2000;
OSIRO et al., 2004).

6. Analises de Lipopolissacarideos.

Foram utilizadas as células bacterianas recuperadas, durante a fase
exponencial de crescimento (item 3.2.). O LPS das células bacterianas foi extraido
segundo o meéetodo de fervura salina, desenvolvida por CARARETO-ALVES &
LEMOS (1996). Posteriormente, 400 uL do sobrenadante do LPS extraido foram
diluidos em um tubo de ensaio contendo 100 uL de Tampao da Amostra (20%
glicerol, 4% SDS, 5% Mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol, tampéao tris HCI
62 m mol/L, pH 6,8). Apéds fervura por 5 minutos, 50 uL de cada preparagao, foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida conduzida em “tampao de
eletrodo” (Tabela 2). O gel de Separagéao (13%) (Tabela 3) e o gel Concentrador
(5%) (Tabela 4) foi confeccionado entre placas de 180 mm x 165 mm x 1 mm e a
eletroforese foi realizada em uma cuba vertical, mantendo-se a corrente constante
(20unA) até a entrada do corante no gel de separagao, quando entao foi aumentada
para 25 pA e assim mantida até o final da corrida (aproximadamente 4 horas). Os

demais critérios adotados estao descritos em LAEMMLI (1970).

Apl6s a eletroforese, o gel foi imerso em solucdo aquosa com 50% de
metanol e 10% de &cido acético (solugdo fixadora) e submetido a agitagdo
constante durante a noite. Entao, retirou-se essa solugao fixadora e adicionou-se
nova solugao fixadora, agora adicionada de 0,7% de acido peridédico, submetendo
0 gel a oxidagao sob agitacao constante durante 5 minutos em auséncia de luz.

O reagente foi descartado apds esse tempo, sendo realizada 3 lavagens de
10 minutos cada, com 250 mL de agua deionizada, sob agitacao. Entao o gel foi



Tabela 2. Tampéao de eletrodo para eletroforese em gel de poliacrilamida.

COMPONENTES QUANTIDADE (g/L)
Glicine 14,4
Tris 3,0
Dodecil sulfato de sédio 1,0

Tabela 3. Gel de separagao (13%) para eletroforese em gel de poliacrilamida.

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris-HCI 2,25M (pH 8.8) 5,02 mL
Acrilamida-Bis (30:0,8%) 13,05 mL
H.O 10,9 mL
Dodecil sulfato de so6dio (4%) 0,75 mL
TEMED 30 pL
Persulfato de aménio (10%) 300 pL

Tabela 4. Gel concentrador (5%) para eletroforese em gel de poliacrilamida.

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris-HCI 0,5 M (pH 6.8) 2,0 mL
Acrilamida-Bis (30:0,8%) 1,33 mL
H.O 4,42 mL
Dodecil sulfato de sédio (4%) 0,20 mL
TEMED 25 uL
Persulfato de aménio (10%) 80 uL

Tabela 5. Reagente de Cor

COMPONENTES QUANTIDADE (mL)
NaOH 0,1N 28,0
Hidroxido de Amonio 2,0
Nitrato de Prata* 5,0
H,O 115,0

* Pesa 1,0 g de nitrato de prata e dissolve em 40,0 mL de H,O, posteriormente
adiciona o restante de H,O, lembrando que o volume final da soluc@o “reagente

de cor” deve ser 150,0 mL.
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tratado com “reagente de cor” (Tabela 5) sob agitacdo por 10 minutos, lavado com
300mL de agua deionizada (3 lavagens, sendo a primeira por 15 minutos, a
segunda por 15 minutos, e a terceira por 3 minutos) e revelados com solugao de
formaldeido 0,25% (TSAI & FRASCH, 1982). Ap6s o aparecimento das bandas (2
a 3 minutos), os géis foram lavados por 15 segundos com 25 mL de acido citrico 1
M para interromper a agdo do revelador. O gel foi lavado em agua corrente
durante 1 minuto e foi estocado em agua deionizada até fotografa-lo.

7. Ensaio de nodulacao

A avaliagéo foi realizada em condigbes axénicas, isto €, na auséncia de
outros microrganismos, em casa de vegetacao no Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP. As
sementes de feijao (Phaseolus vulgaris), cv. IAC - Carioca foram desinfectadas
superficialmente pela acao de etanol 95%, durante 1 minuto, e agua sanitaria
1,5% por 6 minutos. ApGs sucessivas lavagens em agua destilada esterilizada, em
torno de seis a sete vezes por 1 minuto cada, as sementes entdao seréo
semeadas.

O plantio foi realizado em vasos plasticos, com capacidade de 1,5 L,
contendo vermiculita como substrato de plantio. O substrato foi previamente
esterilizado em autoclave a uma temperatura de 128°C e pressdo de 1,5
atmosferas, durante 1 hora. A semeadura ocorreu na densidade de cinco
sementes por vaso. Sete dias apds a semeadura, foi feito o desbaste, deixando-se
uma plantula por vaso.

A inoculacao foi realizada apds o desbaste. Foram preparados indculos de
R. tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080 em meio RDM (BISHOP et al., 1976), com
alteracdes na fonte de carbono (Tabela 1), na concentragéo de 108 células.mL™. O
substrato foi infectado adicionando-se 1 mL da suspensao bacteriana préoximo ao
colo das plantas.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos no esquema fatorial 2 x 4, duas estirpes (SEMIA 4077 e SEMIA
4080), quatro fontes de carbono (glicerol, galactose, glicose e sacarose), com
quatro repeticoes. As plantas ndo inoculadas foram utilizadas como testemunhas.

As plantas foram colhidas 31 dias ap6s o plantio e seus nédulos, depois de
separados, foram contados, depois secados em estufa com ventilacdo for¢cada a
65°C, até atingir massa constante. Os dados de nodulacdo (nimero de nddulos
por planta e massa seca nodular) foram submetidos a analise de variancia pelo

teste F, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES.

Na primeira parte serdo abordados aspectos relacionados a producao e
caracterizacdo dos polissacarideos microbianos. A primeira etapa baseou-se na
avaliacao da manutencgao das estirpes de Rhizobium tropici em estudo, através de
analise da consisténcia da goma produzidas bem como de avaliar possiveis
alteracbes no crescimento dos microrganismos ao longo do periodo de
manutencdo. A segunda etapa do estudo baseou-se nas curvas de crescimento
das estirpes 0 que possibilita a obtencao de processos fermentativos reprodutivos.
Com esta abordagem é possivel realizar a avaliacdo das estirpes quanto a
produtividade de EPS. A terceira etapa do estudo objetivou analisar a influéncia da
utilizacdo de diferentes fontes de carbono no perfil eletroforético do LPS das
bactérias.

Na segunda parte serdo abordados os resultados observados quanto a
influéncia das estirpes cultivadas em diferentes fontes de carbono em nodular o

feijoeiro.

1. Cultivo de bactérias.

A partir de moléculas organicas e inorganicas simples do ambiente, os
microrganismos bacterianos sdo capazes de sintetizarem novo material celular e
se dividir, dando origem a novas células. As estirpes do género Rhizobium sao de
crescimento rapido e utilizam uma série de carboidratos como fontes de carbono,
tais como: pentoses, hexoses, polidis, &cidos organicos, dissacarideos e
polissacarideos (MONZA et al., 1992 citado por VICARI, 1992), sem a formacgao
de gas. Crescimento em meio contendo carboidrato € usualmente acompanhado
pela producao de goma (JORDAN, 1984).



Figura 1. Estirpe de Rhizobium tropici SEMIA 4077,
cultivadas em meio soélido definido (A) e modificado, contendo
galactose (B), glicose (C) e sacarose (D), como fonte de
carbono, a 28°C, 72 horas.

Figura 2. Estirpe de Rhizobium tropici SEMIA 4080,
cultivadas em meio soélido definido (A) e modificado, contendo
galactose (B), glicose (C) e sacarose (D), como fonte de
carbono, a 28°C, 72 horas.
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As estirpes de rizébio de crescimento rapido diferem tanto em quantidade
de producdo de goma como em qualidade. Observou-se que a consisténcia da
goma produzida pelas duas estirpes de Rhizobium tropici e 4080 é bastante
variada. As Figuras 1 e 2 apresentam fotografias das culturas das duas estirpes
crescidas em 4 condi¢des de cultivo.

Em relacdo a estirpe SEMIA 4077 (Figura 1), esta apresentou producgéo
média de goma quando cultivada em meio contendo glicerol e em meio com
glicose. Nota-se uma producao inferior de goma, quando cultivada em meio
contendo galactose, como fonte de carbono, porém ao ser tocado com a alga de
Drigalsky forma um fio, dando a impress@o de um eléstico. Entretanto, as células
dessa bactéria quando cultivadas em meio com sacarose na sua COmposi¢ao
liberaram bastante goma, sendo esta opaca, coloragdo esbranquicada e bastante
viscosa. As culturas da estirpe SEMIA 4080 (Figura 2) em meio contendo glicerol,
galactose, glicose e sacarose apresentaram aspecto gomoso, producao
abundante, com 0 muco chegando a coalescer por toda a placa.

Varios autores classificam as colénias de rizébio como mucosas “wet” - as
que produzem muito muco - e secas “dry” as que produzem pouco muco. Para
MOREIRA (1991) esta caracteristica ndo € usada na classificagédo de rizébio, mas,
diversos resultados tém mostrado diferencas intrinsecas e ecolégicas entre
estirpes com colénias “wet” e “dry”. Os estudos das caracteristicas culturais e
morfolégicas revelam uma diversidade bastante ampla dos isolados de rizébio e
costuma estar relacionado com estudos em nivel de DNA. Estes dados séo
importantes, uma vez que o conhecimento das comunidades nativas por meio
destas ou de outras técnicas revelam-se fundamentais para conhecer a
diversidade das espécies (MOREIRA, 1991), sendo o principal recurso para o
trabalho na area de biotecnologia.

Nos itens 2 e 3 serdo abordados outros tépicos relacionados ao

comportamento das estirpes em diferentes condi¢des de cultivo.
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2. Curvas de Crescimento de Rhizobium tropici estipes SEMIA 4077 e 4080.

Para alcangar o objetivo proposto neste estudo, de se obter a producao de
EPS nas diferentes fases de desenvolvimento da cultura, foram inicialmente
obtidas as curvas de crescimento celular de cada microrganismo estudado. Uma
vez garantidos pelo ambiente os nutrientes e as condicdes adequadas para
assimila-los, as bactérias irdo absorvé-los e transforma-los para que cumpram
suas funcodes basicas do metabolismo (SCHAECHTER et al., 1958).

O metabolismo de uma célula é a soma do seu catabolismo e anabolismo e
depende do meio de cultura utilizado, embora ndo necessariamente em proporgao
de sua composicao exata, e, da fase de crescimento na qual a célula se encontra.
Grande parte dos processos metabdlicos celulares requer ATP, o qual, em geral, é
produzido a custa da oxidagado de uma fonte de carbono (DARNELL et al., 1990).
A fase exponencial de crescimento, por exemplo, € uma fase de intenso
metabolismo celular porque, para crescer exponencialmente, € preciso muita
energia, isto é, a célula necessita produzir grandes quantidades de ATP a custa de
um grande consumo de uma fonte de carbono (BARNETT, 1976).

O campo da fisiologia microbiana teve grande expanséo a partir de 1958,
com a descoberta fundamental de que a composicdo de macromoléculas
bacterianas muda com a taxa de crescimento (SCHAECHTER et al., 1958). O
aumento na taxa de crescimento é acompanhado por um aumento nas
concentracdes de EPS liberado no meio, uma vez que, geralmente, a producao do
biopolimero em um microrganismo é induzida pela limitagdo de um nutriente
essencial, que ndo seja o carbono ou outra fonte de energia (SUTHERLAND,
2001).

Com base nos resultados obtidos neste estudo, que podem ser visualizados
nas Figuras 3 a 6, pode-se observar que os acucares de diferentes grupos que
foram empregados, tais como: hexoses (glicose e galactose), polidis (glicerol) e
dissacarideos (sacarose) sao metabolizados pelas duas estirpes de Rhizobium
tropici SEMIA 4077 e 4080. Entretanto, o efeito dessas fontes de carbono no
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crescimento bacteriano varia de acordo com a estirpe em estudo. Nos Apéndices
1 a 8, encontram-se as curvas de crescimento de cada estirpe cultivada em cada
condicao de cultivo, juntamente com os respectivos valores dos parametros
utilizados no modelo.

Na Figura 3 pode-se observar que a estirpe SEMIA 4080 cresceu
adequadamente nas hexoses, glicose e galactose, por outro lado, esses agucares
nao permitiram grande desenvolvimento da estirpe SEMIA 4077. Na literatura
microrganismos de crescimento rapido utilizam mais a galactose durante o
crescimento comparando os de crescimento lento, enquanto que ambos os tipos
de rizobio sintetizam e liberam uma faixa ampla de aminoécidos para o meio de
cultura (MOREIRA 1991). A galactose precisa ser transformada num intermediario
da via glicolitica para poder ser catabolizada, sendo transformada em glicose-6-
fosfato, podendo seguir diferentes caminhos de metabolizagdo (VINCENT, 1977
citado por VICARI, 1992).

Analisando o crescimento da bactéria SEMIA 4077 em meio de cultura
liquido RDM com glicose e em meio com galactose, observamos a semelhancga
das curvas de crescimento. Assim, observa-se que a curva de crescimento da
estirpe em meio com glicose apresenta um crescimento correspondente a 23
unidades de Kletts (Figuras 3 e 6), e quando cultivada com galactose atingiu
durante o periodo de incubagcdo um crescimento maximo correspondente a 23
unidade Kletts (Figuras 3 e 5).

Entretanto, as células da SEMIA 4080 utilizaram em maior extensédo estas
hexoses (Figuras 3, 7 e 8). Cultivadas em meio de cultivo com glicose
apresentaram um crescimento mais lento quando comparado com o crescimento
em meio contendo galactose como fonte de carbono. A fase Lag, correspondente
ao periodo de adaptagdo ao meio, ocorreu em 12 horas. Em seguida, observou-se
que a curva de crescimento em meio com glicose apresentou uma fase Log
acentuada, durante cerca de 53 horas de cultivo, atingindo a fase estacionaria em
60 horas com 297 unidades Kletts, e no final do periodo de incubagcdo um

crescimento correspondente a 349 unidades Kletts. J& a resposta de crescimento
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Figura 3. Curvas de crescimento obtidas de culturas de estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077
(A) e SEMIA 4080 (B) mantidas em meio liquido RDM na presenga de glicose (1) e em meio com
galactose (2), a temperatura de 28 °C, sob agitagdo constante de 140 rpm.

em meio com galactose apresentou uma fase Log mais acentuada, ao longo de 45
horas. O inicio da fase estacionaria ocorreu em torno de 50 horas com 330
unidades Kletts e durante a fase estacionaria da curva de crescimento o declinio
da intensidade colorimétrica detectada deve-se provavelmente a lise da célula
durante o cultivo, assim as enzimas podem ser liberadas para o meio extracelular
podendo ocorrer a degradagdo dos produtos poliméricos e a reducao da massa
(Figura 3).
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Figura 5. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077, mantidas em meio
liquido RDM contendo galactose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equacgao,
dada pela leitura da turbidez em relagcao ao tempo.
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Figura 6. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077, mantidas em meio
liquido RDM contendo glicose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equagéo,
dada pela leitura da turbidez em relagcao ao tempo.
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Figura 7. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080, mantidas em meio
liqguido RDM contendo galactose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equacéo,
dada pela leitura da turbidez em relacéo ao tempo.
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Figura 8. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080, mantidas em meio
liquido RDM contendo glicose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equagéo,
dada pela leitura da turbidez em relagcao ao tempo.
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Ambas as estirpes cresceram em glicerol, porém a estirpe SEMIA 4077
cresceu muito pouco nesta fonte de carbono atingindo durante o periodo de
incubacdo um crescimento maximo correspondente a 27 unidade Kletts (Figuras 9
e 10). Apesar disso, o glicerol foi descrito como uma excelente fonte de carbono
para o crescimento de Rhizobium e Bradyrhizobium (MARTINEZ DE DRETS &
ARIAS, 1974; ARIAS & MARTINEZ DE DRETS, 1976 citados por VICARI, 1992).
Podemos observar que a estirpe SEMIA 4080 cresceu adequadamente nesta
fonte de carbono, atingindo a fase estacionaria em 108 horas com 231 unidades
Kletts (Figuras 9 e 11).
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Figura 9. Curvas de crescimento obtidas de culturas de estirpes de Rhizobium tropici mantidas em
meio liquido RDM com glicerol, a temperatura de 28 °C, sob agitacio constante de 140 rpm.
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Figura 10. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077, mantidas em meio
liquido RDM contendo glicerol, com os respectivos par@metros utilizados no modelo de equagéo,
dada pela leitura da turbidez em relagcao ao tempo.
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Figura 11. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080, mantidas em meio
liquido RDM contendo glicerol, com os respectivos par@metros utilizados no modelo de equagao,
dada pela leitura da turbidez em rela¢do ao tempo.
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Frequentemente, os estudos sobre utilizagdo de carboidratos por Rhizobium
mostram que os dissacarideos sdo amplamente utilizados (STOWERS &
EAGLESHAM, 1984; ELSHEIKH & WOOD, 1989; MONZA, et al. 1992 citados por
VICARI, 1992) o que nao ocorre com o0s Bradyrhizobium (STOWERS &
EAGLESHAM, 1983; BRUNEL et al., 1988 citados por VICARI, 1992). Na Figura
12, as curvas de crescimento das estirpes mostram que o dissacarideo sacarose
foi utilizado para promover o crescimento e liberacao de EPS.
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Figura 12. Curvas de crescimento obtidas de culturas de estirpes de Rhizobium tropici mantidas
em meio liquido RDM com sacarose, a temperatura de 28 °C, sob agitagao constante de 140 rpm.
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Figura 13. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080, mantidas em meio
liquido RDM contendo sacarose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equacao,
dada pela leitura da turbidez em relagao ao tempo.
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Figura 14. Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077, mantidas em meio
liquido RDM contendo sacarose, com os respectivos parametros utilizados no modelo de equagao,
dada pela leitura da turbidez em relagdo ao tempo.
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Entretanto, tal utilizacdo so6 se iniciou apds 28 horas de cultivo e, entao, foi
aumentando progressivamente com o tempo. Esse resultado € devido a existéncia
de enzimas que foram induzidas e sao responsaveis pela hidrélise da sacarose.
AplGs esta hidrélise, a glicose entra na via glicolitica e a frutose mais ATP, na
presenca de hexoquinase, a enzima que catalisa a primeira etapa da via glicolitica
(BARNETT, 1976), formam a frutose-6-fosfato que ja € um intermediario da via
glicolitica. Mas para formar glicose e frutose a partir da sacarose, faz-se
necessdria a presenga da enzima chamada invertase ou B-D-frutofuranosidase
(ROSE & HARRISON, 1970). Em altas concentragdes de glicose, a expressao do
gene que codifica a invertase é reprimida (BARNETT, 1976), portanto, a sacarose
€ catabolizada somente quando a glicose € exaurida.

Na Tabela 6, encontra-se resumido o efeito das diferentes fontes de
carbono, no desenvolvimento das duas estirpes de Rhizobium tropici estudadas.

Tabela 6. O efeito das diferentes fontes de carbono sobre o
desenvolvimento de estirpes de Rhizobium tropici.

FONTE DE CARBONO SEMIA 4077 SEMIA 4080
Glicerol 1 3
D-Galactose 1 5
D-Glicose 1 4
Sacarose 4 4

0 —70 Kletts — 0; 71 - 140 Kletts — 1; 141 - 210 Kletts — 2;
211 - 280 Kletts — 3; 281 - 350 Kletts — 4; 351 - acima — 5.
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Figura 15. Curvas de crescimento de Rhizobium tropici das estirpes SEMIA 4077 (A) e 4080 (B)
cultivadas em meio liquido RDM contendo glicerol (1), galactose (2), glicose (3) e sacarose (4), a
temperatura de 28 °C, sob agitagéo constante de 140 rpm.

Como pode ser observado, o comportamento de cada estirpe frente aos
diferentes aclUcares € uma maneira de caracteriza-las. Além disso, pode ser
observado que cada estirpe apresenta um melhor desenvolvimento com
determinados acgucares. A estirpe SEMIA 4077 usa preferencialmente a sacarose,
por sua vez, a estirpe SEMIA 4080 utilizou adequadamente todos os agucares
testados. Acredita-se que a comparacao de crescimento das estirpes em diversos
meios seja um importante fator na caracterizacdo dessas bactérias que fixam

nitrogénio em simbiose com leguminosas tropicais.

3. Producao de EPS

Na presente etapa foi avaliada a produtividade de EPS apds 48, 96, 144 e
192 horas de cultivo.As Figuras 16 e 17 apresentam as produtividades médias dos
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Figura 16. Produtividade de EPS da estirpe de Rhizobium
tropici SEMIA 4077 cultivadas em meio sélido definido (A) e
modificado, contendo galactose (B), glicose (C) e sacarose
(D), como fonte de carbono.

OO m O

Produtividade de EPS (g/L)

1,5 1
1
0,5 A I
0 1
48 96 144 192

Tempo (horas)

Figura 17. Produtividade de EPS da estirpe de Rhizobium
tropici SEMIA 4080 cultivadas em meio sélido definido (A) e
modificado, contendo galactose (B), glicose (C) e sacarose
(D), como fonte de carbono.
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cultivos realizados em duplicada. Nestas Figuras observa-se que a estirpe SEMIA
4080 quando cultivada em meio com glicose apresentou a maior produtividade,
entretanto a estirpe SEMIA 4077 cultivada em meio com glicerol, galactose e
glicose, apresentou produtividades menores que os demais estudados.

Com base nos resultados obtidos nesta etapa, pode-se afirmar que o
microrganismo com maior produtividade de EPS é a SEMIA 4080.

Entretanto, sabe-se que a produtividade é influenciada pela linhagem do
microrganismo, tempo e meio de fermentacdo (SOUZA & VENDRUSCOLO, 2000;
ANTUNES et al., 2000). Neste estudo, os cultivos foram realizados com o meio
definido RDM (BISHOP et al., 1976), que é um meio com menor disponibilidade de
nutrientes. Este fator foi importante para a escolha deste meio para cultivar
bactérias, uma vez que meios contendo elevado teor de fonte de carbono e baixo
teor de nitrogénio favorece o acumulo de polimero (SUTHERLAND, 1988). Neste
caso, as fontes de carbono utilizadas como substrato foram glicerol, galactose,
glicose e sacarose. Segundo MARGARITI & PACE (1985), obtém-se um alto
rendimento quando ocorre a conversdo de 70-80% da fonte de carbono utilizada
em biopolimero.

Segundo BREEDVELD et al. (1990), o tempo de cultivo é um outro fator
limitante, pois observaram que apds este tempo € que ocorre a producao de EPS,
que pode ser influenciada pela osmolaridade do meio de cultivo, regulando a
abundéancia do biopolimero. Estudos realizados por PADILHA (2003) também
verificou que os resultados de fermentacdo obtidos para linhagens de
Xanthomonas utilizadas demonstraram a influéncia do tempo de incubacdo na
producédo de EPS. ASHTAPUTRE & SHAH (1995), estudando a produgdo de um
EPS a partir de Sphingomonas paucimobilis GS1, observaram que quase 75% do
produto se formou durante a fase de crescimento exponencial, sendo o restante
acumulado durante a fase estacionaria, mostrando que a produgéo de biopolimero
esta relacionada ao crescimento. Segundo SUTHERLAND (2001), alguns EPS
sao sintetizados durante todo o crescimento bacteriano enquanto que outros sao

produzidos somente durante a fase logaritmica ou na fase estacionaria.
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4. Analises da composicao dos exopolissacarideos.

A partir dos resultados das avaliagbes descritas no item 3, foi selecionado o
tempo de 144 horas para a recuperagao dos EPSs rizobianos, uma vez que neste
tempo as duas estirpes de R. tropici, cultivadas nas diferentes condicdes de
cultivo, produziram quantidade suficiente para o processo de preparo das
amostras de EPS para analise por CLAE e FTIR. Vale salientar que, a partir deste
tempo, pode ocorrer lise da célula durante o cultivo, assim as enzimas podem ser
liberadas para o meio extracelular podendo ocorrer a degradacao do biopolimero.

Os resultados obtidos pela analise dos EPSs das estirpes de R. tropici
SEMIA 4077 e SEMIA 4080, cultivadas sob diferentes fontes de carbono, estdo
relatadas na Tabela 7, e os perfis cromatograficos representativos de uma mistura
de monossacarideos padrdes, como também dos monémeros marcados com
PMP, obtidos a partir da hidrélise acida do EPS das estirpes estdo apresentados
nas Figuras .

Através das analises por CLAE verificou-se que os EPSs das duas estirpes
de R. tropici SEMIA 4077 e 4080, cultivadas no meio liquido RDM com diferentes
fontes de carbono, tém em sua composi¢cao agucares neutros (manose, ramnose,
glicose e galactose), e, acucares acidos (acido glucurénico e galacturénico) em
diferentes concentracdes.
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Figura 18. Perfil cromatografico padrdo representativo de uma mistura de monossacarideos
padrées derivados com PMP. (*) residuo PMP, solventes; (1) manose; (2) ramnose; (3) acido
glucur6nico; (4) acido galacturdnico; (5) glicose; (6) galactose.

Tabela 7. Composicdo dos exopolissacarideos em monossacarideos ) produzidos pelas duas
estirpes de Rhizobium tropici: SEMIA 4077 e SEMIA 4080, cultivadas em diferentes fontes de
carbono.

Estirpes @ Man Rha GlcA Ga1IA Glc Gal
(mg.mL™)

SEMIA 4077 (1) ~ 0,0002f  0,0003d 0,0115b 0,0002a 0,0966g 0,0524 g
SEMIA 4077 (2) ~ 0,0010c  0,0004c 0,0124b 0,0003a  0,1395d 0,0815¢
SEMIA 4077 (3)  0,0010c  0,0003d 0,0115b 0,0003a 0,1465¢c 0,0785d
SEMIA 4077 (4)  0,0020b  0,0010b 0,0124b  0,0002a 0,1680b 0,0895Db
SEMIA 4080 (1)  0,0010c  0,0010b 0,0120b 0,0003a 0,1225e 0,0620 e
SEMIA 4080 (2)  0,0003e 0,0004c 0,0120b 0,0003a 0,1135f 0,0580 f
SEMIA 4080 (3)  0,0004f  0,0004c 0,0180a 0,0002a 0,0805h 0,0410h
SEMIA 4080 (4)  0,0040a 0,0020a 0,0130b 0,0002a 0,1915a 0,1190a

@ Médias seguidas da mesma letra minlGscula na coluna nido diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. @ Estirpes crescidas em meio definido contendo: glicerol (1);
galactose (2); glicose (3); e sacarose (4), como fonte de carbono, por 144 horas a 140rpm, a uma
temperatura de 28°C. Abreviacdes: Man, manose, Rha, ramnose, GIcA, &cido glucurbnico, GalA,
acido galacturénico, Glc, glicose, Gal, galactose.
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Figura 19. Perfil cromatografico representativo de agucares derivados com PMP obtidos a partir da
hidrélise do EPS da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077 cultivada em meio RDM (A), RDM 2 (B),
RDM 3 (C) e RDM 4 (D). Onde (*) solventes e residuos; (**) residuo do marcador PMP; (1)
manose; (2) ramnose; (3) acido glucurdnico; (4) acido galacturénico; (5) glicose; (6) galactose.
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Figura 20. Perfil cromatografico representativo de aglcares derivados com PMP obtidos a partir da
hidrélise do EPS da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080 cultivada em meio RDM (A), RDM 2 (B),
RDM 3 (C) e RDM 4 (D). Onde: (*) solventes e residuos; (**) residuo do marcador PMP; (1)

manose; (2) ramnose; (3) acido glucurdnico; (4) acido galacturénico; (5) glicose; (6) galactose.
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Entretanto, como pode ser verificado na Tabela 7, as duas estirpes
apresentaram quantidades pequenas de manose, ramnose, acido glucurdnico e
acido galacturénico. Recentemente, STAEHELIN et al. (2006) analisando o EPS
de Rhizobium sp. estirpe NGR234 também encontraram uma quantidade muito
pequena de &cido glucurbnico nas amostras. A presenga de monossacarideos
acidos (acido glucurénico e galacturénico), mesmo em baixa concentracao, torna o
EPS mais acidificado e o seu acumulo faz com que o heteropolissacarideo fique
altamente anibnico e, assim, podem atuar como resinas de troca ibnica,
concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula (WHITFIELD, 1988).

A Tabela 7 mostra também a presenca de ramnose (0,0003-0,0020 mg/ml)
nos EPSs produzidos pelas duas estirpes. A ramnose € considerado um
monossacarideo caracteristico do LPS. Embora, STREETER (1999) tenha
observado que polissacarideos extracelulares produzidos em nddulos que se
diferenciavam dos demais EPSs pela presenca da ramnose. Sugere-se que a
presenca desse acucar seja uma caracteristica desejavel, pois, em geral, os
polimeros dos quais faz parte possuem capacidade de formar géis verdadeiros
(MCNELLY & KANG, 1977).

Os EPSs produzidos pela estirpe SEMIA 4080 nos meios RDM com
sacarose e RDM com glicose parecem conter, respectivamente, maior quantidade
de manose e acido glucurdnico o que justificaria seu maior potencial espessante.
QUINN (1999) afirma que a eliminagdo dos terminais de manose da xantana
diminui a sua capacidade de espessar.

Os biopolimeros das estirpes consistiram predominantemente da presenga
de galactose e glicose (Tabela 7). Os quatro tipos de meio de cultura tiveram
efeitos diferentes (F, P < 0,01) na concentracdo destes monossacarideos na
composicao do EPS, sendo maior para Rhizobium tropici SEMIA 4080 cultivada
em meio contendo sacarose. Entretanto, quando a mesma estirpe foi cultivada em
meio contendo glicose, esta apresentou as menores concentragdes de glicose e
galactose em relacéo as demais.

Na Figura 21 sdo apresentados os espectros FTIR dos diferentes EPS.
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Figura 21. Espectros de FTIR de EPS produzido pela estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4077 (A) e
SEMIA 4080 (B) cultivada em meio contendo glicerol (1), galactose (2), glicose (3) e sacarose (4).
As freqléncias dos picos foram determinadas através do espectro da segunda derivada
(NAUMANN, 2000).
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Na Figura 21 sao apresentados os espectros FTIR dos diferentes EPS.
Todos os sinais observado sdo caracteristicos de sacarideos parcialmente
esterificados e sem presencga impureza de proteinas, pela auséncia do sinal em
1550cm.4, tipicos dessas moléculas. Neste espectro, o sinal largo entre 3700 e
3000 cm™ é devido ao estiramento das ligacées OH, o sinal pequeno entre 3000 e
2800 cm™ aos grupos CH; e CH; o sinal entre 1700 e 1770cm™ as vibragées de
estiramento C=0 do grupo funcional éster presente na estrutura do polissacarideo
extracelular (NAUMANN, 2000; FORATO et al., 2003). Os ésteres, produtos
derivados de carboidratos, além de serem atéxicos podem ser empregados como
surfactantes e emulsificantes. O'Neill et al. (1991) também localizaram grupo
funcional éster em EPS acido secretado por algumas estirpes de R.
leguminosarum que desenvolvem nddulos do tipo indeterminado. A regidao entre
1690 e 1600cm™ corresponde aos sinais do estiramento de fon carboxilato, aos
grupos COO’, e as deformagdes angulares da ligacdo OH dos sacarideos
(FORATO et al., 2003). O sinal estreito em 1400cm™, refere-se as vibragées de
estiramento assimétrico do grupo COOH da cadeia lateral do EPS. Os sinais entre
1200 a 900cm™ sdo atribuidos ao estreitamento das bandas de C-O dos
polissacarideos (FORATO et al., 2003). A maior mudanga que se observa nesses
espectros é a menor intensidade do sinal em 1740cm’™, relativo aos grupo C=0
dos ésteres, para a amostra SEMIA 4077, cultivada em galactose (A2), quando
comparada aos outros espectros. A razao do sinal em 1740 pelo sinal na regiao de
1600 a 1690cm™ é de cerca de 0,8 para todos as amostras, exceto para amostra
A2, onde essas razao é de apenas 0,45. Isso indica que quando a SEMIA 4077 foi
cultivada em galactose, o EPS teve baixo grau de esterificacdo, que pode por
exemplo ter contribuido para o baixo crescimento dessa bactéria nesta fonte de
carbono como observado na culturas em meio sélido (Figura 1B). Isso também
pode estar relacionado com a grande elasticidade observada nas col6nias
cultivadas em galactose (Figura 1B) e ndo observada nas outras condicbes
(Figura 1A, 1C e 1D).
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De acordo com os resultados observados, ocorrem variacbes nas
propor¢cdes dos monossacarideos encontrados na composicao dos EPS das
estirpes avaliadas, em funcéao das alteracbes na fonte de carbono presente no
meio de cultura. BECKER et al. (1998) verificaram que variacdes na composi¢ao
do meio de cultura podem sim alterar a composicdo e estrutura do EPS
produzidos por dois tipos de Bradyrhizobium japonicum. Isso indica que, tanto
estirpes de rizébio de crescimento rapido quanto lentos, utilizam seletivamente
acucares (MARTINEZ-DRETS & ARIAS, 1972). Contudo, segundo BECKER &
PUHLER (1998) os EPSs rizobianos sdo heteropolissacarideos espécies- ou

estirpe-especifica.

5. Analise do LPS

Alguns relatos (De MAAGD et al, 1988; CARRION et al, 1990) tem
indicado que o antigeno-O destes LPSs frequentemente consiste de
oligossacarideos de extensdes especificas e presentes em forma dupla. Os perfis
de proteinas celulares e LPS podem ser espécie - especifico (CARRION et al.,
1990; De LAJUDIE et al., 1994).

Na Figura 22 encontra-se a representacdo esquematica da estrutura
quimica do Lipopolissacarideo juntamente com o perfil eletroforético em SDS-
PAGE.

As estirpes de Rhizobium, de crescimento rapido, ndo apresentam nas
moléculas de LPS as bandas caracteristicas e equidistantes na por¢gao superior do
gel (LPS I) que se repetem nas estruturas do antigeno-O da maioria das bactérias
Gram-negativas e revelam um padrdo, com bandas de alta e média mobilidade e
de baixos pesos moleculares, proprias de moléculas do LPS Il, que diferem entre
si, pelo numero de oligossacarideos. Os perfis eletroforéticos dos LPSs rizobianos

crescidos em diferentes fontes de carbono estdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. SDS-PAGE dos lipopolissacarideos da parede celular das estirpes de
Rhizobium tropici SEMIA 4077 (A) e 4080 (B), crescidas em glicerol, galactose,
glicose e sacarose, respectivamente, caneletas 1, 2, 3 e 4.
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Nota-se que o perfil eletroforético do LPS das células da estirpe SEMIA 4077,
designada como estirpe padrédo e que pertence ao tipo 11B (MARTINEZ-ROMERO
et al., 1991), ndo sofreu alteracbes em sua distribuicdo no gel, em funcédo das
diferentes condigbes de cultivo. A bactéria revela um perfil de LPS que pode ser
considerado tipico, com bandas equidistantes na porcao médio superior do gel
(antigeno-0), e as bandas de maior mobilidade caracteristica da regidao do KDO e
do Lipidio A, a qual é inserida dentro da bicamada da membrana externa e
normalmente contém di-glucosamina-fosfato substituido por &cidos graxos.
Entretanto, os LPSs da estirpe SEMIA 4080, que apresenta propriedades
fisiolégicas intermediarias entre os tipos IIA e IIB de R. tropici (HUNGRIA et al.
2000), se modificaram em funcdo das condi¢cdes de cultivo, porém, podemos
observar grande semelhanca entre os perfis do LPS quando a bactéria foi
cultivada em meio contendo glicerol e em meio com glicose.

Varias estirpes de rizébio diferem na composicao do LPS, serologia, e no
padrao dos géis com SDS como indicado em outros trabalhos (CARLSON et al.
1978, LIPSANEN & LINDSTROM 1989, YOKOTA & SAKANE 1991, CARARETO-
ALVES & LEMOS 1996) O método de SDS-PAGE de LPSs tem sido amplamente
utiizado como "screenning" para diversidade de rizébio. Este método permite,
principalmente, diferenciar estirpes e espécies (RADEMAKER & BRUIJIN, 1997),
sendo considerado uma ferramenta util para o estudo da diversidade de
microrganismos em geral e tem sido aplicado no estudo de diazotroficos
simbiodticos (MOREIRA et al.,, 1993; DUPUY et al.,, 1994; LAJUDIE et al., 1994).
Além disso, VANDAMME et al. (1990), KAMPFER (1995) e VANDAMME et al.
(1997) demonstraram haver alta correlagdo entre resultados de hibridizagao
DNA:DNA e do perfil eletroforético de LPS e proteinas.

A heterogeneidade do perfil de lipopolissacarideos da célula, determinada
por eletroforese em SDS-PAGE, permite a discriminacdo entre estirpes,
detectando possiveis diferencas entre as pertencentes a mesma espécie ou
sorogrupo, e inclusive da mesma estirpe cultivada em diferentes condi¢gées de
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cultivo, pois o método tradicional de coloracdo com nitrato de prata & muito
sensivel, corando quantidades em nanogramas.

Pelo fato dos LPSs serem considerados como provaveis biomoléculas
responsaveis pelo reconhecimento e unido dos endossimbiontes as raizes das
plantas, por apresentarem atividade antigénicas altamente especificas, € usual a
relacdo entre a composicdo destes e sua hospedeira. Destas informacdes
podemos concluir que uma mesma planta hospedeira pode ter relacbes
simbidticas com mais de um tipo de simbionte, possivelmente ao nivel de género,
ja que perfis eletroforéticos completamente diferentes foram obtidos de estirpes
pertencentes a mesma espécie, Rhizobium tropici, da mesma planta hospedeira,

feijoeiro.

6. Avaliacao do processo de nodulacao.

As duas estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080 foram
igualmente eficientes em nodular a cultivar, pois comparando as médias entre os
tratamentos (Tabela 8) ndo se observaram diferencas significativas (teste F, P >
0,01).

Mesmo a estirpe R. tropici SEMIA 4080, apresentando grande quantidade
de EPS liberado no meio de cultura, ndo apresentou diferenca significativa no
namero de nodulos em relacdo aos tratamentos de inoculacdo com a estirpe R.
tropici SEMIA 4077, sugerindo que o numero de nodulos € regulado tanto por

sinais internos como externos (LONG, 2001).
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Tabela 8. Avaliagéo do Numero médio de Nodulos (NN) ? e Massa
Seca dos Noédulos (MSN) 3 em cultivar de feijao IAC - Carioca
submetida a inoculagao das estirpes de Rhizobium tropici SEMIA 4077 e

SEMIA 4080.

Tratamentos “ NN MSN

Test. s/inoc. ©
SEMIA 4077 (1) 162,250 a 32,671 b
SEMIA 4077 (2) 181,000 a 33,159 b
SEMIA 4077 (3) 161,500 a 40,669 b
SEMIA 4077 (4) 149,750 a 41,490 b
SEMIA 4080 (1) 161,500 a 55,229 a
SEMIA 4080 (2) 165,750 a 59,198 a
SEMIA 4080 (3) 173,500 a 59,719 a
SEMIA 4080 (4) 173,000 a 56,021 a
C.V. (%) 14,050 33,370
Média geral 166,031 47,270

" Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey ) Resultados
expressos em numero de nédulos por planta ) Resultados expressos
em mg de nddulos secos por planta ' Inoculante preparado a partir de
estirpes cultivadas, multiplicadas separadamente, em meio definido
contendo: glicerol (1); galactose (2); glicose (3); e sacarose (4), como
fonte de carbono, a temperatura de 28°C, sob agltagao constante de
140 rpm, até serem obtidas 10® bactérias. mL™". *'Nzo considerado na
analise estatistica.

O fato das estirpes R. tropici SEMIA 4077 e SEMIA 4080 nao diferirem no
namero de nédulos, também pode estar relacionado a adesédo das bactérias as
raizes. Em diversos estudos foi constatado que apenas uma pequena proporgao
das bactérias presentes no meio é capaz de aderir as raizes, embora os sitios de
adesdo permanecam insaturados mesmo em concentragdes de 108 células.mL
(PUEPPKE, 1983). Diversos fatores estdo envolvidos nessa adesido, como a fase
de desenvolvimento da cultura bacteriana (SMITH & WOLLUM, 1991), e existem
zonas radiculares mais suscetiveis a nodulagdo, cuja maior capacidade de
aderéncia ocorre somente por algumas horas (SMITH & WOLLUM, 1989).

Em relacdo a massa seca dos nddulos, em todas as condi¢cdes de preparo
do inoculante, a cultivar estudada, IAC - Carioca, apresentou maior massa seca

nodular com R. tropici SEMIA 4080 (Tabela 8). Por outro lado, a estirpe R. tropici
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SEMIA 4077 apresentou um pior desempenho quanto a massa seca dos nédulos,
considerando-se todas as condi¢des de preparo do inoculante.

FRANCO et al. (2002) determinando a capacidade de nodulacdo e a
especificidade de feijdo dos conjuntos génicos andino e meso-americano
submetidos a inéculo de Rhizobium, verificaram que em nenhuma cultivar houve
destaque da estirpe R. tropici CIAT 899 (= SEMIA 4077) em relagao a producao de
massa nodular, evidenciando a sua baixa especificidade, ja amplamente
documentada na literatura (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), o que justifica o
comportamento observado no presente trabalho. Apesar desta caracteristica,
SEMIA 4077 é considerada a estirpe-padrao da espécie R. tropici e pertence ao
tipo 11B (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), utilizada na maioria das pesquisas, e
também recomendada para a producdo de inoculante rizobiano em feijao, no
Brasil (HUNGRIA, 2000). A SEMIA 4080 apresenta propriedades fisiolégicas
intermediarias entre os tipos IIA e 1IB de R. tropici (HUNGRIA et al., 2000), mas
sua posicao taxondmica ainda precisa ser definida.
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CONCLUSOES.

e Ha diferencas no comportamento entre as duas estirpes de Rhizobium
tropici, SEMIA 4077 e SEMIA 4080 cultivadas em meio definido com

alteracdes nas fontes de carbono,

e A estirpe SEMIA 4080 apresenta maior produtividade em relagdo a outra

estirpe, independente da fonte de carbono utilizada durante o cultivo.

e Ocorrem variagdes nas propor¢cées dos monossacarideos encontrados na
composicao dos EPS das estirpes avaliadas, em fungao das alteracées na

fonte de carbono presente no meio de cultura.

e Apenas ocorre influéncia da utilizagao de diferentes fontes de carbono no
perfil eletroforético do LPS da estirpe de Rhizobium tropici SEMIA 4080.

e As duas estirpes de Rhizobium tropici, SEMIA 4077 e SEMIA 4080, sao
igualmente eficientes em nodular a cultivar, IAC-Carioca, independente da
fonte de carbono utilizado no cultivo das bactérias.
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