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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a produg@o e o comportamento reoldgico de exopolissacarideos
(EPS) produzidos por rizébios isolados de noédulos de guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.], e a similaridade
desses isolados, pela técnica de analise de restrigdo do DNA ribossomal amplificado. As bactérias foram
cultivadas em meio YM liquido e os EPS foram obtidos por precipitagdo com etanol gelado a partir do caldo
de cultivo. Em seguida, eles foram recuperados por centrifugagao, secados a vacuo, pesados e ressuspensos em
agua para avaliacdes reologicas. Os trés isolados avaliados apresentaram diferencgas na produgdo e na eficiéncia
relativa da producdo de EPS, com destaque para o isolado 8.1c. Os EPS demonstraram comportamento nao
newtoniano e pseudoplastico, porém também apresentaram diferengas na viscosidade aparente em uma mesma
taxa de cisalhamento. Na taxa de cisalhamento de 1 s!, os trés isolados foram diferentes, enquanto na taxa de
cisalhamento de 40 s, os isolados 53.5 e 30.6a2 foram iguais e diferiram do isolado 8.1c. A similaridade dos
isolados foi condizente com os resultados de reologia dos EPS, em que bactérias que sintetizaram EPS com
menor viscosidade aparente apresentaram maior similaridade.

Termos para indexacdo: Cajanus cajan, ARDRA, biopolimeros, fixagdo bioldgica de nitrogénio, inovagao
tecnologica, reologia.

Production and rheological behavior of exopolysaccharide synthesized
by pigeonpea rhizobia isolates

Abstract — The objective of this work was to evaluate the production and the rheological behavior of
exopolysaccharides (EPS) produced by pigeonpea [Cajanus cajan (L.) Millsp.] rhizobia isolates, as well as to
evaluate the similarity of these isolates through amplified ribosomal DNA restriction analysis technique. The
bacteria were cultured in YM liquid media and the EPS were precipited with cold ethanol from culture broth.
After that, they were vacuum dried, weighted, stored and resuspended in water to rheological evaluations. The
three evaluated isolates showed differences on the production and productivity of EPS, and the isolate 8.1¢ stood
out, with higher relative efficiency. The evaluated EPS showed non-newtonian and pseudoplastic behavior,
however they also presented differences as to the apparent viscosity at the same shear rate. At the shear rate
of 1 s all isolates were different, while at the shear rate of 40 s*! the isolates 53.5 and 30.6a2 were the same,
differing from the isolate 8.1c. Genetic similarity of the isolates was in agreement with the rheology results,
where bacteria that synthesized EPS with lower apparent viscosity presented the higher similarity.

Index terms: Cajanus cajan, ARDRA, biopolymers, biological nitrogen fixation, technological innovation,
rheology.

Introduciao

Os exopolissacarideos (EPS) bacterianos desempe-
nham um importante papel na ecologia de bactérias,
como as dos géneros Sinorhizobium (Rinaudi et al.,
2010), Mesorhizobium (Wang et al., 2008) e Rhizobium
(Fujishige et al., 2008). Além disso, participam da
sinalizacdo molecular no processo de simbiose com

plantas e de mecanismos de "quorum sensing" e de
formagao de biofilme (Rumjanek et al., 2004; Fujishige
et al., 2008; Rinaudi & Giordano, 2010). Os EPS de
bactérias do solo também podem apresentar importantes
aplicagdes voltadas para diversos setores da industria
(Sutherland, 2001). No setor farmacéutico, os EPS ja
sao utilizados como veiculos para a administragao oral
de medicamentos (Billa et al., 2000); enquanto no setor
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alimenticio, eles sdo utilizados como espessantes, com
a funcdo de contribuir para o aumento da viscosidade
de alimentos, como iogurtes (Rinaudo, 2008).

O EPS bacteriano mais bem estudado e caracterizado
¢ a goma xantana, produzida por bactérias do género
Xanthomonas. Diversas estirpes de Xanthomonas spp.
sdo capazes de produzir grandes quantidades de goma
xantana com caracteristicas especificas, o que permite
alta aplicabilidade dessas macromoléculas (Rinaudo,
2008; Rottava et al., 2009). Porém, Xanthomonas ¢ um
género que apresenta diversas espécies fitopatogénicas,
responsaveis por doengas como murcha, necrose €
crestamento (Bergamin Filho et al., 1995), entre outras.
Alguns rizobios sdo capazes de produzir grandes
quantidades de EPS (Duta et al., 2006; Kumari et al.,
2009). A producao de EPS por isolados de rizobios
depende das condi¢des de cultivo das culturas
bacterianas (Duta et al., 2006). Dessa forma, pesquisas
sobre a produgdo de EPS em condigdes rotineiras de
laboratério podem representar uma alternativa para a
obtengdo de EPS com baixo custo de produg@o. Nesse
contexto, a obten¢ao de EPS de rizobios, sob condigdes
de cultivo de rotina, pode representar uma atividade
alternativa para empresas produtoras de inoculantes,
principalmente na entressafra da soja, periodo em que
a producao de inoculantes ¢ muito baixa no Brasil
(Fernandes Junior et al., 2010).

A caracterizagdo dos EPS microbianos € importante
na determinagao da aplicabilidade desses biopolimeros.
Entre as metodologias adotadas na caracterizagdo dos
EPS, a avaliagdo reologica destaca-se por fornecer
informagdes a respeito da estrutura molecular ¢ de
possiveis aplicacdes biotecnologicas (Kaci et al., 2005).
Estudos sobre avaliacao de EPS de isolados de rizébio
tém demonstrado que esses biopolimeros geralmente
apresentam comportamento n3o newtoniano e
pseudoplastico (Kaci et al., 2005; Aranda-Selverio
et al, 2010). Contudo, apesar do comportamento
pseudoplastico, a viscosidade de solugdes de EPS
de diferentes estirpes de rizobios pode variar em
uma mesma taxa de cisalhamento (Aranda-Selverio
et al, 2010), o que sugere diferentes aplicacdes
biotecnologicas a esses biopolimeros.

Estudos que avaliam as caracteristicas de EPS
produzidos por rizobios de origem tropical podem
auxiliaraentender o papel dessas moléculas na interagao
com as plantas hospedeiras (Kaci et al., 2005; Barreto,
2008), e indicar possiveis aplicacdes biotecnoldgicas
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(Kaci et al.,, 2005; Barreto, 2008; Aranda-Selverio
et al., 2010)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producao
e 0 comportamento reoldgico de exopolissacarideos
(EPS) produzidos por rizobios isolados de nddulos de
guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.], ¢ a similaridade
desses isolados, pela técnica de analise de restrigdo
do DNA ribossomal amplificado.

Material e Métodos

Trés rizobios isolados em nddulos de guandu
foram cultivados em meio de cultura YM (Fred &
Waksman, 1928), sob agitacdo constante de 150 rpm,
a 28°C, em um agitador orbital. Para a inoculagdo no
meio de cultura liquido, as bactérias foram cultivadas
previamente em placas de Petri contendo meio YMA
(Fred & Waksman, 1928), por tempo de crescimento
adequado a cada isolado. Os isolados de rizobio foram
obtidos em estudos prévios (Fernandes Junior, 2009).
As caracteristicas culturais dos isolados bacterianos
utilizados estdo descritas na Tabela 1.

O caldo de cultivo foi centrifugado a 8.000 g
para separacdo das células rizobianas da solugdo
contendo o EPS. O precipitado foi separado, seco
em estufa e pesado. Trés volumes de etanol 95° GL
gelado foram adicionados ao sobrenadante que foi
centrifugado novamente. Ap6s a segunda centrifugacao
o sobrenadante foi descartado e os EPS precipitados
foram lavados varias vezes com etanol gelado (adaptado
de Castellane & Lemos, 2007). Os EPS foram secos
a vacuo, pesados e¢ armazenados em temperatura
ambiente. A recuperacao dos EPS foi realizada aos trés
dias, para os isolados 53.5 e 8.1c, enquanto que, para
o isolado 30.6a2, a recuperagao foi realizada aos seis
dias de cultivo, conforme o tempo necessario para o
crescimento de cada isolado.

O EPS seco foi ressuspenso em agua destilada
estéril, a temperatura de 50°C sob agita¢do constante
de 1.400 rpm, com a utilizagdo de um Thermomixer
Compact-Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Tabela 1. Caracteristicas culturais dos rizobios isolados de
nddulos de guandu utilizados neste estudo.

Isolado Tempo de Alteragado Produgdo de  Diametro da
crescimento de pH muco colonia
8.1c 3 dias Acida Elevada 5 mm
53.5 3 dias Acida Elevada 5 mm
30.6a2 6 dias Alcalina Mediana 3 mm
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As solucOes aquosas foram preparadas nas concen-
tragoes de 5 e 10% (p/v). Os ensaios de reologia
foram realizados em um redmetro Haake, Rheostress 1
(Thermo-Haake, Karlsruhe, Alemanha). A analise de
tensdo em rampa foi realizada por meio de um acessorio
de placaparalela, modelo PP35Ti, quando a viscosidade
aparente e a taxa de cisalhamento foram determinadas
em temperatura ambiente de 25°C, controlada por
banho termostatizado, modelo HAAKE, utilizando-se
o programa Rheowin3.2 (Thermo-Haake, Karlsruhe,
Alemanha). Todas as analises foram realizadas em
triplicata ¢ em conformidade com metodologias
previamente estabelecidas (Fernandes Junior, 2009).
A analise de variancia foi realizada com a utiliza¢ao do
software Sisvar, da Universidade Federal de Lavras. O
teste de comparagdo de médias utilizado foi o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A similaridade dos isolados rizobianos ¢ das estirpes
de Rhizobium e Bradyrhizobium foi avaliada pela
técnica de analise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado (ARDRA). Foram utilizadas as estirpes
de rizobio BR 10016 (Rhizobium tropici 1I), BR 113
(Bradyrhizobium elkanii), BR 114 (Bradyrhizobium
Japonicum) e BR 10026 (Rhizobium etli). Essas estirpes
foram obtidas da colecdo de culturas da Embrapa
Agrobiologia.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
dimensionada para volume final de 35 uL contendo
tampao de reagdo 1X, MgCl, 1,5 mmol L, Tag
DNA polimerase 1,75U, Invitrogen cat. N°
11615-010 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) BSA
0,3 pg pLt, dNTP 250 pmol L' e 0,2 pmol L
de cada iniciador. Os iniciadores utilizados foram
27F  (S'AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG3') e
1492R  (5'TACGG(C/T) TACCTTGTTACGACTT3')
(Weisburg et al., 1991). A amplificagdo consistiu em
uma etapa de desnaturacao inicial de 93°C por 5 min,
seguida de 35 ciclos de 93°C por 1 min, 58°C por 1 min
e 72°C por 2 min, ¢ extensdo final a 72°C por 10 min
(Leite et al., 2009).

A anélise de restri¢ao foi realizada com a utilizag¢ao
das endonucleases de restricdo Dde I, Msp 1 e Hinf1,
além de SpL. de DNA amplificado de acordo com as
orientagdes do fabricante. O DNA clivado foi analisado
em gel horizontal a 3% de agarose, em tampao TAE
1X, por 3 horas, a uma voltagem constante de 75 V,
em que se utilizou, nas laterais do gel, o marcador de
peso molecular ®X174, Invitrogen cat. N° 10488-037,
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os fragmentos
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clivados do DNA foram analisados no programa Gel
Compar 2.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Bélgica), com base na matriz de similaridade gerada
por meio do coeficiente de Jaccard. O agrupamento
foi feito utilizando-se o algoritmo "Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean" (UPGMA) para
a construgdo do dendrograma de similaridade.

Resultados e Discussao

A producdo de EPS pelos isolados 8.1c e 53.5
foi maior do que a do isolado 30.6a2 (Tabela 2).
No entanto, a produ¢ao de biomassa celular no meio
de cultura doisolado 30.6a2 foi maior, e ndo diferiu do
produzido pelo isolado 53.5. Ao avaliar a eficiéncia
relativa na producdo de EPS, dada pela relacdo
entre o total de EPS e a biomassa celular, o isolado
8.1c apresentou o melhor resultado. Em bactérias,
¢ comum encontrar producdo varidvel de EPS,
mesmo em bactérias do mesmo género cultivadas
nas mesmas condi¢des, conforme demonstrado em
Rhizobium (Tavernier et al., 1997; Kumari et al.,
2009) e Xanthomonas (Antunes et al., 2003; Rottava
et al., 2009), o que esta de acordo com os resultados
encontrados no presente estudo.

A avaliagdo do comportamento reoldgico das
solucdes de EPS produzidas pelos trés isolados
rizobianos revelou que todas as solucdes estudadas
apresentaram  comportamento ndo newtoniano,
pseudoplastico (Figura 1). Os fluidos ndo newtonianos
apresentam a caracteristica de variar a viscosidade
em fung¢do da taxa de cisalhamento. Os fluidos
pseudoplasticos sao fluidos ndo newtonianos, em
que o aumento da taxa de cisalhamento resulta em
decréscimo da viscosidade (Bretas & Scuracchio,
2003). O comportamento pseudoplastico foi observado

Tabela 2. Produgdo de exopolissacarideos (EPS) e de
biomassa celular no meio de cultura por rizébios isolados de
nddulos de guandu (Cajanus cajan), e eficiéncia relativa de
producdo de EPS®.

Isolado Produgéo (mg L") Eficiéncia relativa
EPS Biomassa (EPS/Biomassa)

8.1c 145a 46b 3,15a

53.5 132a 136ab 0,97b

30.6a2 98b 203a 0,48b

CV (%) 12,5 9,8 72

EPM 10,2 8,6 0,7

(UMédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. EPM, erro-padrao da média.
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em EPS de Rhizobium spp., em estudos com avaliagdo
de diversos microrganismos do solo (Kaci et al,
2005; Barreto, 2008; Aranda-Selverio et al., 2010),
em bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas
(Rottava et al., 2009) e também bactérias rizosféricas
do género Pseudomonas (Hilliou et al., 2009).

Na avaliagao da viscosidade aparente em uma mesma
taxa de cisalhamento, as solugdes de EPS apresentaram
comportamento  reoldgico pseudoplastico, porém
distinto entre os trés isolados. Na concentrac¢ao de 10%
(p/v) do isolado 8.1c, a solugdo de EPS apresentou
viscosidade aparente de 0,16 Pa, com uma taxa de
cisalhamento inicial de 1 s (Figura 2). Entretanto, as
solugdes preparadas com os EPS dos isolados 53.5 e
30.6a2, na mesma concentracdo ¢ taxa de cisalhamento
inicial, apresentaram, respectivamente, viscosidades
aparentes de 1,35 e 3,20 Pa. Na taxa de cisalhamento
de 40 s, as solu¢des de EPS dos isolados 8.1c, 53.5
e 30.6a2 apresentaram viscosidades aparentes de
0,02, 0,15 e 0,25 Pa, respectivamente. Na taxa de
cisalhamento inicial (1 s'), a viscosidade aparente
dos EPS sintetizados pelos trés isolados de rizobio
foi diferente. Contudo, na taxa de cisalhamento de
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Figura 1. Reograma da viscosidade aparente em fungao da taxa
de cisalhamento, em solugdes aquosas de exopolissacarideos
(10% p/v) produzidos por trés isolados rizobianos, oriundos de
nddulos de guandu (A). No detalhe (B), reograma da solugéo
aquosa de EPS produzido pelo isolado 8.1c, até a taxa de
cisalhamento de 20 (s™).
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40 s as solugdes de EPS dos isolados 30.6a2 ¢ 53.5
apresentaram viscosidades aparentes semelhantes, mas
diferentes da apresentada pelo isolado 8.1c. Isso indica
que, nesta taxa de cisalhamento, as moléculas presentes
na solug@o aquosa de EPS do isolado 30.6a2 apresentam
arranjo tridimensional similar ao observado na solugao
do isolado 53.5, o que resulta na mesma resisténcia ao
escoamento.

O comportamento reoldgico de solugdes de
EPS também foi avaliado para bactérias do género
Sphingomonas (Berwanger et al., 2007), e diferentes
viscosidades em uma mesma taxa de cisalhamento
também puderam ser observadas. O comportamento
reologico de solu¢des de EPS de Rhizobium spp.
apresentou diferencas na viscosidade aparente, em
uma mesma taxa de cisalhamento (Barreto, 2008;
Aranda-Selverio et al., 2010). Resultados semelhantes
também foram observados na reologia de goma xantana
(Antunes et al., 2003; Rottava et al., 2009). Rottava et al.
(2009) observaram, ainda, diferenca entre a viscosidade
aparente das solu¢des de goma xantana produzida por
diferentes isolados de Xanthomonas, em uma mesma
taxa de cisalhamento, resultados similares aos obtidos
no presente estudo.

Observou-se, também, influéncia da concentracao de
EPS sobre a viscosidade aparente das solugdes aquosas.
A Figura 3 exemplifica esse resultado com reogramas
da solu¢do de EPS do isolado 30.6a2. A influéncia da
concentracao naviscosidade aparente de solu¢des de EPS
de bactérias dos géneros Rhizobium (Aranda-Selverio
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Figura 2. Viscosidade aparente de solugdes aquosas de
exopolissacarideos (10% p/v) produzidos por isolados
rizobianos, nas taxas de cisalhamento de 1 e 40 (s'). Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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et al., 2010) e Xanthomonas (Antunes et al., 2003),
e do fungo basidiomiceto Aureobasidium pullulans
(Furuse et al., 2002), ¢ caracteristica do comportamento
de polissacarideos ¢ pode ser observada em solugdes
aquosas diluidas de amido e celulose (Mano & Mendes,
2004).

Foi possivel constatar que as diferencas encontradas
no comportamento reoldogico nas solugdes de EPS
estiveram relacionadas com o agrupamento dos isolados
de acordo com sua similaridade genética, avaliada pela
técnica ARDRA. O polimorfismo gerado pela técnica
de ARDRA demonstrou 90% de similaridade para
os isolados 53.5 e 30.6a2, que também apresentaram
viscosidades aparentes iguais na taxa de cisalhamento
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Figura 3. Reograma da viscosidade aparente em fungdo
da taxa de cisalhamento, em solu¢des aquosas de
exopolissacarideos produzidos pelo isolado 30.6a2, nas
concentragdes 10 e 5% p/v.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade construido a partir
do polimorfismo gerado pela clivagem com as endonucleases
Ddel, Hinfle Msp1do 16StDNA, em trés isolados de rizobio
de guandu e estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium.

1469

de 40 s! (Figura 4). Este grupo, formado exclusivamente
pelos isolados 30.6a2 e 53.5, apresentou 20% de
similaridade com o isolado 8.1c e com as estirpes de
rizébio. Leite et al. (2009) constataram, com uso da
técnica ARDRA, que bactérias de crescimento rapido e
de crescimento lento estavam presentes em um mesmo
agrupamento de rizobios, o que sugere ampla diversidade
desse grupo de bactérias.

Rottava et al. (2009) observaram diferencas no
comportamento reologico de goma xantana sintetizada
por dez isolados de Xanthomonas spp. com elevado
grau de polimorfismo avaliado pela técnica de RAPD.
Porém, a correlagdo encontrada entre comportamento
reologico e similaridade dos isolados ndo foi observada.
Poucos estudos relatam a relagdo entre a variabilidade
de isolados rizobianos e as caracteristicas do EPS
produzido por essas bactérias.

Mandal et al. (2007) observaram que as caracteristicas
do EPS de Rhizobium spp. isolado de Vigna mungo eram
muito distintas das encontradas em EPS de rizdbios
de origem temperada. A avaliagdo da producdo de
biopolimeros por isolados de rizobio de guandu foi
demonstrada recentemente em condigdes rotineiras de
cultivo da bactéria, sem utilizacdo de fermentadores ou
biorreatores (Fernandes Junioretal., 2010). Esses autores
demonstraram também que o isolado 8.1c apresenta alta
capacidade de produgdo de EPS, com a substitui¢ao do
manitol por amido ou xilose como fonte de carbono do
meio YM. Dessa forma, a otimizagdo das condi¢des de
cultivo das bactérias avaliadas neste estudo ¢ desejavel,
com vistas ao incremento da produgdo de polimeros e
reducdo no custo de producao.

Conclusao

1. Os isolados de rizébio de guandu apresentam
diferencas na produgdo e na eficiéncia relativa da
produgdo de exopolissacarideos.

2. Os isolados de rizobio de guandu que sintetizam
exopolissacarideos com maior viscosidade aparente,
em uma mesma taxa de cisalhamento, apresentam
maior similaridade genética.
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