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Resumo

Frankia sdo microrganismos capazes de fixausdndo em simbiose com espécies arboreas, denominadas
plantas actinorrizicas. Este estudo foi conduzido para caracterizar morfologicamente, fisiologicamente e
avaliar a nodulacéo de quatro estirpes referéncia de Frankia (HFPCcl3, JCT287, KB5 e F59) e 12 estirpes
(IPRF) isoladas de nédulos de Casuarinaab as estirpes (Referéncia e IPRF) foram Gram-positivas e
50% foram “acid-fast”. As estirpes de Frankia alcalinizaram o meio de cultura, exceto IPRF006, IPRF008

e IPRF010. As colbnias das estirpes F59, IPRF002, IPRF004, IPRF005 e1PgBAWLziram melanina.

Entre as estirpes referéncia, apenas a JCT287 cresceu no meio de cultura com pH 5,5, enquanto no meio
com pH 6,0 as duas, JCT287 e KB5, apresentaram crescimento. A analise de regressdo mostrou uma
relacdo linear (Y = 67,56+ 3,88X é#,5862, p<0,05) e coeficiente de correlagédo de Pearson (r=0,766,
p<0,05) entre niumero de esporos e hifas (120 a 480 UFCeaniroteina total (18 a 14 mL?). Foi
observado que a estirpe F59 apresentou uma maior proporcao de proteina total (50%) do que a JCT287
(7,0%) e, que as estirpes IPRF mostraram valores entre 17,5 e 28(8%.a5 estirpes produziram
compostos indélicos com valores variando de 5,9 a 98,8 uM.
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Abstract

Frankia are soil microorganisms that form symbiosis with roots of tree species called actinorhizal plants
and are capable of fixing atmospheri¢ Whis study was carried out to characterize morphologically
physiologically and to assess the nodulation of four Frankia reference strains (HFPCcl3, JCT287, KB5
and F59) and 12 (IPRF) isolated from root nodules of Casuarina plants. All strains (Reference and IPRF)
were characterized as Gram-positive and 50% as acid-fast. The Frankia strains produced alkali in the
culture medium, except the IPRF006, IPRF008 and IPRF010. The colonies of strains F59, IPRF002, IPRF004,
IPRF005, and IPRFQIproduced melanin. Among reference strains, only JCT287 grew in culture media
with pH 5.5, while with pH 6.0 both strains JCT287 and KB5 presented growth. The regression analysis
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showed a linear relationship (Y = 67.56+ 3.88X afebDi6862, p<0.05) and Pearsoobrrelation coéitient

(r=0.766, p<0.05) between number of spores and hyphae (120 to 480 Ufr@ltotal protein (18 to 145

png mLY). It was observed that the strains F59 had a higher proportion of total protein 50.0% than JCT287
with 7.0% and that the IPRF strains showed values between 17.5 and 29.3%. All strains presented ability
to produce indolic compounds in growth media with values ranging from 5.9 to 98.8 uM.

Key words: Actinomycetes, actinorhizal plants, biological nitrogen fixation, IAA, melanin

Introdugé&o Na caracterizacgao fenotipica de microrganismos,
Qétodos de coloracéo, alteracdo do pH do meio de
cultura, producao de pigmentos, tolerancia a baixo

de se associarem simbioticamente as raizes Q}'el € produg&o de compostos inddlicos s&o uteis para

espécies arboOreas angiospermas denominaldjai%tinguir grupos morfofisiologicos (ANDRADE;
plantas actinorrizicas, conduzindo a formagéo JAURPHY, GILLER, 2002; REIS ‘JUNIOFF e'_[ al.,
estruturas nodulares onde ocorre a fixacao biolégi8904)' Segundo Doetsch (1981), f’ls tecnicas de
do nitrogénio (ROUVIER et al., 1996; RAMIREZ- coloracéo déGram” e o metodo de Ziehl-Neelsen,

SAAD: JANSE: AKKERMANS. 1998° HUGUET denominada de “acid fast” que, utilizam substancias
et al '2001) iEm 1983, foi (Jiescrit;) o primeircgue promovem ou ndo uma rapida descoloracao, permite
' ) djéferenciar dois tipos de microrganismos: Gram-positivos

isolamento bem sucedido de Frankia a partir _ _ : 8
Qu Gram-negativos e “acid-fast” resistentes e 0s nao

nodulos de raizes de plantas da familia™ . :
Casuarinaceae. No Brasil, foram introduzida@cid-fast’ resistentes, respectivamente.

espécies arboreas actinorrizicas desta familia, Em geral, os microrganismos fixadores dg N
provenientes da Australia, Malasia e Polinésia. Ap@esempenham papel essencial na promocédo do
estudos de adaptagdo edafoclimatiCasuarina crescimento de plantas. Bashan e Holguin (1997)
equisetifolia e C. cunninghamiana foram relatam que os fitormdnios, principalmente o acido
recomendadas para recuperar areas degradadas wol-acético (AIA) excretado por bactérias do género
solos de baixa fertilidade, por apresentarem b@eospirillum, apresentam esta funcdo. A
adaptacgdo, crescimento rapido e capacidade chlracterizacéo fenotipica de estirpes de Frankia,
fixacdo biologica de nitrogénio em simbiose combtidas de plantas d@asuarinaspp., servird de base
Frankia (CARRNEZZI et al., 1986). No norte do para o processo de identificacéo e selecéo de estirpes
Parana, um bom desempenho dessa arborea cafativas e eficientes para a produgdo de inoculantes
quebra-vento de lavoura de cafeeiros foi observadtcrobianos para plantas actinorrizicas. O objetivo
por Leal (2004). desse trabalho foi estudar caracteristicas
A Casuarina, por ser uma planta exética, exigerraorfolégicas, fisiolégicas Ie a infectividade em plantas
inoculacdo com Frankia, uma vez que ge estlrpe§ derankia obtidos de nodulos de raizes
microsimbionte ndo é de ocorréncia generalizada n%% Casuarinaspp.
solos brasileiros. A inoculagdo com estirpes selecionadas
de Ifrr?mkia mostrqu rgsposta difere.nciada Ientre BSiterial e Métodos
espécies d€. equisetifoliae C. cunninghamiana
testadas em casa de vegetacio (ANDRADE et 4pbtencéo das estirpes de Frankia e teste de
2005). Entretanto, a obtencéo de isolados purificadééectividade em plantas de Casuarina
ainda apresenta algumas dificuldades devido ao seups estirpes isoladas de Frankia foram obtidas de
crescimento lento em meio liquido ou solido, facilitandggdulos de raizes de plantas @asuarinaspp.
a contaminagdo com outros microrganismogltivadas em tubetes ou campo por 3 ou 5 anos,
(ROSBROOK; REDDELL, 1995). respectivamente. Os nédulos foram desinfestados

Actinomicetos ou bactérias filamentosas d
familia Frankiaceae, do géndtmankiasao capazes
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superficialmente com uma solucdo comercial ddassificadas como Gram-positivas e as com
hipoclorito de sodio a 6% (v/v) por 15 min. e lavadosoloracéo vermelha como Gram-negativas.

varias vezes em agua esterilizada. Apdés maceracao
a suspenséo celular foi inoculada em meio de cult
definido para Frankia (MCDF) agarizado e conten

Para a coloracéo “acid-fast” resistente, apos os
focedimentos de coloracao, o esfregaco foi
v o Sxaminado em microscopia 6ptica com resolucao de
(g L™): acido propionico (0,5 mL); Cag2H,0 (0.1); 400X. As estirpes com células de coloracdo vermelha
MgSO,.7H,0 (0,2); NHCI (0.1); FeNaEDA, foram classificadas como “acid-fast” resistente e as

((_)’01); solugéo de ml?ronutrlgr\tes~(1 mL) ? p'H'_e coloracao azul como nao “acid-fast” resistente.
ajustado para 6,8. Apds esterilizacdo do meio foi

adicionado KHPO, (1 g L) e KH,PO, (0,076 g L
!) esterilizados, de acordo com Burggraaf e Shiptq(iteracdes do pH do meio de cultura
(1983). As estirpes foram purificadas, checadas sob

. L . . Para observar alteragcbes do pH do meio de
microscopia optica e rotineiramente subcultivadas em . :
Lo . cultura, as estirpes foram inoculadas em tubos
MCDF liquido a 28 °C no escuro. Para averiguar a . o
. - ~ . ., contendo 5 mL de meio de cultura definido e
infectividade (formacdo de ndédulos), apos 0 - : L. -
. . especifico para Frankia (MCDF) liquido adicionado
crescimento as estirpes e uma suspens

0 . :
. : . 80 corante azul de bromotimol (0,5%) e incubados a
homogeneizada (hifas e esporos) foi inoculada ngg °C no escuro por 20 dias sob agitacao a 100 rpm

raizes de plantulas d€asuarinaspp. pré- _. . . .

. : . Diariamente, os tubos foram avaliados visualmente
germinadas em areia esterilizada. As plantas ~ ~ .
. . e anotadas as alteracdes na coloracdo do meio: cor
inoculadas foram mantidas em casa de vegetaggo

marela indicando acidificacdo e cor azul
por nove meses sendo observada a presenca ?u S
A . . . alcalinizacéo.
auséncia de nodulos. As estirpes isoladas foram

desighadas com a sigla IPRF e depositadas na

Colecdo de Microrganismos de Interesse dlgrodugéo de melanina

Agronegdcio do Laboratdrio de Microbiologia do Solo . _ _

do IAPAR (Tabela 1). As estirpes de Frankia isoladas A produgdo de melanina (pigmento escuro) pelas

de C. equisetifoliae C. cunninghamiangKB5 colénias de Frankia foi avaliada conforme

HFPCcI3, JCT287 e F59), utilizadas neste estu(H)(lgocedimento adaptado da metodologia utilizada por

como referéncia, e as IPRF foram mantidas em me%'bO etal. (1997) e Andrade; Murphy e Giller (2002)

MCDF liquido em temperatura de 4-8 °C. para esftirpes de rizébio. Apos 10 dias de crescimento
em meio de cultura contendo (g)L.tryptona (5,0);
extrato de levedura (3,0); L-tyrosine (0,60);

Testes de coloragdo “Gram” e “acid-fast’esistente  CaClL.6H,0 (1,3); CuSQ5H,0 (0,04); agar (15,0)

Para as coloraces de “Gram” e “acid-fast’ fo? pH 6,8. Para facilitar sua observagéo, 2 a 3 mL de
¢ uma solucao de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

utilizado material celular das colénias das estirpes. . . . .
i adicionada sobre o crescimento nas placas de Petri

com 15 dias de desenvolvimento em meio MCD , ~ . ~
. L a e, apos 2 a 6 h, a producéo de pigmentos de coloracéo
agarizado. O esfregaco foi feito em laminas de : . L
. C _ marrom escuros (melanina) nas colonias foi verificada
microscopio optico, de acordo com o procedimento . ~
. , . e anotada. As estirpes que apresentaram e nao
descrito por Doetsch (1981) e apds os procedimentos . ~
- X apresentaram pigmentacdo escura foram
de coloracéo, as células foram observadas so . N
. A . .__classificadas como produtoras e ndo produtoras de
microscopio Optico com objetiva de 400X. As estirpes . .
~ . melanina, respectivamente.
gue apresentaram coloracdo violeta foram
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Efeito do pH do meio de cultura liquido sebs Para obter o sobrenadante, as estirpes foram
ndameo de espars e hifas inoculadas em meio de cultura com a seguinte

1~ 1\ - 1 .

As hifas e os esporos das estirpes de Frankia KI§§mp93|9ao (9 B): manltf)l _(10'0)' (?aC;IZHZO
HFPCcl3, JCT287 e F59 foram avaliadas quanto 5%’15)’ MgSQ.7HO (0.,25),, -_F'S (1.21); extrgto de
crescimento em meio MCDF liquido tamponado dgevedura (0,2); casamino acido (1,0) e pH ajustado a
mL em cada tubo de ensaio) com diferentes ajust%g' o melo de cultura.f.0| suplemgntado com 0,3 mM
de pH: 4,5;5,0; 5,5; 6,0 e 6,8. Ap6s a incubagao (% L-triptofano e esterilizado por filtragem (0}28)
°C no escuro, a 100 rpm por 12 dias), a avaliacio Rgra incrementar a producéo de Cl. A concentragao
realizada pela contagem (esporos e hifas) 588 CI' foi determinada segundo os pr.oced'lmentos
microscopio estereoscopico através do método ggscntos por Gordon eafer (1951) e Minamisawa

intersecdo de quadrantes, descrito por Giovannetf?teal' (1992), com as seguintes mo@ﬁcagﬁes: para
Mosse (1980) uma parte do sobrenadante das estirpes (v/v) foram

adicionadas duas partes de Fg@,01 M), em 35%
de HCIQ. Apbs 25 min. de incubacgédo a 25 °C, a

Quantificacdo da poteina total presenca dos CI foi indicada pela producéo de

. . . coloracdo résea que foi medida colorimetricamente
O teor de proteina total foi determinado

. . L L ((1660 nm) pelas leituras de absorbéancia. A
colorimetricamente por analise espectrofotomeétric . . . .
. , oncentracao dos CI foi quantificada utilizando uma
conforme descrito por Lowry et al. (1951), apés 1

. . ~ . . curva padrao preparada com 0, 25, 50, 100, 150 e
dias de incubacéo, dos esporos e hifas das estlr%a UM de AIA puro.

de Frankia, em 5 mL meio de MCDF liquido. A
concentrac&o protéica foi estimada pela curva padrdoTodos os ensaios foram conduzidos em
com quantidades conhecidas de uma solucéo @elineamento inteiramente ao acaso, com trés
albumina de soro bovina: 20, 40, 60, 80, 100, 12Epeticdes. Os dados de contagem em microscopio
140, 160, 180 e 200 pg milapds leitura em € 0 teor de proteina total foram submetidos a analise
espectrofotdmetro (660 nm). de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey ou Duncan a 5% de probabilidade, utilizando
0 programa estatistico SISR (FERREIRA, 2003).
Producdo de compostos indélicos (Cl) em meio
de cultura

: Result Di a
Segundo Crozier et al. (1988), o método esultados e Discussao

colorimétrico empregado na avaliagio da quantidade A origem das estirpes de Frankia, sua planta
de &cido 3-indol acético (AIA) inclui varios outroshospedeira, dados de nodulagao, e resultados dos
compostos inddlicos, além do AIA. Portanto, o termiestes de coloracao de “Gram” e “acid-fast”,
mais correto s&o “compostos indélicos”, referindcalteracéo do pH do meio de cultura e a producéo de
se as auxinas desse grupo e ndo somente ao Alelanina encontram-se nabtiela 1. A presenca de
. . . n nodulos, de forma lobulacom coloragéo externa
Apos o periodo de incubagédo (28 °C no escuro A ) . ¥

. o i . avermelhada, tamanho variado foi observada em
por 10 dias), a produgdo de CI foi estimada nq . . .

: plantas deCasuarinaspp inoculadas com estirpes

sobrenadante das culturas de estirpes de Franl%a

. . 'Frankia (dad a tados).
apos centrifugacdo (10.000 rpm por 15 min. a4 °C & Frankia (dados ndo apresentados)
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Tabela 1.Designacéo/referéncia das estirped-denkia spp., suas plantas hospedeiras, nodulagéo (formacédo de
noédulos), testes de “Gram” e “acid-fast”, alteracdo do pH e producdo de melanina em meio de cultura liquido e
agarizado, respectivamente.

Designacéo
/Referéncia
Casuarina

KB5W Sual e
equisetifolia
JCT28P C. equisetifolia
HFPCcI3® C. cunninghamiana
F59? C. equisetifolia
IPRFO01? Casuarinaspp.
IPRFO0 «
IPRFO0ZY «
IPRFO04Y «
IPRF00%Y “
IPRF006Y “
IPRFOOTY “
IPRF00&" “
IPRFO0YY “ ND
IPRFO1¢" “ ND
IPRF011¥ “ ND
IPRFO1% « ND - + -
PRF81) Phaseolus vulgaris. ND Acidifica

WA, Sellstedt (1998) Umea Universi9ept. Plant and Physiologyuécia®?P. Reddell (1999) University of Queensland,
Dept. of Agriculture, Australia®Zhang, Lopez e drrey (1984)*neste estudd?Hungria et al. (2000), PRF81 =
Rhizobium tropigi(+) = presenca ou positiva; (-) = auséncia ou negativa; ND = ndo determinado.

Hospedeiro Nodulacdo  “Gram” “acid-fast”  Alcaliniza Melanina

+ +

1
++ + 4+ 4+ +++ +
+

4+t
+ o+

1
+
1

+
+

+
1

+

- +

++ 4+ A+ A+

+

Algumas espécies de Frankia possuemhizobiumropici fixadora de Iy Gram-negativa e
especificidade hospedeira. Por exemplo, Caru et glglada de feijoeiro (HUNGRIA et al., 2000), foi
(2003) relatam auséncia de nodulagdo @m tjlizada como controle e, devido & sua parede celular
cunninghamiananoculada com estirpes isoladas dger composta por lipopolissacarideos, lipopoliproteinas

plantas da familia Rhamnaceae. Neste estudo,a$osfolipideos reteve o corante de contraste
eStirpeS (IPRF), obtidas de ndédulos de Casuari%resentando Coloragéo vermelha.
apresentaram caracteristicas comuns a outras _ . _ , _

. . . . Avaliando a alteracao do pH do meio apés 4 dias
estirpes de Frankia, incluindo morfologia celular com

habilidade de produzir hifas septadas (filamentos € incubagdo, as estirpes HFPCcI3, 59, IPRFO01,
] IPRF002, IPRFO003, IPRF004, IPRF005, IPRF007,
vesiculas e esporos.

IPRFO009, IPRF0LLe IPRFO012 alcalinizaram o meio
Em relagdo a coloracdo “acid-fast”, as estirpese cultura, revelado pela coloragso azul do indicador
JCT287, KBS e HFPCcl3 mostraram caracteristicaf pH, caracterizando crescimento lento, assim como
de acid-fast (&bela 1), apresentando coloracagzgbios de crescimento lento. Nesse mesmo periodo
avermelhada por reterem o corante carbofucsina & estirpes KB5 e JCT287 apresentaram coloracdo

sua parede celuldPor outro lado, a estirpe F59 foi ndgymarela indicando acidificacdo do meio,
“acid-fast” resistente, apresentando coloracao azulaglgacteristicas estas de crescimento rapido, assim
devido a retencéo de azul de metileno em sua pareglgmo rizobios de crescimento rapido. Porém, apds

Quanto ao teste de Gram, as estirpes forah? dias de incubacéo, todas as estirpes, exceto
caracterizadas como positivas apresentand@RF006, IPRF008 e IPRF010, apresentaram

coloracdo violeta escura. A estirpe PRF81 deloracéo azul indicando alcalinizacdo do meio de
cultura (Tabela 1).
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Das estirpes de Frankia avaliadas, observou-$45ug mL* (Figura 1). Observou-se que as estirpes
que a IPRF002, IPRF004, IPRFO05, IPRFDO1KBS e JCT287 apresentaram menores
HFPCcI3 e a F59 produzem melaninal{éla 1). A concentracdes de proteina total, provavelmente
producdo de melanina por fungos e bactérias em a®vido ao seu menor crescimento. Apés um periodo
trabalho de revisdo foi atribuida a uma forma dde 20 dias, observou-se que as estirpes de Frankia
resisténcia a algum fator de estresse como, pmpresentaram relativa heterogeneidade na
exemplo, altas temperaturas e/ou deficiéncia hidricaultiplicacdo de seus esporos e hifas, variando de
(BUTLER; DAY, 1998). No caso de Frankia, essd20 a 480 UFC mtde meio. A estirpe KB5
caracteristica também poderia estar associadagresentou multiplicacdo mais lenta enquanto que
algum fator resisténcia. HFPCcl3, IPRF004 e IPRF008 apresentaram maior

Quanto aos teores de proteinas totais das estirBé'gnero de esporos e hifas em comparagao as demais

de Frankia foi verificada uma variacao entre 18 (glgura 1).

5507 — Esporos e hifas
500 - Proteina total

450 -
400 - b
350 ab
300 1
250 - | ne bc
200 1
150 1

100 - 2 | 77 |ABC | 7 |ABC B
% 7, | BC | BS

>
vs]
(@)
o
>
o3]
(@]
N\ >

50 A

Esporos/hifas (UFC m'l}) e proteina total (ug ni&)
o)
(@]
&
o

D

R A IR R R R R N R r
\Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q \Q?S/Q @ 30'0/ Y\(,?C' <

Estirpes dé-rankia spp.

Figura 1. Namero de esporos e hifas em Unidades Formadoras de Colbénias (€ tabr de proteina total das
estirpes dé-rankia spp., em meio de cultura liquido. Médias seguidas da mesma letra, minUscula para contagem e
mailscula para teor de proteina, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste Tukey (5%).

Na Figura 2 observa-se que os dados medios @®a maior proporcéo de proteina total (50%) do que
porcentagem de proteina total nos esporos e hifasgl@CT287 (7,0%) e que as estirpes IPRF mostraram
estirpes de Frankia pela razao de sua contagem, @ffbres com menor variacdo (17,5 a 29,3%). Esses

meio de cultura liquido foram variados conforme gercentuais podem ser caracteristicos de espécies
estirpe. Foi observado que a estirpe F59 apresentfiFrankia.
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100 ~

90 A

80 -

70

60 -

50 A

40 -

Proteina total (%)

30 -

20 A B

% 1 HI

0 - 00% %6' 'L?’J‘ cl\"i’) o
oL Sl

l 00
\?QS’ ?QS’ ?QS’ ?QS’ ?QS’ \?QS’ ??S’

Estirpes dd-rankia spp.
Figura 2. Porcentagem de proteit@al nosesporos e hifas de estirpesktankia spp., em meio de cultura liquido.

Na Figura 3 a analise de regresséo linear entre &=0,5862, p<0,05) e coeficiente de correlacao de
teor de proteina total e o niumero de hifas e espof@sarson (r=0,766, p<0,05) entre nUmero de esporos
das estirpes de Frankia, em meio de cultura liquigohifas (120 a 480 UFC ni).e proteina total (18 a
pH 6,8mostrou uma relacao linear (Y = 67,56+ 3,88445ug mL1).

600 -

Y=67,56+3,88X

R°=0,5862*
500

400 A
300 -

200 ~

Esporos e hifas (UFC rﬁll_)

100 ~

O T T T
0 20 40 60 80 100 1z

Proteina total (pg mit)

Figura 3. Regressao linear entre o teor de proteina total e o nimero de hifas e esporos das dstaplkis dpp.,
em meio de cultura liquido pH 6,8.
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Através da observacdo do efeito da acidez diecresceu nas plantas cultivadas em solucdo com
meio MCDF liquido, verificou-se que a maioria dasiveis acima de 220M de Al e pH 4,0.

estirpes ndo apresentou crescimento a pH 4,5 e 5,5A estirpe JCT287 foi a tnica que cresceu em pH

(Tabela 2). A variabilidade no crescimento da§’5, enquanto no meio com pH 6,0, além da JCT287,
esti.rp.es em meio de culturg ainda .néo esta bee{TkBS também apresentou crescimento. Por outro
def|n|fja neste grupo de microrganismos. Iguallado, todas as estirpes de Frankia apresentaram
Rodr|gues-Barruego € C,e.rvantes (19973rescimento em pH 6,8 dbela 2). De acordo com
determlna}n(.jo 0s efeitos d.eletferlos dos altgs teor&gru (1993), estirpes de Frankia apresentam esporos
de aluminio sobre a simbiose FrankiaCe e hifas visiveis em meio de cultura contendo sais

cunninghamianapbservaram que a nOdUIaLga%inerais apos duas semanas de incubacéo.

Tabela 2 Efeito do pH do Meio de Cultura Definido para Frankia (MCDF) liquido no crescimento de hifas e esporos das
estirpes dd-rankia spp. obtidas de nddulos @asuarinaspp.

Estirpes dd-rankiaspp
pH do MCDF KB5 HFPCcI3 JCT287 F59
UFC*

4,5 - - - -
5,0 - - - -
5,5 - - 44 -
6,0 89 - 104 -
6,8 119 478 207 272

*UFC= unidades formadoras de colbnias (hifas e esporos); (-) = auséncia de crescimento.

Avaliando-se a capacidade de producdo de @hm isolados d@. lipoferum de raizes de milho,
todas as estirpes de Frankia testadas foram capaaetiveram uma producéo de AlA variando de 0,0 a
de produzir estes compostos, com valores variané,9 uM de AlA. Por outro lado, avaliando a producéo
de 5,9 a 98,8 M em meio de cultura contendo lde AIA por isolados d@. brasilensgos valores
triptofano (Figura 4). Neste estudo, as estirpes dpresentados por estes mesmos autores, foram
Frankia produziram valores médios de Cl similaresaiores, variando de 8,0 a 148,9 uM (CROZIER et
aos observados por varios autores com fixadoresale, 1988) e de 205 a 428 pyM (MASCARUA-
N, associativos do géneAzospirillum Mascarua- ESFARZA; VILLA-GONZALLEZ;
Esparza; Wa-Gonzallez e Caballero-Melado (1988)CABALLERO-MELADO, 1988). Isolados de
trabalhando comf\. lipoferumisolados de plantas Azospirillum amazonensem meio de cultura,
cactaceas no México, observaram as quantidagesduziram uma quantidade de AlA entre 3516 1
de acido 3-indol acético (AlA) variando de 28,5 aM (REIS JUNIOR et al., 2004).

97,0 uM. Crozier et al. (1988), também trabalhando
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Estirpes dérankia spp.

Figura 4. Producéo de compostoslolicos por estirpes derankia spp.de nddulos d€asuarinaspp., em meio de
cultura liquido com pH 6,8. Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas pelo teste
Duncan (5%).

Em geral, os fitormdnios excretados por A estirpe JCT287 demonstrou a maior tolerancia
microrganismos, principalmente o AlA, desempenham pH acido em meio de cultura.

papel essencial na promoc¢éao do crescimento de plantas,__. a1 P .
. A Existe uma relagéo linear significativa entre hifas
Existem evidéncias crescentes de que, parte da

o g e esporos com a proteina total no tecido das estirpes
contribuicdo as plantas por bactérias do gene&% Frankia
Azospirillumdeve-se a producdo de horménios '

(BASHAN; HOLGUIN, 1997). Estirpes de Frankia sdo capazes de produzir

. o . compostos inddlicos.
Este foi o primeiro relato da producéo de CI por P

estirpes de Frankia. A simbiose actinorrizica ¢ Com base nos dados de caracterizacdes observou-
geralmente realizada por plantas pioneiras que $@ que a infectividade (formagdo de nddulos em
adaptam a solos de baixa fertilidade. Assim, a selec@@suarinaspp) em solo exige um periodo

de estirpes de Frankia com capacidade de produ#iativamente longo e, que embora ocorram
Cl podera contribuir para a recuperacéo de aregiglilaridades entre as estirpes de Frankia (Referéncia
degradadas, por aumentar a possibilidade &JPRF).existem diversidades entre essas.
estabelecimento de plantas nesses ambientes.

Agradecimentos

Conclusdes A Fundacao Araucéria, pelo apoio financeiro

A maioria das estirpes de Frankia testaddyocesso Edital 05/2003 — ApOiO a Infra-estrutura
mostrou infectividade em plantas@asuarinaspp. de CT &I Convénioh019/2004, ProtocoloiN5223.

e alcalinizou o meio de cultura. A Dra Anita Sellstedt e ao DPaul Redell pelo envio
605

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 28, n. 4, p. 597-608, out./dez. 2007



Andrade, D. S. et al.

das estirpes (HFPCcl3 e KB5) e (JCT287 e F59QUBO, T; ROMERO, E VINARDELL, J. M.; RUIZ-SAINZ,
respectivamente. Ao Oswaldo Machineski e & Msg E- Expression of trehizobium leguminosarubiovar

Maria A. de Matos pelo auxilio nas ava“agﬁeghaseolmeh gene in other rhlzopla does not require the
presence of thaifA gene.Australian Journal of Plant

laboratoriais. Physiology, Adelaide, \24, n.2, p.195-203,997.

DOETSCH, R. N. Determinative methods of light
o microscopy In: GERHARDT P Manual of methods for
Referéncias general bacteriologywWashington, DC: American Society

ANDRADE, D. S.; COLOZZI FILHO, A.; MACHINESKI, for Microbiology. 1981. p.26-27.

O.;RAMOS, A. L. M., LEAL, A. C.; MORITZ, FResposta  FERREIRA, D. FSISWAR Lavras, 2003. Disponivel em:
de Casuarinas a inoculagéo com frafkiZCONGRESSO  <http://wwwdex.ufla.br>. Acesso em: 30 out. 2005.
BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 23, 2005, Santos.

Anais...S&o Paulo: Sociedade Brasileira de Microbiologid>! ©VANNETTI, M.; MOSSE, B. An evaluation of
2005. p.23. techniques for measuring vesicular arbuscular mycorrhizal

infection in roots.New PhytologistOxford, v84, n.3,
ANDRADE, D. S.; MURPHYR J.; GILLER, K. E. The p.489-500, Mar1980.

diversity of Phaseolushodulating rhizobial populations _ . . .
is altered by liming in acid soil planted withaseolus GORDON, S. A, WEBER, R. Eolorimetric estimation of

vulgaris L. in Brazil. Applied and Environmental indolacetic acidPlant PhysiologyCambrigde, \26, p.192-
Microbiology, New York, 68, n.8, p.4025-4034, Aug. 2002, 195:1951.
BASHAN, Y.; HOLGUIN, G. Azospirillumplant HUGUET V., BATZLI, J. M.; ZIMPFER, J. FNORMAND,

relationships: environmental and physiological advanc&s PAWSON, J. O.; FERNANDEZ, M..Piversity and

(1990-1996)Canadian Journal of Mi@biology, Toronto, specificity of Frankia strains in nodules of sympatric
V.43, p.103-121, 1997. Myrica gale Alnus incanaandShepherdia canadensis

. determined by rrs gene polymorphisépplied and
BURGGRAAF, A. J. B, SHIPTON, W. A. Studies on the Environmental Micobiology New York, v.67, n.5, p.216-

growth of Frankia isolates in relation to infectivity and 2122, May 2001.

nitrogen fixation (acetylene reductio@anadian Journal _ _ _
of Botanica) Ottawa, \61, n. 1, p.2774-2782, 1983. HUNGRIA, M.; ANDRADE, D. S.; CHUERIE, L. M. d. O,;

PROBANZA, A.; GUTTIERREZ-MANERO, H.; MEGAS,
BUTLER, M. J.; DAY, A. W. Fungal Melanins: areview . |solation and characterization of new efficient and
Canadian Journal of Miabiology, Toronto, v44, n.12, competitive beanRhaseolus vulgarit.) rhizobia from
p.1115-1136, 1998. Brazil. Soil Biology and BiochemistrOxford, v.32, n.1.,

CARPNEZZI, A. A.; FERREIRA, C. A.; ROTA, E.; P-1515-1528, Oct. 2000.

NAMIKAWA, I. S.; STURION, J. A.;; PEREIRA, J.C.D.; IGUAL, J. M.: RODRIGUES-BARRUECO, C.:
MONTAGNER, L. H.; RAUEN, M. de J.; CARALHO, P CERVANTES, E. The décts of aluminium on nodulation
E. R.; SIVEIRA, R. A.; ALVES, S. T Zoneamento and symbiotic nitrogen fixation inCasuarina

ecolégico para plantios florestais no Estado do Paranguynninghamianaiq. Plant and SoilThe Haguev.190,
Brasilia, DF: EMBRAR-CNPF, 1986. n.1, p.41-46\ar. 1997.

CARU, M. Characterization of nativErankia strains LEAL, A. C. Avaliacdo de espécies flestais para

isolated from chilean shrubs (Rhamnace&@nt and  arborizagéo de cafeeiros no norte do Paraateitos na
Soil, The Hague, 157, p.137-145, 1993. produtividade e na protecdo contra geadas de radiac&o.

CARU, M.; MOSQUERA, G.: BRYO, L.: GUEVARA, R.; 2004. Tese (Doutorado em Ciéncias Florestais) -
SEPUIVEDA, D.; CABELLO, A. Infectivity and ectivity Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR.

of Frankiastrains from the Rhamnaceae family on different owRY, 0. H.: ROSEBROUGH, N. J.ARR, A. L.:
actinorhizal plantsPlant and Soil, The Hague, 251, RANDALL, R. J. Protein measurement with the folin
p.219-225, 2003. phenol reagenfournal of Biological Chemisyr London,

CROZIER, A.: ARRUDA, B JASMIM, J. M.: MONTEIRO, V-193,n.1,p.265-273951.

A. M.; SANDBERG, G. Analysis of indole-3-acetic acidMASCARUA-ESRARZA, M. A.; VILLA-GONZALLEZ, R.:
and related indoles in culture medium fréospirillum  CABALLERO-MELADO, J. Acetylene reduction and
lipoferum and Azospirillum brasilenseApplied and indolacetic acid production byzospirillumisolates from

Environmental Micobiology, New York, v.54, n.1L,  Cactaceous plant8lant and SoilThe Hague, XL.06, p.91-
p.2833-2837, no\1988. 95, 1988.

606
Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 28, n. 4, p. 597-608, out./dez. 2007



Caracterizacdo morfolégica, fisiolégica e infectividade em planta de estirpes de Frankia isoladas de nédulos de Casuarina

MINAMISAWA, K.; SEKI, T.; ONODERA, S.; KUBOA, ROSBROOK, PA.; REDDELL, Plsolation ofrankiafrom
M.; ASAMI, T. Genetic relatedness Bfadyrhizobium root nodules of tree species of Casuar8w@l Biology &
japonicumfield isolates as revealed by repeate@iochemisty, Oxford, v27, n.4-5, p.427-429, 1995.

sequences and various other characterigtigglied and ) !
Environmental Micobiology, New York, v.58, n.9, p.2832- ROUVIER, C; PRIN’. ¥ REDD.ELL’ i NORMAND’ P, .
SIMONET, P Genetic diversity among Frankia strains

2839, 1992. : . ) ;

] nodulating members of the Family Casuarinaceae in
RAMIREZ-SAAD, H.; JANSE, J. D.; AKKERMANS, A. Australia revealed by PCR and Restriction Fragment
D. L. Root nodules o€eanothus caeruleumntain both  Length Polymorphism analysis with crushed root nodules.
the N2-fixing Frankia endophyte and a phylogeneticalpplied and Envsnmental Micobiology, New York,
related Nod-/Fix- actinomycet&€anadian Journal of v.62,n.3,p.979-985, Mal996.

Microbiology Torontq v.44, n.2, p.140-148,998. ZHANG, Z.; LOPEZ, M. E TORREY, J. G. A comparison of
REIS JUNIOR, EB.; SILVA, M. F; TEIXEIRA, K. R. S.; cultural characteristics and infectivity Bfankiaisolates
URQUIAGA, S.; REIS, VM. Identificacdo de isolados de from root nodules o€asuarinaspeciesPlant and Soil,
Azospirillum amazonensessociados Brachiariaspp., The Hague,¥8,n.1-2, p.79-90, Feb. 1984.

em diferentes épocas e condic¢des de cultivo e producdo

de fitormdnio pela bactérievista Brasileira de Ciéncia

do SoloVigosa, 28, n.1, p.103413, Jan./Fet2004.

607
Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 28, n. 4, p. 597-608, out./dez. 2007



