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Resumo: Bactérias promotoras de crescimento de planta são potenciais biofertilizantes devido a 

várias características como: fixação biológica de nitrogênio, produção de fitormônios e produção de 

óxido nítrico (NO), entre outras. Este último é um importante mensageiro secundário em plantas com 

um papel central nas vias de sinalização para o crescimento e desenvolvimento da raiz. Assim, o 

objetivo deste trabalho é identificar bactérias produtoras de NO, através do método de Griess 

associado com a detecção do 2,3-diaminonaftaleno (DAN) por fluorescência, o qual ao entrar em 

contato com NO forma um complexo fluorescente (NAT). A produção de NO foi monitorada durante 

24, 48 e 72 horas, sendo utilizadas oito estirpes: FP2 (Azospirillum brasilense), HM053 (A. 

brasilense), SmR1 (Herbaspirillum seropedicae), Y2 (Nitrospirillum amazonense), BR322 (Rhizobium 

tropici), L40 (Agrobacterium fabrum), Pal5 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e R5 (Agrobacterium 

fabrum). A espécie R. tropici (Br322) foi a que apresentou maior produção de NO nos diferentes 

tempos de crescimento, enquanto a N. amazonense (Y2) e H. seropedicae (SmR1) não foram 

capazes de produzir NO. Esses resultados corroboram com as análises de fluorescência do NAT. 

Esta estratégia de estudo permitirá monitorar bactérias em diferentes ambientes, quanto à produção 

de NO para elaboração de novas tecnologias para a utilização na agricultura. 
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Introdução 

As rizobactérias que estabelecem interação positiva com a raiz são 

denominadas de bactérias promotoras de crescimento da planta ou PGPB (Plant 

Growth Promoting Bacteria), e são promissoras como biofertilizantes na agricultura 

sustentável (VESSEY, 2002). As PGPB podem promover o crescimento das plantas 

diretamente através da fixação biológica do nitrogênio, disponibilizando nutrientes 

presentes no solo (solubilizam fósforo e ferro) e pela produção de fitormônios como 

ácido indol acético (AIA), giberilina e citocinina que induzem mudanças morfológicas 

e fisiológicas das raízes promovendo o crescimento vegetal. Ainda podem atuar 

indiretamente reduzindo os efeitos negativos de patógenos (DOBBELAER; 

VANDERLEYDEN; OKON, 2003; GLICK 2012).  

Os benefícios da aplicação de biofertilizantes são amplamente reconhecidos na 

simbiose de leguminosas com bactérias do gênero Bradyrhizobium (VARGAS; 



 

 

HUNGRIA, 1997). No entanto, outros gêneros de bactérias como Azospirillum, 

Gluconacetobacter, Azoarcus, Enterobacter, Herbaspirillum, Burkholderia e 

Rhizobium também são potenciais biofertilizantes e por isso têm sido 

extensivamente estudados (BALANDREAU, 2001; BALDANI et al.,1986; BILAL et 

al., 1990; GILLIS et al., 1989; REINHOLD-HUREK et al., 1993; YANNI; DAZZO 

2010).  

Algumas rizobactérias também são responsáveis pelo processo de 

nitrificação-desnitrificação, sendo o óxido nítrico ou nitric oxide (NO), um 

intermediário obrigatório nestes processos. No processo de desnitrificação ocorre a 

redução do nitrato (NO3
-) a nitrito (NO2

-), NO, e óxido nitroso (N2O) a nitrogênio 

gasoso (N2), envolvendo as enzimas: nitrato redutase (reduz NO3
- a NO2

-), nitrito 

redutase (NO2
- a NO), óxido nítrico redutase (NO a N2O) e a óxido nitroso redutase 

(N2O a N2) (SPANNING et al., 2007). Já no processo de nitrificação ocorre a 

oxidação da amônia (NH3) a nitrito (NO2
-), sendo a hidroxilamina (NH2OH) um dos 

intermediários. As principais enzimas desta etapa de nitrificação são: a amônia 

mono-oxigenase (converte NH3 para NH2OH), e a hidroxilamina oxidoredutase 

(converte NH2OH em NO2
-). Existem outras enzimas envolvidas no processo de 

nitrificação como a nitrito redutase e a óxido nítrico redutase (KLOTZ; STEIN 2008).  

Óxido nítrico está envolvido no crescimento, desenvolvimento e na resposta 

de defesa das plantas (LAMATTINA et al., 2003). Esta molécula sinal induz a 

produção de AIA, promovendo a formação de raízes adventícias, raízes laterais e 

pêlos radiculares, o que contribui para o melhoramento do crescimento e 

desenvolvimento das plantas (PAGNUSSAT et al., 2002). Segundo Koul e 

colaboradores (2015) existem uma forte correlação entre o metabolismo de NO e a 

biossíntese de AIA, o que sugere mecanismos de sinalização comuns entre essas 

duas vias em bactérias. 

Desta forma a identificação e seleção de bactérias PGPB produtoras de NO, 

podem auxiliar no desenvolvimento de novas tecnologias para ser utilizadas na 

agronômica. Assim, o objetivo deste trabalho é detectar bactérias produtoras de NO 

e selecionar estirpes promissoras para testes in planta que poderão ser utilizadas 

como biofertilizantes. 

Materiais e Métodos 

Material biológico: Foram utilizadas 8 diferentes estirpes de bactérias: 1) FP2 

(Azospirillum brasilense); 2) HM053 (A. brasilense); 3) SmR1 (Herbaspirillum 



 

 

seropedicae); 4) Y2 (Nitrospirillum amazonense); 5) BR322 (Rhizobium tropici); 6) 

L40 (Agrobacterium fabrum); 7) Pal5 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e 8) R5 

(Agrobacterium fabrum). 

Meio de cultivo: As bactérias foram crescidas em placas de 96 poços contendo 

meio líquido NFbHP-lactato (PEDROSA; YATES, 1984), acrescido de 10 mM de 

KNO3, a 30˚C sob 140 rpm de agitação. Após 24, 48 e 72 horas de crescimento as 

bactérias foram coletadas, centrifugadas e o sobrenadante utilizado para as 

dosagens de NO.  

Detecção de NO: A determinação de NO pelo método de Griess foi realizada 

segundo Amenta e colaboradores (2015). Já para a detecção da fluorescência as 

bactérias foram crescidas nas mesmas condições descritas acima, exceto que foi 

acrescido ao meio um captador de NO, o 2,3-diaminonaftaleno (DAN) na 

concentração de 80 µg . ml -1. Foram utilizados 2 controles (meio líquido sem 

bactéria): 1) meio NFbHP-lactato com DAN; 2) meio NFbHP-lactato sem DAN. Após 

os tempos de incubação, as bactérias foram centrifugadas e o sobrenadante foi 

depositado em uma placa de Elisa de 96 poços (própria para fluorescência) e as 

análises foram realizadas no equipamento ExpectraMax Paradigm (Molecular 

Devices) com excitação em 360 nm e emissão em 465 nm. 

Resultados e Discussão 

Através do método de Griess (1879), método colorimétrico que quantifica 

indiretamente a produção de NO, foi analisada a produção de NO pelas diferentes 

bactérias após 24, 48 e 72 horas de crescimento em meio líquido. A espécie R. 

tropici (Br322) foi a que apresentou maior produção de NO nos diferentes tempos de 

crescimento (Tabela 1). Enquanto as espécies N. amazonense (Y2) e H. 

seropedicae (SmR1) não foram capazes de produzir NO em nenhum tempo avaliado 

(Tabela 1). A. fabrum (R5) apresentou um valor baixo (11,7 µM de NO) com 24 

horas de crescimento, sendo observada ausência de produção de NO nos demais 

tempos (Tabela 1). As espécies A. brasilense (FP2 e HM053), G. diazotrophicus 

(Pal5) e R. tropici (Br322) apresentaram produção de NO com 24 horas da 

inoculação, após esse período houve um decréscimo na produção de NO para todas 

as estirpes, exceto para a Azospirillum sp (L40). Esta estirpe L40 não produziu NO 

com 24 horas de crescimento, porém com 48 e 72 horas foram detectadas 252,5 e 

142,7 µM de NO, respectivamente (Tabela 1). Essa diferença no tempo de detecção 

de NO pode estar relacionada com um perfil de crescimento diferente observado 



 

 

para a estirpe L40, porém uma curva de crescimento deverá ser realizada para 

melhor caracterização desta bactéria.  

Os resultados qualitativos de fluorescência confirmaram a formação do 

complexo fluorescente pela reação de NO com DAN. A figura 1 mostra um gráfico 

em 3D da análise de fluorescência, onde foram observados que as espécies A. 

brasilense FP2, HM053, R. tropici Br322 e G. diazotrophicus Pal5 foram as que 

apresentaram maior índice de fluorescência após a incubação com DAN, 

corroborando com os dados espectroscópicos obtidos pela reação de Greiss. 

Enquanto para as espécies H. seropedicae (SmR1), Azospirillum sp (L40), N. 

amazonense (Y2) e A. fabrum (R5) não foi observada formação do complexo NAT 

até 72 horas de crescimento, como observado por Griess para H. seropedicae 

(SmR1), N. amazonense (Y2) e A. fabrum (R5)(produção muito baixa de NO e 

apenas com 24 horas de crescimento) (Tabela 1 e Figura 1). A Azospirillum sp (L40) 

não formou o complexo fluorescente NAT após 48 e 72 horas como era esperado, já 

que foi observado a produção de NO pelo método de Griess (Tabela 1 e Figura 1). 

Esses dados deverão ser melhor investigado.  

Creus e colaboradores (2005) também observaram a produção de NO para a 

espécie A. brasilense, e concluíram que o NO produzido por esta bactéria está 

envolvido com a indução de raízes laterais em plantas de tomate. Já para o gênero 

Rhizobium a produção de NO ocorre durante o processo de simbiose entre 

Rhizobium e leguminosas desde os primeiros passos até a formação dos nódulos de 

fixação de nitrogênio (PUPPO et al., 2013). O genoma de H. seropedicae SmR1 foi 

completamente sequenciado e não foram encontrados genes que codificam enzimas 

presentes no processo de desnitrificação, como a óxido nitroso redutase (PEDROSA 

et al., 2011). Baldani e colaboradores (1986) também não encontram evidências do 

processo de desnitrificação em H. seropedicae. Esses resultados são consistentes 

com os dados obtidos em nosso trabalho.  

 

 

 

 

 



 

 

Tabela 1. Determinação de óxido nítrico pelo método de Griess (1879) para 8 
diferentes estirpes de bactérias crescidas por 24, 48 e 72 horas em meio líquido 
acrescido de 10 mM de KNO3 a 30˚C sob 140 rpm de agitação. 

Espécies e estirpes 
[µM de NO] em diferentes tempos:  

24 horas  48 horas 72 horas  

Azospirillum brasilense (FP2) 245,5 104,3 0,0 

Nitrospirillum amazonense (Y2) 0,0 0,0 0,0 

A. brasilense (HM053) 255,7 167,7 91,5 

Gluconacetobacter diazotrophicus (Pal 5) 254,7 183,7 164,5 

Rhizobium tropici (Br322) 276,3 252,7 193,7 

Azospirillum sp (L40) 0,0 252,5 142,7 

Herbaspirillum seropedicae (SmR1) 0,0 0,0 0,0 

Agrobacterium fabrum (R5) 11,7 0,0 0,0 

 

 

Figura 1. Dados de Fluorescência obtidos para os sobrenadantes das 8 diferentes 

estirpes de bactérias após 24, 48, 72 e 96h de incubação com DAN. Controles sem 

bactérias: 1) meio líquido NFBHP-lactato sem DAN (linha 5); e 2) meio líquido 

NFBHP-lactato com DAN (linha 6).  

Considerações Finais 

O trabalho traz uma nova abordagem para a detecção NO em bactérias ao utilizar o 

captador 2,3-diaminonaftaleno (DAN), o qual é um método mais sensível que a 

reação de Greiss. Além de identificar bactérias promissoras para testes in planta que 

poderão ser utilizadas como biofertilizantes na agricultura.  
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