IV Congrresso de -

Ensino, Pesquisa ©
e Enensafq da UEG |

Deteccéo de dxido nitrico produzido por microrganismos

Karina F. D. N. Santos® (PG)*, Marilene Silva Oliveira® (PG), Railane Monteiro de Paula’ (IC),
Claudia C. G. Martin-Didonet" (PQ)

e-mail: kabiomol@gmail.com

1Cé\mpus De Ciéncias Exatas E Tecnoldgicas — CCET, BR 153 n°3105 - Fazenda Barreiro do Meio,
Anépolis - GO, CEP 75132-903.

Resumo: Bactérias promotoras de crescimento de planta sdo potenciais biofertilizantes devido a
vérias caracteristicas como: fixagcao biologica de nitrogénio, producéo de fitormdnios e producdo de
oxido nitrico (NO), entre outras. Este Ultimo é um importante mensageiro secundario em plantas com
um papel central nas vias de sinalizacdo para o crescimento e desenvolvimento da raiz. Assim, o
objetivo deste trabalho € identificar bactérias produtoras de NO, através do método de Griess
associado com a deteccdo do 2,3-diaminonaftaleno (DAN) por fluorescéncia, o qual ao entrar em
contato com NO forma um complexo fluorescente (NAT). A producdo 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 producdo de NO nos diferentes
tempos de crescimento, enquanto a N. amazonense (Y2) e H. seropedicae (SmR1) ndo foram
capazes de produzir NO. Esses resultados corroboram com as andlises de fluorescéncia do NAT.
Esta estratégia de estudo permitird monitorar bactérias em diferentes ambientes, quanto a produgéo
de NO para elaboracédo de novas tecnologias para a utilizacdo na agricultura.

Palavras-chave: Rizobactérias. Biofertilizantes. 2,3-diaminonaftaleno (DAN).

As rizobactérias que estabelecem interacdo positiva com a raiz sao
denominadas de bactérias promotoras de crescimento da planta ou PGPB (Plant
Growth Promoting Bacteria), e sdo promissoras como biofertilizantes na agricultura
sustentavel (VESSEY, 2002). As PGPB podem promover o crescimento das plantas
diretamente através da fixacdo bioldgica do nitrogénio, disponibilizando nutrientes
presentes no solo (solubilizam fésforo e ferro) e pela producéo de fitorménios como
acido indol acético (AlA), giberilina e citocinina que induzem mudanc¢as morfolégicas
e fisiologicas das raizes promovendo o crescimento vegetal. Ainda podem atuar
indiretamente reduzindo os efeitos negativos de patégenos (DOBBELAER,;
VANDERLEYDEN; OKON, 2003; GLICK 2012).

Os beneficios da aplicacdo de biofertilizantes sdo amplamente reconhecidos na
simbiose de leguminosas com bactérias do género Bradyrhizobium (VARGAS;
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HUNGRIA, 1997). No entanto, outros géneros de bactérias Azosirill, |
Gluconacetobacter, Azoarcus, Enterobacter, Herbaspirillum, Burkholderia e
Rhizobium também s&o potenciais biofertilizantes e por isso tém 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 sdo responsaveis pelo processo de
nitrificacdo-desnitrificacdo, sendo o oOxido nitrico ou nitric oxide (NO), um
intermediario obrigatdrio nestes processos. No processo de desnitrificagdo ocorre a
reducdo do nitrato (NO3) a nitrito (NO2), NO, e 6xido nitroso (N2O) a nitrogénio
gasoso (N;), envolvendo as enzimas: nitrato redutase (reduz NOjz a NOy), nitrito
redutase (NO, a NO), 6xido nitrico redutase (NO a N,O) e a 6xido nitroso redutase
(N2O a N;) (SPANNING et al.,, 2007). J& no processo de nitrificacdo ocorre a
oxidacdo da amonia (NHs3) a nitrito (NO;), sendo a hidroxilamina (NH,OH) um dos
intermediarios. As principais enzimas desta etapa de nitrificacdo sdo: a amonia
mono-oxigenase (converte NHsz para NH,OH), e a hidroxilamina oxidoredutase
(converte NH,OH em NO). Existem outras enzimas envolvidas no processo de
nitrificacdo como a nitrito redutase e a 6xido nitrico redutase (KLOTZ; STEIN 2008).

Oxido nitrico esta envolvido no crescimento, desenvolvimento e na resposta
de defesa das plantas (LAMATTINA et al., 2003). Esta molécula sinal induz a
producdo de AIA, promovendo a formacdo de raizes adventicias, raizes laterais e
pélos 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 correlacdo entre o metabolismo de NO e a
biossintese de AlA, o que sugere mecanismos de sinalizacdo comuns entre essas
duas vias em bactérias.

Desta forma a identificacdo e selecdo de bactérias PGPB produtoras de NO,
podem auxiliar no desenvolvimento de novas tecnologias para ser utilizadas na
agron6mica. Assim, o objetivo deste trabalho é detectar bactérias produtoras de NO
e selecionar estirpes promissoras para testes in planta que poderdo ser utilizadas
como biofertilizantes.

Materiais e Métodos

Material biolégico: Foram utilizadas 8 diferentes estirpes de bactérias: 1) FP2
(Azospirillum brasilense); 2) HMO053 (A. brasilense); 3) SmR1 (Herbaspirillum
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seropedicae); 4) Y2 (Nitrospirillijm amonense); 5) BR322 (Rhizoim toii) ) |
L40 (Agrobacterium fabrum); 7) Pal5 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e 8) R5

(Agrobacterium fabrum).

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

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

KNO3, a 30°C sob 140 rpm de agitacao. Apos 24, 48 e 72 horas de crescimento as

bactérias foram coletadas, centrifugadas e o0 sobrenadante utilizado para as

dosagens de NO.

Deteccdo de NO: A determinacdo de NO pelo método de Griess foi realizada

segundo Amenta e colaboradores (2015). Ja para a deteccdo da fluorescéncia as

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

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

concentracdo de 80 pg . ml . Foram utilizados 2 controles (meio liquido sem
bactéria): 1) meio NFbHP-lactato com DAN; 2) meio NFbHP-lactato sem DAN. Apés
os tempos de incubacéo, as bactérias foram centrifugadas e o sobrenadante foi
depositado em uma placa de Elisa de 96 pocos (prépria para fluorescéncia) e as
andlises foram realizadas no equipamento ExpectraMax Paradigm (Molecular

Devices) com excitacdo em 360 nm e emissao em 465 nm.

Resultados e Discussao

Através do método de Griess (1879), método colorimétrico que quantifica
indiretamente a producédo de NO, foi analisada a producéo de NO pelas diferentes
bactérias apos 24, 48 e 72 horas de crescimento em meio liquido. A espécie R.
tropici (Br322) foi a que apresentou maior producdo de NO nos diferentes tempos de
crescimento (Tabela 1). Enquanto as espécies N. amazonense (Y2) e H.
seropedicae (SmR1) ndo foram capazes de produzir NO em nenhum tempo avaliado
(Tabela 1). A. fabrum (R5) apresentou um valor baixo (11,7 uM de NO) com 24
horas de crescimento, sendo observada auséncia de producdo de NO nos demais
tempos (Tabela 1). As espécies A. brasilense (FP2 e HM053), G. diazotrophicus
(Pal5) e R. tropici (Br322) apresentaram producdo de NO com 24 horas da
inoculacao, apos esse periodo houve um decréscimo na producédo de NO para todas
as estirpes, exceto para a Azospirillum sp (L40). Esta estirpe L40 ndo produziu NO
com 24 horas de crescimento, porém com 48 e 72 horas foram detectadas 252,5 e
142,7 uM de NO, respectivamente (Tabela 1). Essa diferenca no tempo de deteccao
de NO pode estar relacionada com um perfil de crescimento diferente observado
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para a estirpe L40, porém umé curva e crescimento dever er raliapr |
melhor caracterizacao desta bactéria.

Os resultados qualitativos de fluorescéncia confirmaram a formacédo do
complexo fluorescente pela reagcdo de NO com DAN. A figura 1 mostra um grafico
em 3D da andlise de fluorescéncia, onde foram observados que as espécies A.
brasilense FP2, HM053, R. tropici Br322 e G. diazotrophicus Pal5 foram as que
apresentaram maior indice de fluorescéncia apos a incubacdo com DAN,
corroborando com os dados espectroscopicos obtidos pela reacdo de Greiss.
Enquanto para as espécies H. seropedicae (SmR1), Azospirilum sp (L40), N.
amazonense (Y2) e A. fabrum (R5) nédo foi observada formacdo do complexo NAT
até 72 horas de crescimento, como observado por Griess para H. seropedicae
(SmR1), N. amazonense (Y2) e A. fabrum (R5)(producdo muito baixa de NO e
apenas com 24 horas de crescimento) (Tabela 1 e Figura 1). A Azospirillum sp (L40)
nao formou o complexo fluorescente NAT apds 48 e 72 horas como era esperado, ja
que foi observado a producédo de NO pelo método de Griess (Tabela 1 e Figura 1).
Esses dados deverdo ser melhor investigado.

Creus e colaboradores (2005) também observaram a producao de NO para a
espécie A. brasilense, e concluiram que o NO produzido por esta bactéria esta
envolvido com a inducao de raizes laterais em plantas de tomate. Ja para o género
Rhizobium a produgdo de NO ocorre durante o processo de simbiose entre
Rhizobium e leguminosas desde os primeiros passos até a formacao dos nédulos de
fixacdo de nitrogénio (PUPPO et al., 2013). O genoma de H. seropedicae SmR1 foi
completamente sequenciado e nao foram encontrados genes que codificam enzimas
presentes no processo de desnitrificagdo, como a 6xido nitroso redutase (PEDROSA
et al., 2011). Baldani e colaboradores (1986) também n&o encontram evidéncias do
processo de desnitrificacdo em H. seropedicae. Esses resultados sdo consistentes
com os dados obtidos em nosso trabalho.
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Tabela 1. Determinacdo de o6xido nitrico pelo método de Griess (1879) para 8
diferentes estirpes de bactérias crescidas por 24, 48 e 72 horas em meio liquido
acrescido de 10 mM de KNO3 a 30°C sob 140 rpm de agitagao.

[UM de NOJ] em diferentes tempos:
24 horas 48 horas 72 horas

Espécies e estirpes

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 1427
Herbaspirillum seropedicae (SmR1) 0,0 0,0 0,0
Agrobacterium fabrum (R5) 11,7 0,0 0,0

Figura 1. Dados de Fluorescéncia obtidos para os sobrenadantes das 8 diferentes
estirpes de bactérias apés 24, 48, 72 e 96h de incubacdo com DAN. Controles sem
bactérias: 1) meio liguido NFBHP-lactato sem DAN (linha 5); e 2) meio liquido
NFBHP-lactato com DAN (linha 6).

Consideracgdes Finais

O trabalho traz uma nova abordagem para a deteccao NO em bactérias ao utilizar o
captador 2,3-diaminonaftaleno (DAN), o qual € um método mais sensivel que a
reacdo de Greiss. Além de identificar bactérias promissoras para testes in planta que
poderdo ser utilizadas como biofertilizantes na agricultura.
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