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Identificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de

compostos inddélicos produzidos por bactérias
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Resumo: Auxinas sdo fitohorménios que desempenham papel fundamental na regulacdo dos
processos fisiologicos de plantas. Estes fitohormdnios sd@o sintetizados por bactérias e € uma
caracteristica de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). A auxina mais estudada é o
acido indolacético (AIA) e um dos precursores de sua biossintese € o triptofano, com varios caminhos
e diferentes intermediarios. Neste trabalho a producédo de auxinas foi avaliada em oito espécies de
bactérias BPCV pela deteccéo de compostos inddlicos (Cl) espectroscopicamente e pela identificacéo
e separacdo das auxinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os dados
espectroscopicos mostraram maior producéo de Cl para Agrobacterium fabrum (R5) de 59,16 ug.mL™
e para Rhizobium tropici (Br322) de 41,15 pg mL™. Dois padrdes de auxinas, além do AIA, foram
utilizados para as analises por CLAE, o indol-3-carboxialdehido e o indol-3-acetaldehido bissulfito de
sédio, os quais foram identificados nas bactérias Pal 5, L40 e R5. Um nimero maior de picos foram
encontrados para R5 do que nas demais indicando que esta bactéria produz mais de uma auxina. A
utilizacdo destas técnicas possibilitara a identificacdo, separacdo e quantificacdo de auxinas
produzidas por bactérias e também pode auxiliar nos estudos para o entendimento da interacéo
planta-bactéria.
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As rizobactérias sdo bactérias presentes no solo que habitam regibes préximas
as raizes das plantas (rizosfera). Algumas dessas rizobactérias ndo somente
beneficiam a planta com nutrientes secretados, mas também através da fixacdo
bioldgica do nitrogénio, convertem o N, em amonio, o qual € uma forma assimilavel
pelas plantas. Assim, séo consideradas como biofertilizantes (DIXON; KAHN, 2004).

A presenca de diferentes sistemas que envolvem a utilizacdo e aplicacdo de
biofertilizantes é de fundamental importancia na simbiose de bactérias do género
Bradyrhizobium e leguminosas (VARGAS; HUNGRIA, 1997). No entanto, os estudos

de outros géneros como potenciais biofertilizantes, do tipo Azospirillum,
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Gluconacetobacter, zoarcus,‘ Entrbacer, Herbaspirillum, | urkhldria |
Rhizobium tém sido extensivamente explorados (BALANDREAU, 2001)

A producéo de auxinas também é um exemplo de efeitos benéficos para a
planta. Os fitohormbnios como auxinas estdo envolvidos em alguns estagios do
crescimento e desenvolvimento da planta, como alongamento e divisdo celular,
diferenciacdo do tecido e também estdo envolvidos na interacdo planta-bactéria.
Efeitos como alteragcbes no desenvolvimento do sistema radicular na absorcédo da
biomassa pela planta tém sido relacionados principalmente a producdo de auxinas.
O &cido indolacetico (AlA) é a auxina mais importante. O triptofano é considerado o
precursor da biossintese do AIA, a adicdo deste amino acido ao meio de cultura
aumentam a producdo de AIA, sendo que é descrito que a biossintese de AIA
utilizando esse precursor pode seguir pelo menos cinco rotas de biossintese, as
quais podem produzir outras auxinas como intermediarios (RODRIGUES, 2009;
COSTACURTA, 1995). Diante disso um estudo de identificacdo e quantificacdo de
compostos indolicos produzidos por diferentes bactérias é fundamental para

entender a simbiose planta-bactéria.

Material e Métodos

Foram utilizadas 6 diferentes espécies de bactérias: 1) A. brasilense, estirpe
selvagem FP2 e o seu mutante espontaneo HMO053; 1.1) Azospirillum sp (L40), 2)
Gluconacetobacter diazotrophicus (Pal5); 3) Rhizobium tropici (Br322), 4)
Nitrospirillum amazonense (Y2); 5) Herbaspirilum seropedicae (SmR1) e 6)
Agrobacterium fabrum (R5). Estas bactérias foram crescidas em placas de 96 pocos
contendo meio liquido NFbHP-lactato (PEDROSA; YATES, 1984), acrescido de 5
mM de triptofano, a 30°C sob 140 rpm de agitagdo. Apds 72 horas de crescimento as
bactérias foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para as dosagens
espectrofotométrica (540 nm) dos compostos inddlicos totais pelo reagente de
Salkowski segundo Glickmann e Dessaux, (1995) e também para as analises por
CLAE. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

Foram utilizados os compostos padrbes para as analises por CLAE: acido
indolacético (AlA), indol-3-carboxialdehido e o indol-3-acetaldehido bissulfito. Para
as analises cromatograficas foi utilizado um equipamento CLAE da Varian ProStar. O
volume de injecdo das amostras foram de 20 pL e as inje¢cbes foram feitas de forma
automatica em um injetor automatico ProStar modelo 410. A coluna cromatografica

utilizada foi uma Kinetex C18 (Phenomenex, 4.6 x 250 mm, 5 um). O sistema de
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eluicdo foi acetonitrila/acido acético 1% em um gradiente de 59% e actoitrila |
em 30 min, 90-5% de acetonitrila em 32 min e permanece em 5% de acetonitrila até
35 min, utilizando uma bomba PorStar modelo 240. O detector utilizado foi de UV-
Vis, ProStar 310 de comprimento de onda fixo, o comprimento de onda selecionado
foi 280 nm.

Para a analise dos dados foi utilizado os valores de média simples e o desvio
padrdo (SD) das repeticbes e também para a elaboracdo dos graficos o software
Excell (Microsoft Office 2013)

Resultados e Discusséao

A dosagem dos compostos inddlicos totais utilizando o reagente de Salkowski
com deteccdo em 540 nm apresentado na Figura 1 mostrou que as bactérias R5 e
Br322 apresentaram, apds 72h de crescimento na presenca de triptofano, maior
producdo de compostos indélicos (Cl) de 59,16 e 41,15 pg.mL™. Os resultados
mostraram que a producdo de compostos inddlicos € independente da espécie da
bactéria.
Figura 1- Quantificacdo de compostos indolicos em diferentes espécies de bactéria
pelo método espectrofotométrico utilizando reagente de Salkowski.

Producéo de Compostos Indoélicos (Cl) .
70,00 - apbs 72 horas L. . Ensaio 72 horas

Espécies e estirpes
60.00 4 pe pe Média Cl ug.mL1 SD
! A. brasilense (FP2) 8,01 0,31
- 50,00 A. brasilense (HM053) 27,28 2,30
TEI 40,00 - G. diazotrophicus (Pals) 27,84 0,40
D 3900 4 Rhizobium tropici (Br322) 41,15 7,09
E ’ Nitrospirillum amazonense (Y2) 11,40 2,04
© 20,00 4 Azospirillum sp (LA0) 30,50 3,68
10,00 Herbaspirillum seropedicae (SmR1) 25,29 5,39
000 - Agrobacterium fabrum (RS) 59,16 9,54
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Para avaliar a presenca de auxinas no sobrenadante apés 72h de
crescimento da bactéria na presenca de triptofano os sobrenadantes foram
analisados por CLAE. O indol-3-carboxialdehido e o indol-3-acetaldehido bissulfito
de sédio juntamente com o acido indolacetico (AlA) foram utilizados como padrédo e
a Figura 2 apresenta os cromatogramas obtidos para as bactérias Pal 5 (Fig. 2A),
L40 (Fig. 2B) e R5 (Fig. 2C) onde foram detectados picos com mesmo tempo de
retencdo, sendo que os cromatogramas obtidos para as estirpes FP2 e SmR1 foram
muito similares a R5, onde foram observados maior quantidade de picos. Apds o
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crescimento o sobrenadante apresentou uma coloragdo marrom, a qual precisa ser
investigada, pois pode estar também ocorrendo a formagéo de pigmentos tais como
a melanina.

Figura 2 — Cromatograma obtido para as bactérias (A) Pal 5, (B) L40, (C) R5, em
vermelho, e para os padrdes indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido bissulfito

de sddio e o acido indolacetico (AlA), respectivamente em azul.

- B o) >
A @ © - < <
5 150 B ©
1 :
1.25] 0n
1 s
& 1.00|
L 075
L% 0.504 T
o~
0 E 025
[1X e 000 ok l
W 5 I S R R TR . . . ' ) '
- 5 10 15 2 2% 30
Minutos
o~
= o
1 C
b o
1.25- i &
100
0757
0.50
0.257
& s s A A
0915 T T T T T T 1
5 0] 5 2 2% 30

Considerac0fes Finais

- Foi possivel a identificacdo e quantificacdo de compostos indélicos produzidos por
6 diferentes espécies de bactérias, sendo que a producdo de auxinas pode ser
considerada estirpe-especifica.
- Estas analises sdo fundamentais para estudos abordando a interacdo planta-
bactéria assim como esta interacdo pode beneficiar a planta para ser utilizada como
biofertilizates.
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