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Resumo

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica
reconhecida pela sua capacidade de fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN) em associacdo com a cultura de cana-de-acucar. Além da FBN,
a producdo de auxinas tem sido considerada como um fator adicional
na promocao do crescimento desta cultura. Neste estudo, foi descrita
uma metodologia para a identificacdo e quantificagdo de compostos
inddlicos presentes no sobrenadante de Gluconacetobacter
diazotrophicus, crescida em meio liquido, utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e extracdo em fase
sélida (SPE). Com esta metodologia foi possivel realizar a detecgao
por HPLC de acido indol piravico no sobrenadante de G.
diazotrophicus sugerindo que a rota do IPyA foi utilizada na
biossintese de AlA condicdes testadas.

Termos para indexacdo: bactéria diazotrofica, auxina, HPLC,
Salkowski, AIA



Abstract

Gluconacetobacter diazotrophicus is an endophytic diazotrophic
bacteria known by its capacity to fix nitrogen en association with
sugarcane crop. Besides that, auxin production has been considered
as an additional factor involved in growth promotion of this crop. In this
study we described a methodology for identification and quantification
of indol compounds in the supernatant of Gluconacetobacter
diazotrophicus, grown in liquid media, using the high performance
liquid chromatography (HPLC) and Solid Phase Extraction techniques.
The detection of IpyA in the G. diazotrophicus supernatant by this
HLPC methodology suggest that Indole-3-pyruvuic acid pathway is
responsible for IAA biosynthesis in this conditions.

Key-words: diazotrophic bacteria, Auxin, HPLC



Introducao

A producédo de auxinas € uma caracteristica comum observada em
bactérias associativas promotoras do crescimento vegetal. A auxina
bacteriana esta envolvida na interagcao entre a planta e a bactéria,
sendo os efeitos nesta associacdo variaveis podendo ser observado
desde uma interagdo patogénica como no caso de Agrobaterium
fumefasciens a uma interacdo benéfica como em espécies do género
Azospirillum (PATEN e GLICK, 1995; COSTACURTA e
VANDERLEYDEN, 1996; SPAEPEN et al., 2007). Em Azospirillum os
efeitos resultantes da inoculagcdo, tais como, as alteracbes no
desenvolvimento do sistema radicular, na absorcdo de nutrientes e no
acumulo de biomassa pela planta, tém sido relacionados
principalmente a produgao de auxinas (BASHAN e LEVANONY, 1990;
DOBELLAERE et al., 1999). Deste modo, estudos que propiciem um
melhor entendimento sobre a biossintese deste fitormbénio e sua
funcdo na interacao planta-bactéria devem ser enfatizados.

A biossintese de AlA ocorre a partir do aminoacido L-triptofano, sendo
descrito em bactérias a existéncia de pelo menos cinco rotas de
biossintese utilizando este precursor, as quais sdo nomeadas pelos
seus intermediarios, como indol-3-acetamida (IAM), indol-3-acetonitrila
(IAN), indol-3-piruvato (IPyA), triptamina (TAM) e oxidase da cadeia
lateral do triptofano (TSO) (PATEN & GLICK, 1995; WOODWARD e
BATEL, 2005; SPAEPEN et al., 2007). Além destas, também foi
observado a presenca de uma rota independente de triptofano em
Azospirillum (PRINSEN et al., 1991) (Figura 1).

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988) é uma bactéria endofitica de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum) de grande importancia para o crescimento
desta cultura devido principalmente aos beneficios derivados da
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (MUTHUKUMARASAMY et al.,
2002; BALDANI, J. e BALDANI, V. 2005). Além da contribuicdo
resultante da FBN, a inoculagdo com mutantes defectivos na
capacidade de fixar nitrogénio (nif’) mostrou que a promocido do
crescimento da cana-de-acgucar por G. diazotrophicus pode envolver
outros mecanismos. Dentre estes, a producao de acido-3-indol acético
(AlA) tem sido considerada como este fator adicional; entretanto,
poucos estudos tém enfatizado a biossintese de AIA nesta bactéria
(SEVILLA et al., 2001).
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Figura 1: Rotas e enzimas envolvidas na biossintese de AIA em bactérias (Adaptado de PATTEN
e GLICK, 1996).

Uma das etapas iniciais em estudos com bactérias produtoras de
auxinas é a deteccdo destes compostos na cultura bacteriana. O
método colorimétrico com o reagente de Salkowski (GORDON e
WEBER, 1951) tem sido muito utilizado em estudos de detecgéo e
quantificacdo de auxinas em bactérias devidas principalmente a sua
praticidade, rapidez, especificidade e eficiéncia (SAWAR e KREMER,
1995; GLICKMANN e DESSAUX, 1995). Este método tem sido
aplicado em ensaios de rotina para a deteccao de auxinas no
sobrenadante da cultura, sendo bastante util também para estimar a
producdo de compostos inddlicos ja que com a utilizacdo de uma
curva de calibracdo a quantidade de compostos inddlicos totais na
amostra pode ser obtida.

Para um estudo mais especifico onde se pretende conhecer a
identidade dos compostos inddlicos presentes na mistura, tornam-se
necessarias técnicas cromatograficas, tais como, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Esta técnica permite além da
separacao dos compostos inddlicos, a identificagcdo e quantificacao de
cada um dele destes por comparacao entre os tempos de retengao na
coluna de padrbes sintéticos destes compostos inddlicos, analisados
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por pelo menos duas fases moveis diferentes com construcido de
curvas de calibragdo para cada um dos padrdes. Além disso, a técnica
de extracdo em fase soélida (SPE) é uma forma de eliminar a matriz
indesejavel das amostras que contém substratos do meio de cultura e
outros interferentes, realizando uma Ilimpeza das amostras e
concentrando os analitos que sdo encontrados muito diluidos no meio
de cultura. Portanto, o uso destas técnicas é imprescindivel quando se
pretende estudar a biossintese de auxinas em bactérias ja que por
meio destas analises os intermediarios das vias biossintéticas podem
ser separados, identificados e quantificados.

Este trabalho descreve, portanto, uma metodologia de extracao,
identificacdo e quantificacdo de compostos indélicos, produzidos pela
bactéria G. diazotrophicus, utilizando HPLC.

Material e Métodos

A identificacdo dos compostos inddlicos da amostra foi obtida pela
comparacao entre os tempos de retencdo dos compostos nos
cromatogramas das amostras com os cromatogramas de padrbes de
compostos inddlicos sintéticos. Para isto, 12 padroes de compostos
inddlicos sintéticos foram analisados nas mesmas condigdes de
analise da amostra (Tabela 1).

Para as analises, os 12 compostos foram pesados e dissolvidos em
solvente orgéanico exceto o triptofano o qual foi dissolvido em agua
com adicdo de gotas de NaOH 1 M até a completa solubilizagao,
sendo posteriormente preparada uma mistura contendo 20 ug de cada
um deles.

No estabelecimento das condicbes cromatograficas, esta mistura foi
analisada por dois métodos diferentes: um gradiente com de
acetonitrila:agua acida (agua milliQ com 1% de acido acético, pH 3,0) -
Método 1 e gradiente com metanol: tampéao fosfato (Na,HPO,4.H,O e
Na,HPO,, pH 7,0) - Método 2.
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Tabela 1: Padrées de compostos inddlicos sintéticos.

Antranilato ANT
L-triptofano TRP
Acido-3-Indol Acético AlA
Acido-3- Indol Latico ILA
Indol-3-Etanolamina ou Triptamina TAM
Indol-3-Acido Propiénico IPA
Indol-3-Acetamida IAM
Indol-3-Acido Pirtivico IPyA
Indol-3-Acido Butirico IBA
Indol-3-Etanol ou Triptofol TOL
Indol-3-Acetonitrila IAN
Indol IND

ApOs estabelecimento do melhor sistema de solvente procedeu-se a
padronizacdo do sistema de extracido. Para isso, foram avaliados dois
tipos de cartuchos de extracdo em fase solida ou Solid Phase
Extraction (SPE; Phenomenex): (1) SPE-Strata™-X, 500 mg/6 ml, 33
um e (2) SPE-C18, 500 mg/6 ml, 33 um. A mistura de compostos
inddlicos (20 ug/cada) foi adicionada a 20 ml de meio LGI-P
(DOBEREINER et al., 1995) e, imediatamente submetida a extragéo.
Antes do carregamento da amostra, o cartucho foi ativado com 20 ml
de metanol e equilibrado com 10 ml de tampéao fosfato pH 7,0 ou agua
acida (conforme o sistema de solvente). Apos estas etapas foi
adicionado em cada cartucho de SPE 10 ml do meio LGI-P contendo
os compostos inddlicos a serem extraidos. Em seguida, o cartucho foi
lavado com 10 ml de tampao fosfato pH 7,0 ou agua acida. Os
compostos inddlicos retidos no cartucho foram eluidos com 10 ml de
metanol e, em seguida, concentrados sob vacuo (Centrivap
concentrator, Labconco) a 37°C até 1 ml de volume (Figura 2).

Para a quantificacdo foram preparadas solucdes-padrdo com cinco
diferentes concentracbes de cada padrdo de composto inddlico e
analisadas por HPLC. As unidades de area obtidas sob os picos em
cada ponto (concentragao) dos padrdées de compostos inddlicos foram
utilizadas para construir curvas de calibracdo e, as equacbes
originadas destas curvas foram utilizadas para calcular a quantidade
do respectivo composto nas amostras de sobrenadante das culturas
bacterianas.

12
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Figura 2: Extracdo de compostos indélicos utilizando o sistema de extragdo em fase solida (SPE).
*O tampéo de equilibrio e lavagem pode ser alterado conforme o sistema de solventes utilizado.
**Na analise do sobrenadante da cultura a quantidade de amostra carregada no cartucho foi 20 m/

Para a analise de auxinas produzidas por G. diazotrophicus a estirpe
selvagem PAL5" foi cultivada em meio LGI-P liquido na presenca ou
auséncia de L-triptofano (100 ug.ml™) sob agitacdo constante de 200
rom a 30°C. Apos 16 e 60 horas de cultivo foram coletadas aliquotas
de 20 ml de cultura. Estas amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 8.228 xg e 4°C e o sobrenadante obtido foi imediatamente
utilizado para a extracdo dos compostos inddlicos conforme descrito
acima utilizando um cartucho de SPE Strata-X™.

Os extratos metandlicos contendo os compostos indélicos foram
concentrados em centrifuga evaporadora a vacuo até o volume de 1
ml e analisados em uma coluna Luna C-18 (30 cm x 3,9 mm, tamanho
da particula 5 um, tamanho do poro 100 A, area de superficie 440 m?/g
Phenomenex) utilizando o equipamento de HPLC LC10-A (Shimadzu).
Aliquotas de 50 ul foram injetadas e eluidos em um gradiente de
acetonitrila:agua acida pH 3,0 (vol:vol) em 60 minutos (Figura 3A) e
um gradiente de metanol:tampao pH 7,0 (vol:vol) em 40 minutos
(Figura 3B) nas seguintes condi¢gbes cromatograficas: temperatura de
injecdo 25°C, volume de injegdo 50 ul, fluxo de 0,5 mi/minuto,
deteccao por ultravioleta a 254 nm e pressao de 2200 psi.
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Figura 3: Condigdes de analise por HPLC com o Método 1 (gradiente de acetonitrila: agua MilliQ
acida pH 3,0) e com o Método 2 (gradiente de metanol:tampéo fosfato pH 7,0).

Resultados e Discussao

A identificacdo dos compostos inddlicos no sobrenadante de G.
diazotrophicus foi realizada por comparacao com o tempo de retencao
de auxinas sintéticas utilizando as mesmas condicbes de
cromatografia. Assim, uma mistura de 12 compostos inddlicos
(precursores e intermediarios das rotas de biossintese de AIA
conhecidas) foi analisada por HPLC utilizando dois sistemas de fase
movel, conforme descrito na secdo material e métodos. Cada um dos
compostos foi posteriormente injetado separadamente e por
comparagcdo entre os tempos de retencdo o0s mesmos foram
identificados possibilitando estabelecer o tempo de retencdo de cada
composto da mistura (Tabela 2).
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Tabela 2: Tempo de retencdo de 12 compostos inddlicos observado
pela analise por HPLC utilizando duas condicbes de fase moével
(Método 1 e Método 2 )*

Antranilato ANT 22,74 8,19
L-Triptofano TRP 8,93 13,46
Acipo-3-INDoL ACETICO AlA 27,33 14,43
Indol-3-Acido Latico ILA 23,35 15,18
Triptamina TAM 5,74 17,36
Acido-3-Indol PirGvico IPyA 26,43 (IPyA_b) 18,56 (IPyA_a)
Indo-3-Acido Pirtivico IPyA 30,95 (IPyA b’) 27,39 (IPyA b)
Indol-3-acido Propidnico IPA 31,27 20,40
Indol-3-Acetamida 1AM 20,73 21,88
Indol-3 Acido Butirico IBA 33,96 24,86
Indol-3-Etanol ou Triptofol TOL 27,26 28,48
Indol-3-Acetonitrila IAN 34,82 30,00
Indol IND 38,037 32,04

* Método 1, gradiente de acetonitrila:adgua acida; Método 2, gradiente de metanol: tampéo. IPyA —
ver descri¢do no texto.

A separacgao de todos os compostos com o eluente A nio foi possivel,
mesmo apods serem testados diferentes gradientes de acetonitrila e
agua acida (Figura 4). Os compostos AlA e TOL apresentaram nestas
condicdes o tempo de retencdo muito similares (~27,3 min) ndo sendo
possivel separa-los. Nestas condi¢des, o IPyA apresentou dois picos
com tempo de retencédo de 26,43 (IPyA_b) e 30,95 minutos (IPyA_b).
Os compostos IPyA b e IPA que apresentaram um tempo de retengao
de 30,95 e 31,27 minutos de retencao, respectivamente, ndo puderam
ser separados nas condicdes testadas.

Nas analises com metanol e agua em pH 7,0, os 12 compostos
inddlicos da mistura foram separados, apresentando picos isolados e
unicos, com excecao do IPyA que apresentou dois picos com tempo
de retencédo de 18,56 (IPyA_a) e 27,39 minutos (IPyA _b) (Figura 4).
Uma nova analise foi feita apods dissolver o IPyA cristalizado
diretamente na mistura com os 12 compostos inddlicos, nas mesmas
condicdes cromatograficas, para confirmar a identidade do pico com
tempo de retencdo de 27,39 minutos, sendo observado por esta
analise um aumento na intensidade do pico IPyA b. Uma solugao
fresca de IPyA e dos demais compostos foi preparada e
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imediatamente analisada, porém o perfil cromatografico desta nova
mistura foi similar ao da mistura anterior (Figura 4).

Eluente A Elyente B

(254 v

Absorblncia

Tempo de reterclo {min) Ternpo de retenglo (min)

Figura 4: Perfil cromatogréfico de 12 compostos indélicos analisados por HPLC com um gradiente
de acetonitrila:agua acida (Método 1) e um gradiente de metanol:tamp&o fosfato (Método 2) como
fase movel. Para as abreviagées verifique a tabela 1.

Como observado por Schwarz e Bitancourt (1960) a presenca de dois
picos de IPyA € uma evidéncia do equilibrio entre as formas cetdnica e
endlica deste composto que é quebrado durante a cromatografia
quando os dois tautdmeros sao separados. Além disso, o IPyA em
solucido aquosa pode ser decomposto em diferentes compostos, como
sera apresentado mais adiante. Apesar disto, o Método 2 foi
estabelecido como o mais apropriado para as analises posteriores, ja
gue nesta condicao todos os doze padrdes puderam ser separados.

A mistura destes padrbées foi adicionada ao meio LGI-P e
imediatamente submetida a extracdo com os cartuchos SPE-StrataX e
SPE-C18, conforme detalhado no material e métodos. Apds a extragao
e a analise com o Método 2 foi possivel observar que o processo de
extragdo tornou o pico de todos os compostos mais definidos
permitindo, deste modo, uma analise qualitativa e quantitativa das
amostras com o Método 2 (Figura 5).
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Figura 5: Perfil cromatografico de doze compostos indélicos analisados por HPLC com gradiente de
metanol:tampdo como fase movel, apds extragdo com os cartuchos SPE-C18 (A) e SPE-StrataX

(B).

A quantificagcdo de cada composto permitiu observar que na amostra
submetida a extracdo com o cartucho SPE-StrataX maior quantidade
de compostos inddlicos foi recuperada, com excecao dos compostos
TOL, IAN e IND, que apresentaram maior quantidade na amostra
extraida com o cartucho SPE-C18 (Figura 5, tabela 3). De um modo
geral, o cartucho SPE-strataX recuperou maior quantidade de
compostos indolicos (64%), que o SPE-C18 (39%) (Tabela 3).

Estes experimentos preliminares permitiram determinar as condigdes
para extracdo e separacdo de auxinas do sobrenadante de G.
diazotrophicus, sendo desta forma, estabelecidas para todas as
analises a extracdo com o cartucho SPE-StrataX e a separacao por
HPLC utilizando como fase mével um gradiente de metanol:agua pH
7,0, como descrito na secdo material e métodos.

As andlises de HPLC da estirpe selvagem (PAL5") de G.
diazotrophicus foram realizadas com 16 e 60 horas de crescimento na
presenca e auséncia de L-triptofano. Foi observada uma expressiva
alteracdo da coloragdo da cultura na presenca do triptofano
principalmente ap6és 60 horas de cultivo (Figura 6). O perfil
cromatografico do sobrenadante da estirpe PAL5' crescida em meio
LGI-P na presencga de triptofano € apresentado na Figura 7.
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Tabela 3: Quantificacdo de doze compostos indolicos analisados por
HPLC apds extragcao com os cartuchos SPE-C18 e SPE-StrataX.

SPE-C18 SPE-StrataX

Quantidade recuperada

Antranilato 1,9 9,4 22,1 110,3
L-Triptofano 7,8 6,5 45,9 38,2
Acido-3-Indol Acético 2,5 12,7 22,5 112,5
Indol-3-Acido Latico 13,3 66,7 15,3 76,4
Triptamina 7.1 35,5 11,0 55,0
Indol-3-Acido Propiénico 5,0 24,9 14,8 74,0
Indol-3-Acetamida 13,0 64,8 19,4 97,1
Indol-3 Acido Butirico 15,2 75,9 15,0 75,0
Indo-3-Acido Pirtvico 7,7 38,3 11,1 55,6
Indol-3-Etanol ou Triptofol 23,8 118,9 16,6 83,0
Indol-3-Acetonitrila 18,9 94,6 13,8 68,8
Indol 17,4 86,9 9,7 48,6
Total obtido 133,56 39,3 2171 63,9

* Os compostos foram analisados por HPLC com um gradiente de metanol:tampéo (Método 2),
conforme descrito no material e meétodos. *A porcentagem (%) foi calculada em relagdo a
quantidade inicial de 20 ug.ml' de cada composto, ou 120 ug.mt" no caso do triptofano, e um total
de compostos indélicos de 340 ug.ml.

LGIP com TRP LGIP sem TRP
¥ O w

1000 mi
VIDROLABOR

Figura 6: Cultura de G. diazotrophicus apos 60 horas de cultivo na presencga e auséncia de L-
triptofano sob agitagédo (200 rpm) e 30°C.
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Figura 7: Perfil cromatografico do sobrenadante da estirpe PALST apds 16 e 60 horas de
crescimento em meio LGI-P na presenga de L-triptofano analisados por HPLC com (a) gradiente de
acetonitrila:agua acida (eluente A) ou com (b) gradiente de metanol:tampéo (eluente B) como fase
movel, apos extragdo com o cartucho SPE-StrataX, conforme descrito na se¢do material e
métodos. Para as abreviages verifique a tabela 1.

Pelo menos trés compostos inddlicos principais foram detectados no
sobrenadante da estirpe PAL5": o ILA, o IPyA e o AIA. O ILA
apresentou um tempo de retencao de 14,43 minutos nas analises com
Método 2 e foi detectado principalmente nas amostras obtidas apods 60
horas de crescimento (Figura 7). O AlA foi identificado nas amostras
de 16 e 60 h de crescimento, mas apresentou maior quantidade nas
amostras com 60 h de cultivo. O IPyA, apresentou dois picos nas
analises de 16 h com o Método 2 , os quais foram identificados como
IPyA_a (18,56 min) e IPyA b (27, 39 min), sendo que somente o
IPyA_b permaneceu nas analises feitas com 60 h. A confirmagao da
identidade deste composto pela analise com o Método 1, evidenciou a
presenca de dois picos com o mesmo tempo de retencao do IPyA
(26,43 e 30,95 min) e adicionalmente um pico com tempo de retencao
de aproximadamente 14 minutos. Este pico esteve presente somente
nas analises feitas com 16 h. O mesmo foi observado para o pico do
IPyA_a na analise com o Método 2 . Assim, pode-se sugerir que este
composto identificado com Método 1 corresponde ao IPyA a nas
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analises com o eluente B. Adicionalmente dois compostos (picos X e
Y) foram detectados com Método 2 e também como o eluente A. Estes
compostos nao representam nenhum dos compostos inddlicos
utilizados como padrbes e permanecem ainda nao identificados.

A deteccao do IPyA e o produto de sua reducédo (ILA) no sobrenadante
de PAL5" confirmam que G. diazotrophicus utiliza a rota de
biossintese de AIA via IPyA. A ocorréncia da rota do IPyA em G.
diazotrophicus foi sugerida por Fuentes-Ramirez et al. (1993) e Lee et
al. (2004), apds a detecgao dos compostos inddlicos ILA, IAAld, TOL e
AlA no sobrenadante desta bactéria, embora o IPyA nao tenha sido
detectado nestes estudos. Portanto, os resultados obtidos mostram
que a principal rota de biossintese de AIA em G. diazotrophicus é a via
do IPyA ja que os intermediarios de outras rotas de biossintese
conhecidas (TAM, IAM e IAN) n&o foram identificados em nenhumas
das analises realizadas.

A biossintese de AIA em G. diazotrophicus mostrou ser dependente da
presenca do triptofano no meio de cultura. O perfil cromatografico de
amostras obtidas apds 60 horas de crescimento da estirpe PAL5' na
auséncia de triptofano é muito similar ao perfil apresentado pelo meio
de cultura LGI-P nao inoculado, caracterizado pela auséncia de picos
(Figura 8).

LGIP sem TRP/N&o-inoculado LGIP sem TRP/Inoculado com PALST LGIF com TRP/N&o-Inoculado
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Figura 8: Perfil cromatografico do sobrenadante da estirpe PALST na auséncia de triptofano, e do meio
de cultivo LGI-P (com e sem triptofano) analisados por HPLC com um gradiente de metanol: tampé&o
(Método 2) como fase movel, apés extragdo com o cartucho SPE-StrataX, conforme descrito na
sec¢do material e métodos. Para as abreviages verifique a tabela 1.

Os resultados destas analises de HPLC sao semelhantes aos
resultados anteriormente reportados por Lee e colaboradores (2004),
que detectaram os compostos indol-3-acido carboxilico (ICA), ILA,
TOL e AIA no sobrenadante de G. diazotrophicus apds 4 dias de
crescimento em meio LGI-P com 100 pg. ml™ de triptofano.
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A quantificacdo por HPLC de auxinas produzidas pela estirpe de G.
diazotrophicus esta apresentada na tabela 4. No sobrenadante da
estirpe PAL5' foi encontrado cerca de 3 pg.ml”" de triptofano no meio
de cultura apos 60 horas de crescimento, o que mostra que este
aminoacido foi metabolizado por esta bactéria para a producido de
auxinas (Tabela 9). A quantidade de AIA detectada no sobrenadante
de PAL5" foi 6 ug.ml™" e 13 pg.ml™" nas amostras de 16 e 60 horas de
crescimento, respectivamente. Quantidades semelhantes foram
reportadas por Lee e colaboradores (2004) que observaram entre 5 a
7 ug.ml” de AIA no sobrenadante de G. diazotrophicus apés 4 dias de
crescimento em condi¢gdes similares as utilizadas em nossos ensaios.
A quantidade total de auxinas no sobrenadante da estirpe PALS apds
60 horas de crescimento foi 120 ug.ml™ pela quantificagdo por HPLC
sendo 54% representado pelo IPyA b (Tabela 4).

A metodologia de extracio utilizada no presente estudo foi eficiente na
recuperagao de compostos indolicos e, como seu procedimento requer
pouca manipulacido das amostras, isto pode ter contribuido para
elevada quantidade de auxinas detectadas. Muitos destes compostos
podem ser degradados durante a manipulacdo, em especial o IPyA
que, por ser um composto muito instavel, ndo tem sido detectado em
estudos anteriores com G. diazotrophicus (FUENTES-RAMIREZ et al.,
1993; LEE et al., 2004).

Tabela 4: Analise quantitativa por HPLC de auxinas produzidas pela
estirpe selvagem de G. diazotrophicus apés 16 e 60 horas de
crescimento em meio de cultivo LGI-P com triptofano.

16 horas PAL5" 4,0 24,9 5,7 nd 38,5 36,6 84,8

60 horas PAL5T 6,4 34 13,1 35,8 nd 65,4 120,7
* Calculada pela equagdo de regressdo linear de uma curva de calibragdo com 0s respectivos
compostos indolicos analisados por HPLC. @ O valor total foi obtido pela soma da quantidade dos
compostos detectados, exceto o TRP. nd, ndo detectado.
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Figura 9: Analise quantitativa por HPLC de auxinas produzidas pela estirpe selvagem de G.
diazotrophicus apds 16 e 60 horas de crescimento em meio de cultivo LGI-P com triptofano.
Contribuigdo de cada composto em porcentagem para o total de compostos (conforme tabela 4).

Conclusoes

e O cartucho SPE Strata-X (Phenomenex) foi o mais eficiente na
extracdo de compostos inddlicos da solu¢cdo aquosa (meio LGI-P)

e O Método gradiente de metanol:tampéao fosfato pH 7,0 foi o mais
apropriado na separacao dos compostos indolicos

e A presenca de IPyA no sobrenadante de G. diazotrophicus sugere
que a rota do IPyA foi utilizada na biossintese de AIA condicbes
testadas.

e A biossintese de AIA em G. diazotrophicus foi dependente da adicao
de L-triptofano ja que na auséncia deste, o perfil cromatografico néo
apresentou picos evidentes.
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