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Determinacion de la produccién de Melatonina e intermediarios de
su sintesis por bacterias mediante HPLC-DAD
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El gran nimero de funciones atribuidas a melatonina (MT) y su rol en la proteccion de las plantas
frente a distintas situaciones de estrés, ha inspirado nuevas investigaciones utilizando un grupo de
bacterias benéficas, conocidas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPRs,
por el inglés Plant Growth Promoting Rhizobacterias), como una posible fuente de MT. Algunos de
los intermediarios en la sintesis de MT son el L-tript6fano (Trp) y serotonina (5-HT), siendo Trp el
precursor de su sintesis. Recientemente se ha demostrado que bacterias endofiticas como
Pseudomonas fluorescens RG11 producen MT a partir de Trp y que este estimula la produccion
enddgena de MT en raices de vid. Dado que aln no se han estudiado las rutas de sintesis de MT
en bacterias, es importante determinar no solo la produccion de MT sino también de los
intermediarios de su sintesis. Este trabajo se enmarca dentro del estudio del rol de la melatonina
producida por PGPRs en la interaccién con plantas creciendo en condiciones de estrés hidrico y
salino. Nuestro objetivo fue desarrollar y validar una metodologia analitica mediante HPLC-DAD
para determinar la produccion de MT e intermediarios de su sintesis por bacterias. Para los ensayos
se utilizaron bacterias que fueron colectadas durante la fase exponencial de crecimiento. Una
alicuota de 1 mL del medio de cultivo se sonicd por 10 min y luego se centrifugdé a 13000 rpm
durante 5 min. El sobrenadante fue diluido con un volumen igual de MeOH (1:1) para la posterior
cuantificacion de los analitos. La separacion se llevé acabo inyectando 0,6 mL min*de muestra en
una columna Zorbax SB-Ag. La fase mévil binaria consistié en agua con 0,1% (v/v) de &cido férmico
(A) y acetonitrilo (ACN) (B). La longitud de onda utilizada para la deteccion fue de 280 nm. El tiempo
total de la corrida cromatogréafica fue de 12 min. Se detect6 exitosamente la presencia de MT y
triptéfano (Trp) en muestras de PGPRs. Esta metodologia permitira analizar de manera rapida y
eficaz la produccién de MT y sus intermediarios por bacterias, en plantas inoculadas sometidas a
distintas situaciones de estrés.
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