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Introducao

Fitohormbénios sdo compostos estruturalmente
diversos e importantes para a regulacdo de varios
processos fisiolégicos em plantas, incluindo
desenvolvimento, reprodu¢do, crescimento e
respostas para estresses bidticos e abiodticos.
Devido a baixa concentragdo nas plantas (10° a 10°®
mol.L™")', sua diversidade em estruturas quimicas e
propriedades fisico-quimicas, o desenvolvimento de
um método Unico para determinacdo de hormonios
€ um desafio. Alguns métodos de identificacdo
necessitam de varias etapas de extragdo/separagao
e nao possibilitam a andlise destes compostos
simultaneamente, aumentando o tempo de analise e
0 risco de perda destes produtos. Duas técnicas
importantes, baseadas em métodos cromatograficos
acoplados a um espectrometro de massas(LC-MS
ou GC-MS), tem sido utilizadas para a determinagéo
dos niveis de fitohormoénios. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer uma metodologia eficiente
para a extracdo e quantificagdo simultadnea dos
principais hormdnios em diferentes plantas e tecidos
vegetais.

Resultados e Discussao

Os horménios foram extraidos de folhas, caule e
raizes de cana-de-agucar, bem como de folhas de
fafia e soja. Para isso, seguiu-se a metodologia
descrita por FORCAT et al’(2008) com
modificagdes. Cerca de 110 mg de tecido fresco foi
macerado em nitrogénio liquido seguida da adi¢ao
de 400 pl de solucao extratora
(metanol:isopropanol:acido acético 20:79:1). As
amostras foram agitadas em vortex (4 vezes por 20
segundos), sonicadas (5 minutos) e mantidas em
banho de gelo (30 minutos). Apds centrifugagéo
(13000g,10 min a 4°C), 350 pul do sobrenadante foi
coletado para novo tubo. Ao pellet resultante repetiu-
se 0 processo de extracao e, em seguida, junto-se
0s sobrenadantes. Uma ultima centrifugacao
(20000g, 5min a 4°C) foi realizada para remocéo de
restos de tecido em suspensé&o. 5l do extrato foram
injetados no sistema LC-MS ( Cromatografia Liquida
de Ultra Performance - modelo 1200 Infinity series -
acoplado a Espectrbmetro de Massas tipo
Quadrupolo Sequencial - modelo 6430 Agilent). A
fase movel consistiu em: (A) acido férmico 0,1% em
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agua e (B) acido formico 0,1% em acetonitrila em
um gradiente de tempo/%B de: 0/5; 11/60; 13/95;
17/95; 19/5; 20/5. A analise dos horménios foi feita
no modo MRM (multiple reaction monitoring) e
monitorou-se as massas do ion precursor/fragmento
estabelecidas mediante testes de fragmentagéo de

cada molécula: Zeatina(220/136), Etileno-ACC
(102,1/56,2), ABA(263/153), AIA(176/130),
SA(137/93), GA3(345/142.9),JA (209/59),

GA4(331/213; 331/243) e o normalizador interno
NAA (185/141). Foi feita uma curva de calibragéo
utilizando os respectivos padrdes para a obtengao
da quantificacdo absoluta de cada horménio. Os
dados gerados foram analisados na plataforma
MassHunter para obtengcdo da area dos picos e
tempo de retencdo de cada hormonio em cada
amostra. Os resultados das analises em folhas de
cana-de-agucar mostraram picos definidos para a
maioria dos hormdnios analisados (exceto GA3).
Além do mais, as amostras, quando submetidas a
estresse hidrico, variaram o conteudo dos
hormdnios exatamente como relatado em estudos
fisiologicos. Da mesma forma, ocorreu para os
horménios analisados em caule e raiz mas nem
todos horménios puderam ser detectados.
Possivelmente os horménios n&o detectados, ou
estdo ausentes no tecido ou em concentragao
abaixo do limite de detecgdo. Os testes realizados
em folhas de soja e fafia confirmaram a eficiéncia do
método em plantas diversas.

Conclusoes

Devido a multiplicidade de fungbes e da complexa
interacdo entre os hormonios vegetais, quantifica-los
abre caminho para um melhor entendimento da
fisiologia vegetal. O método otimizado nesse estudo
vem de encontro ao objetivo e permite a analise de
multiplos horménios vegetais em apenas uma
injecdo de amostra.
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