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RESUMO

O aumento populacional tem elevado a demanda global por alimentos, insumos agricolas e
solucdes sustentaveis para garantir a seguranga alimentar. Um dos maiores desafios da
agricultura moderna ¢ a dificuldade das plantas em se adaptar a estresses abidticos e
completar seu ciclo, especialmente sob salinidade, agravada por praticas inadequadas de
irrigacdo. Para manter a homeostase, as plantas ativam sinalizagdes especificas, como a
modula¢do de fitormonios, sendo o acido abscisico (ABA), um dos principais envolvidos.
Dada sua importancia nas respostas ao estresse, a quantificagdo do ABA torna-se uma
ferramenta essencial em estudos fisiologicos, entretanto, as metodologias tradicionalmente
utilizadas ainda enfrentam diversas limitagdes. Nesse contexto, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) se destaca como uma
técnica acessivel, por oferecer elevada sensibilidade, boa resolugdo e compatibilidade com
compostos termolabeis. Em vista disso, o presente trabalho visa otimizar e unificar um
método de quantificacdo de ABA por HPLC para diferentes amostras vegetais utilizando
quantidades reduzidas de folha. Plantas (Anacardium occidentale L., Solanum
lycopersicum, Vigna unguiculata € Zea mays) foram cultivadas em casa de vegetacao e
submetidas a estresse salino com NaCl 100 mM por sete dias. As folhas foram colhidas e
diferentes métodos de extragdo de ABA, incluindo solventes e estratégias de ressuspensdo
foram avaliados e os extratos analisados por HPLC utilizando diferentes fases moéveis e
fluxos. O milho apresentou o maior rendimento apos a extragdo, o que levou a sua selecao
para analises posteriores, com quatro repeticdes por tratamento. As analises de HPLC
mostraram diferencas especificas entre espécies na deteccdo de ABA e o método
demonstrou forte linearidade (R? = 0,9818) para a curva padrdo. Os niveis do fitormonio
tenderam a aumentar sob estresse salino em folhas de milho; entretanto, o teste t indicou
valor de p = 0,05, ndo evidenciando diferenga estatisticamente significante. De modo
geral, o solvente, a composi¢do e¢ o fluxo da fase moével, bem como as condi¢des
cromatograficas, foram cruciais para o desempenho, assim como a idade das amostras. As
folhas de milho apresentaram os resultados mais consistentes, evidenciando uma tendéncia
ao aumento dos niveis de ABA sob estresse salino. No entanto, analises adicionais sdo

necessarias para aumentar a reprodutibilidade e reduzir a variabilidade entre as réplicas.

Palavras chave: ABA; fitormonio; cromatografia, estresse salino.



ABSTRACT

Population growth has increased the global demand for food, agricultural inputs, and
sustainable solutions to ensure food security. One of the major challenges in modern
agriculture is the difficulty plants face in developing and surviving under abiotic stresses,
especially soil salinity, which is exacerbated by inadequate irrigation practices. To maintain
homeostasis and adapt to these conditions, plants activate specific signaling pathways,
including the modulation of phytohormones, with abscisic acid (ABA) being a key player.
Given its importance in stress responses, quantification of ABA is an essential tool in
physiological studies; however, traditional methodologies still face several limitations. In this
context, high-performance liquid chromatography (HPLC) stands out as an available
technique, offering high sensitivity, good resolution, and compatibility with thermolabile
compounds. Therefore, the present study aimed to optimize and validate a method for ABA
quantification by HPLC using small amounts of leaf tissue from different plant species.
Plants (Solanum lycopersicum, Vigna unguiculata, and Zea mays) were grown in a
greenhouse and subjected to saline stress with 100 mM NacCl for seven days. Leaves were
harvested, and different ABA extraction methods—including solvents and resuspension
strategies—were evaluated. Extracts were analyzed by HPLC using different mobile phases
and flow rates. Maize yielded the highest ABA content and was selected for further analyses,
with four replicates per treatment. HPLC analyses revealed species-specific differences in
ABA detection. The method showed strong linearity (R* = 0.9818) for the standard curve.
ABA levels tended to increase under saline stress in maize leaves. However, the t-test
indicated a p-value > 0.05, showing no statistically significant difference. Overall, solvent
choice, mobile phase composition and flow rate, as well as chromatographic conditions and
sample age, were crucial for method performance. Maize leaves exhibited the most consistent
results, indicating a trend toward increased ABA levels under saline stress. However, further

analyses are necessary to enhance reproducibility and reduce variability among replicates.

Keywords: ABA; phytohormone; chromatography, salt stress.
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1 INTRODUCAO

O aumento populacional elevou significativamente a demanda global por
alimentos, insumos agricolas e solugdes urgentes para garantir a seguranga alimentar
sustentavel (Varzakas e Smaoui, 2024). Esse cenario incita uma pressao crescente sobre os
sistemas agricolas, que precisam manter elevados niveis de produtividade, mesmo diante
de condi¢des ambientais desafiadoras (Miiller, 2025). Alguns fatores externos tém
contribuido para a limitacdo da producgdo agricola em diversas regides do mundo, tais
como as mudangas climaticas, a degradacao do solo, o uso excessivo de defensivos
agricolas e a irrigacdo inadequada (Fao, 2021; Ray et al., 2012; Tilman et al., 2002). Dito
isso, o melhoramento genético (Zhang et al., 2017), o uso de bioestimulantes (Lana;
Vasconcelos, 2015) e sistemas de irrigacdo mais eficientes (Jagermeyr et al., 2015) sdo

exemplos das tecnologias que t€m sido desenvolvidas a fim de superar esses entraves.

Um dos principais problemas encontrados na agricultura moderna ¢ a dificuldade
de desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas frente a estresses abidticos (Zhu, 2016).
Dentre os principais estresses abidticos que comprometem a produtividade agricola,
destaca-se a salinidade do solo, um problema que vem se agravando especialmente em
areas irrigadas de forma inadequada (FAO, 2021). Esse agravamento ocorre, sobretudo,
quando a irrigacdo ¢ realizada com agua de ma qualidade, ou sem manejo adequado de
drenagem, o que favorece o acumulo de sais no solo devido a evaporacdo da agua,
prejudicando a absor¢do hidrica pelas plantas. A salinizagdo ocorre devido a baixa
pluviosidade e acumulag¢do de sais soluveis no solo, causada pela alta condutividade
elétrica da agua, drenagem deficiente, excesso de fertilizantes, além de processos naturais
de intemperismo geologico (Rengasamy, 2006; Qadir et al., 2014). O aumento dos sais
altera o potencial osmoético radicular, dificultando a absor¢ao de agua e nutrientes e
afetando diretamente, assim, o metabolismo celular (Munns; Tester, 2008; Acosta-Motos
et al., 2017). Essa condi¢dao provoca na planta um estresse oxidativo, comprometendo-a
desde a germinagdo e estabelecimento da plantula até a produgdo de biomassa e frutos

(Shrivastava; Kumar, 2015).

Para garantir sua homeostase, bem como, se aclimatar ao desequilibrio causado
pelas condigdes ambientais desfavordveis, as plantas desencadeiam uma série de

sinalizagdes especificas e respostas fisiologicas complexas (Peleg; Blumwald, 2011;
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Tiwari et al., 2017), que implicam em alteracdes na expressdo de genes (Yoshida et al.,
2014), produgdo de metabodlitos primdrios e secundarios (Batista et al., 2019) e,
especialmente, na modulacdo dos niveis de fitormonios, que desempenham papéis-chave
na regulacdo de respostas ao estresse (Verma et al., 2016). Esses reguladores endogenos
atuam na sinalizacgdo celular, ativando vias de defesa, regulando o crescimento e ajustando
processos como a transpira¢do, o controle estomatico e a senescéncia foliar (Ali et al.,
2024). Além disso, podem ser usados como monitoramento de biomarcadores de estresse
(Gupta et al., 2020), que por sua vez ¢ uma técnica que tem se destacado como uma
estratégia promissora para detectar precocemente a resposta das plantas a condigdes

adversas, possibilitando intervengdes mais rapidas e precisas.

O 4cido abscisico (ABA) ¢ um importante fitormonio, sintetizado a partir de
precursores da rota dos terpenos, principalmente, em folhas senescentes (Cardoso et al.,
2020), orgdo que possui por sua vez as maiores concentragdes desta molécula. Sua
estrutura apresenta caracteristicas anfipaticas (Figura 1), desempenhando um papel crucial
na regulagdo de etapas do desenvolvimento vegetal, incluindo a inibicdo da germinacao
precoce e da transi¢cdo para a fase reprodutiva (Wei et al., 2025), a inducao de mecanismos
de dorméncia e protecdo contra desseca¢do (Zhang et al., 2022), além de participar do
acumulo de substancias de reserva, como proteinas e lipideos (Akhiyarova et al., 2021).
Ademais, o acido abscisico (ABA) esta diretamente envolvido nas respostas das plantas a
diversos estresses abidticos, especialmente aqueles que envolvem alteracdes no potencial
hidrico, como seca e salinidade. Nesses contextos, sua concentracdo tende a aumentar
significativamente, atuando como sinalizador na modulacdo de respostas fisiologicas e
moleculares que contribuem para a adaptacdo ao estresse, como a ativagcdo de genes de
tolerancia ao estresse, a inibi¢ao do crescimento radicular e a regulagao do fechamento
estomatico (Nguyen et al., 2024). Essa inibicdo do crescimento radicular em ambientes
salinos reduz a exposi¢ao das raizes a regides altamente salinizadas do solo, minimizando
o acumulo toxico de ions como o sddio (Na”) e o cloro (Cl") (Huang et al., 2021). Por outro
lado, a regulacao estomadtica ajuda a conservar agua e a controlar a entrada de ions toxicos
pela via radicular, contribuindo para a manutencdo do balango hidrico da planta sob

condigoes adversas (Haverroth et al., 2023).
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Figura 1 - Estrutura quimica do 4cido abscisico - CisH200: (ABA).

Fonte: Extraido de Mo et al. (2024), Frontiers in Plant Science.

Dada a importancia do ABA nas respostas as condi¢des ambientais desfavoraveis e
que auxiliam na sobrevivéncia da planta, sua quantificagdo ¢ fundamental para responder
perguntas chave, como por exemplo: Como o sinal ambiental altera concentragdes
endogenas do ABA? Quais a¢des consecutivas ocorrem para a aclimatagdo ao ambiente?
O entendimento do metabolismo do ABA frente a diferentes tipos de estimulos ambientais
contribuem para o entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta ao estresse
(Verslues, 2016). Além disso, a quantificagdo de reguladores enddgenos, como o ABA,
contribui para a selecdo de genotipos com melhor desempenho sob estresse, implicando
diretamente na manutencdo da produtividade em condi¢des adversas. Ao identificar niveis
criticos de ABA associados a tolerancia ou sensibilidade ao estresse, € possivel direcionar
estratégias de manejo e melhoramento genético que minimizem perdas produtivas e

otimizem a eficiéncia fisiologica das culturas. (Hossain et al., 2022).

Diversas metodologias t€ém sido empregadas para otimizar a extracdo e deteccdo
desse fitormonio, como extragdes com solventes distintos, técnicas assistidas por
ultrassom, espectrofotometria e métodos cromatograficos, geralmente acoplados a
espectrometria de massas (Lee et al., 2023; Pan et al.,, 2023). No entanto, apesar de
amplamente empregadas, tais abordagens apresentam limitagdes significativas, como alto
custo, protocolos experimentais complexos e restricdes quanto a detec¢do em larga escala
e equipamentos cada vez mais sofisticados e caros (Bordin et al., 2015; Chen et al., 2013).

Além disso, os altos niveis de complexidade das matrizes vegetais, podem interagir

12
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diretamente com o ABA comprometendo a obtencao de resultados confiaveis e precisos

(Nambara; Marion-poll, 2005).

Para a separagdo e andlise de compostos bioativos em matrizes complexas, como
extratos vegetais, a cromatografia representa uma das técnicas mais eficientes e consolidadas
na atualidade (Snyder; Kirkland; Dolan, 2011). Esse método fundamenta-se em principios
fisico-quimicos de separagdo dos componentes de uma amostra, no qual os compostos
presentes nas amostras sdo fracionados por meio de suas respectivas interacdes com a fase
estaciondria (Silva; Borges, 2017). A fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido,
enquanto a fase moével pode ser liquida ou gasosa (Figura 2), caracteristica que implica,
diretamente, no tipo de cromatografia a ser realizada (Poole, 2012). Na cromatografia gasosa,
a separagdo ocorre com uma fase movel gasosa que carrega compostos volateis por uma
coluna capilar com fase estacionaria liquida ou solida, sendo ideal para substancias
termicamente estaveis e volateis (Collins et al., 2013). Ja na cromatografia liquida, a fase
moével consiste em um liquido (d4gua, metanol, acetonitrila, hexano, dentre outros) que
permeia uma coluna preenchida com material estacionario (geralmente silica), promovendo a
separacao com base em polaridade, intera¢dao hidrofébica ou carga i6nica (Gondim; Moura;

Rocha, 2021), conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Diagrama explicativo da classificagdo dos tipos de cromatografia conforme a combinagdo entre as

fases movel e estacionaria.

Cromatografia

Liquida Gasosa
Fase movel Fase movel
.- ¢ um liquido. . .- ¢ um gas.
A N e *
' ‘\ ‘ )
] Ly I 1
! 1 ! ]
¥ ¥ ¥ ¥
liquido - liquido liquido - sélido gas - liquido gas - solido
Fases movel e estacionaria Fase movel € um liquido; fase Fase movel é um gas; fase Fase movel é um gas; fase
sdo liquidos. U estacionaria ¢ um sélido. U estacionaria ¢ um liquido. Q estacionaria ¢ um sélido.

Fonte: Elaborada pela autora.
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No contexto da cromatografia liquida, destaca-se a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC — High Performance Liquid Chromatography), na qual as interagdes
entre o analito e a fase estaciondria sdo otimizadas por meio de um controle preciso de
pressao e temperatura, possibilitando sensibilidade e resolucao na separagdo e quantificagao
de compostos (Snyder; Kirkland; Dolan, 2011), respectivamente, identificar pequenas
quantidades do analito e separar compostos semelhantes. Diante disso, a HPLC se destaca
como uma técnica indicada, especialmente, para amostras moderadamente polares e
termolabeis, como o ABA, tendo em vista a versatilidade na escolha de fases moveis,
compatibilidade com diferentes detectores e capacidade de operar em condigdes térmicas
moderadas, evitando a degradacdo do analito (Pan et al., 2023). Para que a técnica de HPLC
funcione de forma eficiente, seu sistema (Figura 3) ¢ composto por um conjunto de elementos
fundamentais, tais como o reservatorio de solventes, o sistema de bombeamento de alta
pressao, a valvula de inje¢do, a coluna cromatografica, o detector e o sistema de aquisi¢ao e
processamento de dados (Snyder; Kirkland; Dolan, 2011, conforme ilustrado na Figura 3. O
solvente da fase movel € conduzido desde o reservatorio até a coluna por meio de uma bomba
mecanica, passando previamente pelo injetor, onde a amostra ¢ introduzida no fluxo do
sistema e encaminhada para a coluna (Gondim; Moura; Rocha, 2021). A separagdo ocorre ao
longo da coluna por meio de interagdes entre analito e matriz, € os compostos eluidos sdo
detectados com base em propriedades fisico-quimicas especificas, como absorbancia,
fluorescéncia ou indice de refracdo (Borges, 2017). A informagdo gerada pelo detector ¢
convertida em um sinal elétrico, o qual ¢ processado pelo software conveniente e apresentado
na forma de um grafico denominado cromatograma que representa o sinal capturado de
acordo com o tempo de retencdo, ou seja, com a velocidade que este percorreu a coluna

(Poole, 2012).
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Figura 3 - Componentes do equipamento de HPLC (High Performance Liquid Cromatograph).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A aplicacao do método de HPLC na quantificacdo de ABA associada a uma coluna
C18 ¢ comumente utilizada dada a elevada seletividade (Fu et al., 2011), curta dura¢do das
andlises e, principalmente, pela eliminagdo da necessidade de derivatizacdo, etapa onerosa e
frequentemente obrigatoria na técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS - Gas Chromatography-Mass Spectrometry), € posteriormente a
volatilizagdo da matriz utilizando calor (Kim et al., 2019). Tendo em vista que esse
fitorménio ¢ um composto termolabil, sua exposi¢do a altas temperaturas pode causar
degradacao significativa (Taiz et al., 2017), comprometendo, assim, o processo de
identificacdo e, consequentemente, de quantificagdo do composto (Gomez-Cadenas et al.,
2014). Sendo assim, a escolha da HPLC baseia-se, principalmente, na preserva¢do da
estabilidade quimica do composto frente as diversas técnicas analiticas disponiveis que

comprometem a integridade de substancias termolabeis como o ABA (Kim et al., 2019).

Por outro lado, os métodos analiticos tradicionalmente empregados na quantificacao
de fitormdnios, como o ABA, frequentemente requerem técnicas de microextracao,
concentragdo, enriquecimento (Zhang et al., 2024), além de grandes quantidades de material
vegetal para atingir limites de detec¢do compativeis com a sensibilidade de detectores como o
espectrofotometro UV-visivel (Smith et al., 2021). Embora existam abordagens alternativas,
como ensaios imunologicos do tipo ELISA e técnicas de imunofluorescéncia, essas

metodologias apresentam limitagdes quanto a especificidade, reprodutibilidade e
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aplicabilidade em andlises quantitativas de alta precisdo. Tecnologias emergentes, como
biossensores, também vém sendo exploradas, mas ainda carecem de valida¢do para uso em
larga escala. Dessa forma, os métodos cromatograficos, especialmente quando acoplados a
espectrometria de massas, permanecem como 0s mais robustos e confidveis para a

quantificagcdo precisa de ABA em matrizes vegetais complexas.

Diante do exposto, e considerando a necessidade de métodos analiticos mais
acessiveis e compativeis com a natureza instavel de fitorménios como o acido abscisico, o
presente trabalho visa padronizar parametros do preparo das amostras, bem como de
condi¢gdes cromatograficas que podem minimizar a degradacdo do composto durante a
analise, assegurando confiabilidade nos dados obtidos por HPLC e, assim, possibilitar a
quantificagdo do ABA a partir de quantidades reduzidas de biomassa de diferentes espécies

vegetais.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Otimizar e validar um método de quantificacdo de acido abscisico (ABA) por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para diferentes amostras vegetais
utilizando pequenas quantidades de folha.

2.2 Objetivos especificos

- Selecionar e preparar amostras de diferentes espécies vegetais, para analise

de acido abscisico (ABA).

- Padronizar um protocolo de extragdao de acido abscisico (ABA) adequado a

diferentes espécies, com baixas quantidades de amostra.

- Adaptar métodos existentes de quantificacio de ABA por cromatografia

liquida de alta performance (HPLC) utilizando pouco material vegetal.

- Validar o método proposto quanto a sensibilidade, precisdo, exatiddo e

reprodutibilidade em diferentes espécies vegetais.

- Comparar os niveis de ABA analisados em milho sob estresse salino.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizadas amostras foliares de quatro espécies vegetais: Solanum lycopersicum
L. (tomateiro), Vigna unguiculata L. (feijdo-caupi), Zea mays L. (milho) e Anacardium
occidentale L. (cajueiro). As amostras de tomate, feijao e milho foram coletadas de plantas
cultivadas na casa de vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia Vegetal (LabFiVe), sob
condi¢des controladas (vermiculita e hidroponia). No que concerne as folhas de cajueiro,
estas foram obtidas de um espécime localizado no Campus do Pici, ndo pertencente a um

cultivo experimental.

3.2 Fluxograma do processo experimental

Para os procedimentos experimentais adotados no estudo foi seguido o fluxograma
(Figura 4) que ilustra os pardmetros testados para otimizar a extracdo e quantificagdo do
ABA, em amostras de material fresco de folha. Inicialmente, foi realizada a coleta em
nitrogénio liquido, bem como seu armazenamento em ultrafreezer até sua pulverizagdo onde,
em sequéncia, foram testadas condigdes variadas de extragdo, incluindo o uso de solventes
organicos distintos (metanol, metanol 80%, acetonitrila e acetonitrila 60%). Além disso,
diferentes estratégias de ressuspensdo do extrato concentrado também foram avaliadas. Apds
o processo de extracdo completo, os extratos foram analisados por HPLC, etapa na qual
avaliou-se a influéncia de diferentes composi¢des cromatograficas, fluxo (0.1 ml', 0.4 ml',
0.6 ml' ¢ 1.0 ml' ) e fase movel (metanol+acetonitrila e 4gua acidificada 0,1% com acido

acético+acetonitrila), na eficiéncia da separacdo e deteccdo do ABA.

Figura 4 - Fluxograma do processo experimental para uniformiza¢do do método de quantificacdo do ABA. 1.
Parametros alterados no processo de extracdo do ABA; 2. ParAmetros alterados no método de corrida
cromatografica.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Extracdao do ABA

Inicialmente, foram pesadas massas de 0,25 g e 0,5 g de material previamente
macerado em nitrogénio liquido, as quais foram transferidas para microtubos de 2 mL
devidamente identificadas. Em seguida, foram adicionados 1.500 pL. de solvente organico
grau HPLC em cada amostra, evitando a metabolizagdo do analito. Nessa etapa foram
testadas trés opcdes de solvente, sendo elas: acetonitrila pura, metanol puro e metanol 80%,

diluido em 4gua ultrapura.

Considerando a fotossensibilidade do ABA (Gao et al., 2016), cujos efeitos da luz
incluem oxidagdo e degradacdo estrutural do composto, todas as etapas do processo de
extragcdo foram realizadas sob condi¢des de prote¢do das amostras contra luz direta, a fim de

preservar a integridade do analito. Além disso, para esse procedimento foram testadas
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multiplas condi¢des experimentais baseadas em trés variaveis principais: o tipo de solvente
extrator, a quantidade de massa fresca foliar utilizada por amostra (0,25 g e 0,5 g) e o
solvente de ressuspensdo apds secagem do extrato metanol, metanol 80%, acetonitrila e

acetonitrila 60% (Pan et al., 2010; Fu et al., 2011).

As amostras foram entdo homogeneizadas em vortex durante 10 segundos e
posteriormente centrifugadas a 8.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi
coletado e filtrado utilizando filtros de seringa em politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilico,
com porosidade de 0,22 um, a fim de garantir a remocao completa de residuos sélidos, e
impurezas. Do extrato filtrado, 1.000 uL. foram transferidos para novos microtubos, sendo
entdo submetidos a evaporacdo completa sob vacuo em speed vacuum por aproximadamente
2 horas, até a remocao integral do solvente. Ap6s o processo de secagem, as amostras foram
ressuspendidas em 100 pL. do solvente organico grau HPLC respectivo a fase movel de inicio
da corrida cromatografica, sendo elas: metanol puro, acetonitrila pura e acetonitrila 60%,
diluida em 4cido acético 0,1% (v/v agua ultrapura). Em sequéncia, as amostras foram,
novamente, agitadas em vortex por 10 segundos e, em seguida, submetidas a rapida
centrifugacdo (spindown) para eliminacdo de bolhas e particulas remanescentes. Por fim, 80
uL do conteudo de cada amostra foram transferidos para inserts de vidro posicionados em

vials ambar e levados para injecdo no HPLC.

3.4 Identificacdo do ABA

As andlises cromatograficas foram conduzidas utilizando um sistema Shimadzu
LC-20AD Prominence acoplado a um detector UV-vis, com uma coluna C18 HR-ODS, 250
mm x 3.0 mm (Shimadzu), sendo 'C18' uma coluna de fase reversa com cadeias de 18 atomos
de carbono ligadas a silica, conferindo carater apolar e favorecendo a separacdo de compostos
ideal para compostos anfipaticos como o ABA. O equipamento foi ajustado para leituras no
comprimento de onda de 270 nm, que corresponde ao comprimento de absor¢ao do ABA.
Além disso, o0 modo de corrida foi feito utilizando eluicdo em gradiente, possibilitando a
substitui¢do gradual entre as fases moveis, a fim de garantir um tempo de retencao estavel e
picos mais definidos nas amostras testadas. Ao longo do processo de desenvolvimento do

método de corrida, foram testadas diferentes condi¢des cromatograficas, visando otimizar a
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separacao, o tempo de retengdo e a intensidade de sinal do ABA. Os testes foram baseados na
alteracdo de duas variaveis, principalmente: fluxo e fases modveis empregadas, utilizando
como base metodologias anteriormente registradas na literatura (Nakurte et al., 2012; Silva et

al., 2006).

Para o fluxo da fase movel, foram avaliadas quatro velocidades distintas: 0,1 mL/min,
0,4 mL/min, 0,6 mL/min e 1,0 mL/min, com o objetivo de verificar a influéncia destas na
resolugdo do pico cromatografico. Tais valores foram escolhidos com base em estudos
prévios que utilizaram fluxos entre 0,3 e 0,6 mL/min para quantificacdo de ABA por HPLC,
visando boa resolucgdo e sensibilidade (Qi et al., 2021; Zhang et al., 2024). As faixas extremas
(0,1 e 1,0 mL/min) foram testadas para avaliar os limites operacionais da coluna utilizada.
Quanto a composi¢do da fase mével, foram avaliadas duas combinagdes distintas, sendo elas:
(1) Metanol grau HPLC e acetonitrila 60%, diluida em acido acético 0,1% (v/v agua
ultrapura); (2) Acetonitrila grau HPLC e 4gua acidificada 0,1% (v/v acido acético). Em cada
uma das combinagdes, a troca entre os solventes foi programada no sofiware do equipamento
(LC solution), de acordo com o gradiente testado (Tabela 1). O volume de injecdo para todas
as analises foi de 30 puL, com a temperatura da coluna em 30 °C, e um tempo total de corrida
de 20 minutos por amostra. Apds as corridas com os extratos puros, foi realizada a adi¢ao de
ABA como padrdo interno nas amostras vegetais. O aumento da area e a consisténcia no
tempo de retencdo entre os cromatogramas das amostras e das amostras com padrdo interno
foram usados para a confirmagdo da deteccao do composto de interesse, descartando o efeito

matriz.

Tabela 2 - Comparacdo das diferentes combinagdes experimentais testadas para otimizacdo da extragdo e
separagdo de acido abscisico (ABA) por cromatografia liquida de alta performance (HPLC do inglés High

Performance Liquid Chromatography), utilizando amostras de milho (Zea mays).
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Tempo (min) Agua acidificada 0,1% Acetonitrila
(Concentracio) (Concentracio)

1 90% 10%

2 80% 20%

5 70% 30%

10 55% 45%

15 0% 100%
20 Parada Parada

Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Obtencao da curva padrao e quantificacio do ABA

A quantificacio do ABA foi realizada com base na curva padrdo previamente
construida a partir de solugdes preparadas em concentragdes conhecidas do fitormonio de alta
pureza analitica (90769-25MG; (+)-Abscisic acid; Supelco). O padrao foi previamente
solubilizado em acetonitrila grau HPLC para preparo da solugdo estoque concentrada de
ABA (100 ng/mL), e mantida sob refrigeracdo a 4 °C, protegida da luz, a fim de preservar a
estabilidade do analito. A partir da solucdo estoque de ABA (100 ng/mL), foi preparada uma
solucao intermediaria de 10 ng/mL, a fim de reduzir erros de pipetagem durante o preparo dos
padrdes mais diluidos. A curva de calibracao foi composta por dez pontos: 0; 0,5; 1; 2; 3,5; 5;
7,5; 10; 17,5 e 25 ng/mL. As solucdes de 0 a 10 ng/mL foram obtidas por dilui¢des seriadas
da solucdo intermediaria (10ng/mL), enquanto os pontos de 17,5 e 25ng/mL foram
preparados diretamente a partir da solugdo estoque (100 ng/mL). Todas as diluigdes foram

realizadas com acetonitrila grau HPLC, totalizando 1 mL por ponto da curva.

Cada solugdo foi homogeneizada em vortex, transferidos 100 pL para inserts em
vials e, em seguida, injetadas no sistema HPLC, utilizando volume de inje¢dao de 30 puL. A
curva padrao foi construida a partir da relacdo entre a area dos picos cromatograficos e as

concentracdes pré-estabelecidas. Assim, a inclinagdo da reta foi utilizada para determinar a
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equacdo linear y=ax+b, bem como o coeficiente R* para verificar a confiabilidade do

modelo.

Para investigar diferengas na concentragdo ABA em condigdes de estresse foram
analisadas quatro amostras de milho submetidas a 100 mM de NaCl por 15 dias e quatro
amostras de milho em condigdes controladas (Clark, 1975), totalizando, oito amostras. As
analises foram baseadas na comparacdo das areas dos picos cromatograficos correspondentes
ao ABA, obtidas a partir dos cromatogramas gerados pelo sistema HPLC, e posterior

realiza¢ao de um teste t de Student (t > 0.05) utilizando o software Microsoft Excel®.
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4 RESULTADOS

4.1 Comparativo das altera¢des no método de quantificacio do ABA

Nas andlises de 1 a 4 (0,25g), independentemente das alteracdes entre os solventes de
ressuspensao e fluxos de 0,1 e 0,4 mL/min, ndo foi observado pico correspondente ao ABA
(pico ndo detectavel), bem como, foi percebido um tempo de retencdo muito curto (Tabela 2).
Nas andlises 5 ¢ 6 (0,25g), o aumento do fluxo para 0,6 mL/min resultou na formagdo de
picos baixos e distorcidos, demonstrando melhora parcial na resposta, mas sem uma
resolucdo satisfatoria. As andlises 7 e 8 (0,25g), com o fluxo mais elevado de 1,0 mL/min,
voltaram a apresentar tempo de retencao curto e auséncia de sinal detectavel, sugerindo perda
de eficiéncia na separacdo. A utilizagdo de 0,5 g de massa foliar nas analises 9 e 10 promoveu
alteracdes consideraveis na resposta cromatografica, sendo o ensaio 10 o que apresentou o
primeiro pico de resolucao razoavel, ainda que alargado, o que indica identificagio do ABA
em maior quantidade, mas com baixa resolug@o. Os ensaios 11 a 14 tornaram a ser realizados
com 0,25g de massa foliar e mantiveram as demais condic¢des, entretanto, o solvente de
extragdo foi alterado para metanol 80%, e os fluxos de 0,4 a 0,6 mL/min foram, novamente,
testados, porém os picos permaneceram baixos e distorcidos, sem melhoria significativa. Por
fim, a andlise 15, que utilizou acetonitrila como solvente de extracdo e ressuspensao,
juntamente com alteracdo das fases moveis utilizadas, sendo estas compostas por agua
acidificada 0,1% e acetonitrila, foi a Uinica amostra a apresentar um pico bem definido,
indicando que a alteracdo das fases mdveis apresentou um impacto significativo no potencial
de separagao da molécula. Diante disso, esse método de extragao e parametros de corrida
foram considerados com o melhor desempenho cromatografico entre todos os testes

realizados e utilizados nas analises subsequentes.
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Tabela 2 - Comparacdo das diferentes combinagdes experimentais testadas para otimizacdo da extracdo e
separacdo de acido abscisico (ABA) por cromatografia liquida de alta performance (HPLC do inglés High

Performance Liquid Chromatography), utilizando amostras de milho (Zea mays).

Solvente de | Massa Solvente de Fase movel Fluxo Observacoes
Ne extracio Foliar | ressuspensio (ml/min)
(8
1 Metanol 0,25 Metanol Metanol + 0,1
Acetonitrila 60%
2 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,1
Acetonitrila 60%
3 Metanol 0,25 Metanol Metanol + 0,4
Acetonitrila 60%
4 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0.4
Acetonitrila 60%
5 Metanol 0,25 Metanol Metanol + 0,6 Pico baixo e
Acetonitrila 60% nao definido
6 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,6
Acetonitrila 60%
7 Metanol 0,25 Metanol Metanol + 1,0
Acetonitrila 60%
8 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 1,0
Acetonitrila 60%
9 Metanol 0,5 Metanol Metanol + 0,6 Pico baixo e
Acetonitrila 60% nao definido
10 Metanol 0,5 Acetonitrila Metanol + 0,6 Pico médio e
Acetonitrila 60% nao definido
11 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,4 Pico baixo e
80% Acetonitrila 60% nao definido
12 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,4 Pico baixo e
80% Acetonitrila 60% nao definido
13 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,6 Pico baixo e
80% Acetonitrila 60% nao definido
14 Metanol 0,25 Acetonitrila Metanol + 0,6 Pico baixo e
80% Acetonitrila 60% nao definido
15 | Acetonitrila 0,25 Acetonitrila Agua acidificada 0,6

0,1% + Acetonitrila

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: As observagdes referem-se a qualidade do pico cromatografico obtido sob cada condigdo. "Pico

ndo detectavel” indica auséncia de sinal detectavel; "pico baixo e ndo definido" refere-se a sinal fraco com
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formato assimétrico; “pico definido” corresponde ao melhor desempenho observado, com sinal bem definido

e centrado no tempo de retengao esperado para o ABA.
4.2 Curva padrao e equacio da reta

A curva padrdo apresentou uma relagdo linear entre concentragdes conhecidas de
ABA que variaram de 0 a 25 ng/mL e a é4rea do pico cromatografico de cada uma das
amostras (Figura 5). A andlise dos cromatogramas indicou o aumento da area dos picos de
acordo com o aumento da concentragdo com um tempo de retengdo em torno de 4,8 minutos.
A equacgdo da reta foi Y = 226951x+121618, com coeficiente de determinagdo (R?) igual a
0,9818, indicando excelente linearidade e que a func¢do pode ser usada confiavelmente para
calculo de concentragdo (R? > 0.95). O valor de R? permite a quantificagdo precisa do ABA

nas amostras, bem como, garante confiabilidade ao método (Figura 6).

Figura 5 - Cromatogramas sobrepostos das solu¢des padrdo de ABA em diferentes concentragdes.

uV

500000
400000
300000
200000
100000

Datat

Data2

Data3

Pt T » |- Datad

0 - 1 - Data5

Datag

Data?

Datag

Data9

-100000 Datall

4.25 4.50 4.75 5.00 525 5.50
min

Fonte: Elaborada pela autora.
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Legenda: Data 1 - Ponto 1 (0 ng/ml) ; Data 2 - Ponto 2 (0,5 ng/ml) ; Data 3 - Ponto 3 (1,0 ng/ml) ; Data 4 -
Ponto 4 (2,0 ng/ml) ; Data 5 - Ponto 5 (3,5 ng/ml) ; Data 6 - Ponto 6 (5,0 ng/ml) ; Data 7 - Ponto 7 (7,5 ng/ml) ;
Data 8 - Ponto 8 (10,0 ng/ml) ; Data 9 - Ponto 9 (17,5 ng/ml) ; Data 10 - Ponto 10 (25,0 ng/ml).

Figura 6 - Representacdo grafica da curva padrdo de ABA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda :Curva padrio do acido abscisico (ABA) obtida a partir de concentragdes crescentes 0; 0,5; 1; 2; 3,5;

5;7,5;10; 17,5 e 25 ng/mL do fitorménio (Eixo X) e area do pico cromatografico (Eixo Y).

4.3 Obtencao de cromatogramas e quantificacio do ABA em diferentes plantas

Amostras de diferentes vegetais foram extraidas de acordo com a combinacdo de
métodos citada anteriormente (Tabela 1). Os cromatogramas obtidos para as diferentes
espécies vegetais revelaram variagdes significativas na resposta cromatografica a separacao
do ABA, antes e ap6s a co-inje¢cdo do padrdo de acido abscisico (ABA). Em folhas de
Anacardium occidentale (cajueiro), nao foi observado um pico compativel com o tempo de

retencdo do ABA na amostra pura, € mesmo apds a co-injecdo o sinal permaneceu fraco e
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sobreposto a interferentes, indicando, assim, concentracao extremamente baixa do fitormonio
ou forte inibi¢do causada pelo efeito da amostra (Figura 7A e 7B). Nas amostras de folhas de
Vigna unguiculata L. (feijao-caupi), o cromatograma inicial apresentou perfil desorganizado,
com diversos picos fora do tempo de retencao esperado; apds a co-injecao com o padrao, foi
observado um pico compativel com o ABA, mas ainda sobreposto a interferéncias,
possivelmente agravadas pela imaturidade das folhas utilizadas (Figura 7C e 7D). Em
Solanum lycopersicum (tomate), observou-se um pico discreto no tempo de retengdo
caracteristico do padrdao, porém com area muito baixa, a co-inje¢do resultou em aumento
expressivo da intensidade, confirmando a presenga do composto, entretanto em baixa
concentracdo (Figura 7E e 7F). Por fim, em Zea mays (milho), foi identificado o melhor
desempenho cromatografico, com pico aparente, no tempo de retencdo esperado, embora
apresentado com um eixo de base fora do desejado. Apos a co-injegdo, identificou-se um pico
de ABA mais intenso ¢ bem definido (Figura 7G e 7H). No entanto, mesmo com bom
desempenho, ¢ notdrio a interferéncia da matriz vegetal, dificultando a separagdo total do

sinal do ABA.
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Figura 7 - Cromatogramas representativos da deteccdo de acido abscisico (ABA) por HPLC nas diferentes

espécies vegetais analisadas, antes e depois da co-injegdo com o padrdo de ABA.
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Legenda: A) Amostra de caju; B) Amostra de caju com adi¢do de padrio interno; C) Amostra de feijao; D)

Amostra de feijao com padréo interno; E) Amostra de tomate; F) Amostra de tomate com padrio interno; G)
Amostra de milho; H) Amostra de milho com padrdo interno; Entre as espécies avaliadas, apenas tomate

(Solanum lycopersicum) e milho (Zea mays) apresentaram pico cromatografico correspondente ao de ABA.

4.4 Comparacio entre plantas de milho sob salinidade

As amostras de milho submetidas ao estresse salino apresentaram significativas
alteracdes morfologicas, tipicas de estresse abidtico, como sinais visiveis de estresse, reducao
do crescimento vegetativo, menor desenvolvimento radicular e amarelecimento das folhas,
quando comparadas as plantas controle (Figura 8). Contudo, ao analisar as areas dos picos
cromatograficos de ABA, ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos (teste t >

0.05).

Figura 8 - Comparagdo visual entre plantas de milho (Zea mays) cultivadas em condi¢des controle e sob estresse

salino induzido por NaCl (100 mM).

Controle NaCl 100 mM

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 9 - Representagdo grafica da diferenca estatistica entre amostras de milho (Zea mays) cultivadas em

condigdes controle e sob estresse salino induzido por NaCl (100 mM).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Nao foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos (teste t = 0,8512).
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5  DISCUSSAO

A diversidade entre as metodologias existentes para quantificacio de ABA ¢ uma
questdo notavel na literatura (Nakurte et al., 2012; Pan et al., 2010; Zhang et al., 2024; Mo et
al., 2024). Fato esse que reflete tanto a complexidade das matrizes vegetais, caracterizadas
por uma grande diversidade de compostos organicos, como fendlicos, aguicares, pigmentos e
lipidios (Pan et al., 2010; Novak e Ljung, 2014), quanto a necessidade de variagdo nos
métodos cromatograficos para identificar com precisdo cada uma delas. Com base nisso,
mudancas nas técnicas de extragdo, escolha de solventes utilizados na etapa de ressuspensao,
alteracdo nas fases moveis e condigdes de corrida variam significativamente entre artigos,
refletindo diretamente na eficiéncia e sensibilidade do método (Forcat et al.,2008; Zhang et

al., 2024).

Durante a etapa de extragdo, a escolha do solvente revelou-se um pardmetro
importante para a resolucao do pico, dado o potencial extrator de cada um e afinidade pelo
fitormodnio. A utilizagdo de acetonitrila grau HPLC como solvente principal, tanto na extragdo
quanto na ressuspensdo, apresentou maior eficiéncia, quando comparada ao uso de metanol
ou misturas hidroalcoolicas. Essa observagdo ¢ amplamente embasada na literatura por
estudos que destacam a acetonitrila como solvente superior na extragdao de fitormdnios devido
a sua menor polaridade e maior compatibilidade com fases méveis comumente utilizadas em
HPLC (Pan, 2015; Forcat, 2016). Além disso, foi observada uma melhora significativa na
resolu¢do dos picos cromatograficos ao utilizar uma fase movel composta por dgua ultrapura
acidificada com acido acético 0,1% (v/v), em gradiente com acetonitrila, quando comparada
ao uso de metanol em gradiente com acetonitrila 60%. Essa escolha metodologica foi
fundamentada em estudos que revelam que o metanol, apesar de amplamente utilizado como
componente de fase mével, apresenta elevada forga eluente, o que pode reduzir o tempo de
retencdo do ABA, comprometendo a separagcdo adequada do composto em meio a uma matriz
complexa (Santner, 2015; Novak, 2016). A utilizacdo de uma fase inicial menos organica,
como a agua acidificada, seguida de um aumento gradual da concentragdo de acetonitrila,
demonstra maior retencdo do ABA na coluna, ¢ a melhora na separagdo dos analitos,
possibilitando a obten¢do de picos mais definidos e com maior reprodutibilidade (Liu, 2017).
Sendo assim, o uso de um método de gradiente equilibrado, no que concerne a polaridade e

forca eluente demonstrou-se mais satisfatorio para a andlise cromatografica do ABA.
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No que diz respeito a quantificagdo do ABA enddgeno, a construcdo da curva padrao
foi um aspecto primordial para garantir a precisdo do método. Embora a literatura aponte
valores superiores a 0,99 como ideais para métodos cromatograficos de quantificacio
hormonal (Zadraznik, 2021), a curva construida apresentou boa linearidade (R* = 0,9818)
entre a faixa de concentracao de 0,5 a 25 pg/mL, bem como, foi construida sem a exclusdo de
nenhum ponto experimental, o que garante e representatividade dos dados, o que também
pode ser observado pela sobreposicdo dos picos obtidos (Figura 5). Ademais, a reta linear
obtida permite a quantificacdo confidvel do ABA nas amostras vegetais avaliadas,

mantendo-se dentro de um padrao aceitavel de qualidade analitica.

As diferencas observadas entre as espécies vegetais analisadas foram de extrema
relevancia para a escolha dos parametros utilizados no método de extragdo e corrida do ABA.
No caju, foi observada auséncia de pico detectavel do ABA, tanto na amostra pura, como na
amostra com o padrao interno, resposta essa que pode ser atribuida principalmente a
complexidade da matriz vegetal (Alves et al., 2023). As folhas do caju apresentam elevada
concentragdo de compostos secundarios, como flavondides e outros metabolitos
antioxidantes, além de uma estrutura celular complexa, com alto teor de lignina, que
dificultam a extracdo eficiente do fitormdnio (Rodrigues, 2020). De forma similar, o feijao
também demonstrou auséncia de pico detectavel do ABA, isso pode ter sido influenciado pela
idade das folhas utilizadas um fator influente nesse resultado. Folhas jovens tendem a
apresentar maiores teores de compostos fendlicos, agiicares soliveis e outras substancias que
atuam como interferentes na extragdo e na deteccao do fitorménio (Zhou, 2017), além de
menor concentracdo de ABA enddgeno, maior atividade enzimadtica e estrutura celular menos
organizada, o que pode dificultar a liberagdo eficiente do ABA. Dessa forma, a auséncia de
sinal detectavel refor¢a a importancia da padronizagdo do estagio de desenvolvimento das
folhas. J& o tomate e o milho apresentaram picos detectaveis de ABA, entretanto, com
intensidades distintas. No tomate, a matriz vegetal menos lignificada e com menor
complexidade favoreceu a recuperacdo do fitormonio, facilitando sua extracdo e andlise
cromatografica (Miiller, 2020). No entanto, a baixa massa foliar utilizada na extracdo, bem
como a presenca de variados compostos secundarios, comprometem a intensidade do sinal
detectado. Ja no milho, embora a mesma massa tenha sido empregada, a intensidade do pico
foi consideravelmente maior. Isso pode ser atribuido a maior concentragdo endégena de ABA
nas folhas de milho e a composi¢do da matriz, que favorece a extragdo do horménio e reduz a

interferéncia de compostos supressores de sinal (Zhou, 2017). Nesse contexto, ¢ importante
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ressaltar que a utilizacdo de pequenas quantidades de massa foliar impde limitagdes a
aplicacdo de ajustes baseados exclusivamente no aumento da biomassa. No caso do tomate,
apesar de apresentar pico com linha de base estavel, a intensidade do sinal de 6 mAU sugere
que o acréscimo de massa seja capaz de intensificar o sinal (Kanno et al., 2010), entretanto,
essa estratégia nao se alinha a proposta metodoldgica do trabalho. Em contrapartida, embora
a amostra de milho, tenha apresentado eixo de base fora do padrao desejado, a intensidade do
sinal na faixa de ~ 300 mAU indica que a distor¢cao observada na base do pico pode ser
corrigida por meio do aprimoramento do método cromatografico (Gao et al., 2016), como
etapas de purificagdo mais intensas, sem a necessidade de alterar a quantidade de amostra,
caracteristica que se adequa melhor a abordagem sugerida no presente estudo. Portanto, as
diferengas na resposta cromatografica entre as duas espécies, mesmo sob mesmas condi¢des
de extragdo, massa foliar e corrida, refletem as particularidades fisiologicas e quimicas de
cada planta, evidenciando a importancia de se considerar a natureza da matriz vegetal na

interpretacdo dos resultados.

O comportamento de plantas de milho (Zea mays) submetidas a salinidade ¢ cercado
por uma diversidade de efeitos amplamente relatados na literatura (Zorb. et al., 2019), como
alteragdes morfologicas, redugdo no crescimento vegetativo, inibicdo da absor¢do de
nutrientes e aumento de fitormodnios relacionados ao estresse, como o ABA (Nguyen et al.,
2024). No entanto, apesar da diferenga visual marcante entre as plantas de milho sob estresse
salino e o grupo controle, a andlise das areas dos picos cromatograficos de ABA ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos (teste t > 0.05), sugerindo que
o estresse salino ndo promoveu um aumento detectivel do fitormonio (Figura 9). Tal
resultado pode estar relacionado a limitagdo do sistema de deteccdo (UV- Visivel) do
equipamento utilizado, o qual pode ter comprometido a capacidade de quantificagdo de ABA

em baixas concentragdes (Duan. et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a otimiza¢do de um método eficiente para a detecgdo de
ABA em Zea mays (milho) e Solanum lycopersicum (tomate), demonstrando aplicabilidade
em matrizes vegetais com caracteristicas fisioldgicas distintas. A escolha do solvente com
potencial extrator ideal, o ajuste na fase movel utilizada e a determinagdo das condi¢des de
corrida, revelaram-se fatores determinantes no bom desempenho do método. Além disso, a
linearidade obtida na curva padrdo, associada a boa reprodutibilidade dos picos em espécies
como milho e tomate, garantiu a confiabilidade do protocolo aplicado. A aplicagdao do
método a amostras de milho submetidas ao estresse salino, comparadas ao grupo controle por
meio de teste t de Student, ndo revelou diferengas estatisticamente significativas na
concentragdo de ABA, sugerindo que, nas condi¢des analisadas, o estresse ndo induziu
acimulo detectavel do fitormonio. Ademais, a auséncia de pico detectavel em amostras
foliares de caju e feijdo, indicam limitacdes relevantes no tocante a complexidade das
diferentes matrizes e ao estdgio de desenvolvimento foliar, refor¢ando a necessidade de
ajustes especificos para cada tipo de material vegetal. Esses resultados evidenciam que,
mesmo sob condi¢gdes padronizadas, a resposta cromatografica pode variar significativamente
devido as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas peculiares de cada amostra. Embora o
método tenha se mostrado eficiente para a detec¢do do ABA em diferentes espécies vegetais,
sua capacidade de quantificacdo ainda foi limitada, possivelmente em fungdo da baixa
sensibilidade do detector utilizado. Diante disso, recomenda-se que estudos futuros explorem
estratégias de purificagdo, para remog¢do de interferentes, principalmente para matrizes mais
complexas, bem como o uso de detectores mais sensiveis ou métodos acoplados, como
LC-MS, para aumentar a seletividade e reduzir os limites de detec¢do em espécies com baixa
concentracdo do fitormonio. Ademais, a avaliagdo de diferentes estagios de desenvolvimento
foliar e a ampliagdo do numero de espécies analisadas podem fornecer uma visdo mais

abrangente da dindmica do ABA em tecidos vegetais.
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