DOSEAMENTO DE AUXINAS EM TECIDOS DE OLIVEIRA
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Embora existam plantas onde o equilibrio dos niveis internos de
reguladores de crescimento € de tal ordem que o enraizamento adventicio
ocorre espontaneamente, geralmente € necessaria a adicdo de auxina exogena
para estimular a rizogénese. Deste procedimento muito beneficiou a oliveira,
cuja multiplicagao por estaca semi-lenhosa se faz hoje de uma forma mais ou
menos generalizada através da aplicagdo basal de IBA (acido indol-3-butirico)
na concentracdo média de 3500ppm. O tipo de auxinas presentes nos tecidos
vegetais das zonas onde se pretende induzir a formagéo de raizes adventicias,
assim como a sua concentragdo relativamente aos outros reguladores de
crescimento, sdo as variaveis que mais influenciam o enraizamento. O acido
indol-3-acético (AlA) é a principal auxina natural sendo activa como indutora da
rizogénese em concentragbes extremamente baixas. Com este objectivo, as
auxinas podem ser utilizadas isoladamente ou em combinacdo, quer
adicionadas directamente ao meio de enraizamento como acontece no caso da
micropropagagao in vitro ou por imersdo basal das estacas, como acontece
nosprocessos de propagacgao tradicionais. Em qualquer dos casos, o AlA, o
AIB e o ANA (acido a-naftalenoacético) sdo as auxinas mais empregues,
sendo utilizadas em concentragbes que variam conforme a espécie e/ou
cultivar. Estes reguladores de crescimento ocorrem nos tecidos vegetais em
concentracdes muito baixas (ng.g '), juntamente com outras substancias com
propriedades cromatograficas semelhantes, o que dificulta a sua determinagao
requerendo esta uma extensiva purificacdo antes da sua quantificacdo final.
Com o objectivo de dosear os niveis de auxinas (AIA e AIB) em tecidos
vegetais de duas cultivares de oliveira comuns no Alentejo (‘Galega vulgar’ e

‘Cobrangosa’), foram realizadas extracgdes sélido-liquido e liquido-liquido



seguidas de separacao, identificagdo e quantificagdo por HPLC-DAD e LC-MS.
A seleccdo destas cultivares deveu-se ao seu comportamento antagoénico
relativamente a formagdo de raizes adventicias por estacaria semi-lenhosa.
Enquanto a cultivar ‘Galega vulgar’ se apresenta recalcitrante ao enraizamento
por este processo, com taxas de formacao de raizes adventicias que nao
ultrapassam em média os 10%, a cultivar ‘Cobrangosa’, tem mostrado
facilidade de enraizamento, apresentando taxas de sucesso superiores a 50%.
Material e Métodos

Material vegetal dopado com 250 ng L™ de AIA e AIB, foi extraido a frio e no
escuro durante 2 horas numa mistura com: i) 80% de metanol em 100 mg L™
de butylated hydroxytoluene (BHT) ou ii) 80% de acetona em 100 mg L™ de
BHT (Zin-Huang et al., 1996; Souza et al., 2003; Mori et al., 2005). O uso de
BHT serve para impedir a degradagdo das auxinas durante o processo de
extraccado das amostras. Em seguida ambas as misturas foram centrifugadas a
temperatura ambiente e o sobrenadante recolhido. Apds secagem o residuo foi
recolhido em 5 ml de BHT 100 mg L™ e o pH da mistura acertado a 3 com HCI
1M. As solugbes obtidas foram posteriormente extraidas com éter etilico,
obtendo-se uma fase orgénica e uma fase aquosa. A fase organica foi
posteriormente seca, recuperada em metanol e analisada por HPLC. Com o
objectivo de optimizar a separagdo das auxinas foram ainda realizados
simultaneamente ensaios sobre padrbes de concentragcdo conhecida.
Conclusbes

Seguido o procedimento descrito anteriormente na extracgdo de tecidos de
oliveira dopada com AIB e AlA, verificamos ser a separagao e quantificacdo de
auxinas possivel.

Dos extractantes usados a acetona mostrou ser o melhor na extraccao das
amostras dado estas se encontrarem suficientemente limpas para serem
analisadas por RP-HPLC/UV. Taxas de recuperacado superiores a 80% foram
obtidas com os padroes.
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