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RESUMO

Estudos anteriores revelaram que extratos obtidos de partes aéreas de crotalaria
exercem efeito bioestimulante. O objetivo desse trabalho foi testar duas técnicas de
extracdo das substancias ativas de duas espécies de crotalaria, a Crotalaria
spectabilis (CS) e a Crotalaria ochroleuca (CO) visando um maior rendimento. O
melhor método de extragcdo com base na recuperacédo de glicose e acidos fendlicos
foi 0 de maceragédo do material vegetal em meio aquoso, sob agitacao por 4 horas,
guando comparado com a sonicacdo da suspensdo vegetal por diferentes tempos e
poténcias. Os extratos exerceram forte efeito bioestimulante em A. hybridus, mas
ndo em Zea mays, possivelmente devido as diferencas anatbmicas e fisiol6gicas
entre as mono e as eudicotiledoneas.

INTRODUCAO

Os estresses de natureza abidtica ou bibtica presentes no campo impedem
gue as culturas expressem o maximo potencial produtivo. Dentre as solucdes
disponiveis para melhorar a resiliéncia das cuturas aos estresses esta a aplicagédo
de bioestimulantes. Um bioestimulante é qualquer composto natural que, quando
aplicado nas plantas, sementes ou rizosfera, estimula processos fisiolégicos da
cultura, melhorando a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes e/ou a tolerancia aos
estresses. Estudos anteriores revelaram que os extratos das partes aéreas de
Crotalaria spectabilis estimulam o desenvolvimento de algumas espécies, indicando
um potencial uso como bioestimulante (Wagner, 2021). Para essa finalidade é
desejavel que uma maior quantidade de substancias ativas sejam extraidas do
material vegetal. As técnicas classicas para extracdo sao a extragdo com o Soxhlet,
maceracao e extracdo sequencial com solventes de diferentes polaridades, tais
como diclorometano, hexano, acetato de etila, butanol, além da agua (Azmir et al.,
2013). Uma técnica alternativa é a extracao ultrassonica, na qual o material triturado
em uma suspensao € submetido a ondas sonoras de frequéncias superiores a 20
kHz, por meio de um sonicador. Essas ondas promovem agitacdo da solucéo,
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dissociando a parede e outras partes celulares, o que pode aumentar a eficiéncia
de extracdo de alguns compostos. (Azmir et al., 2013). Assim, 0 objetivo desse
trabalho foi comparar a eficiéncia da extracdo dos compostos ativos de duas
espécies de crotalaria, a C. spectabilis e C. ochroleuca por dois métodos
considerados de tecnologia verde, isto €, sem residuos quimicos ou de qualquer
natureza sintética. Os efeitos do extrato obtido com maior rendimento foram
testados sobre a Amaranthus. hybridus e Zea mays.

MATERIAIS E METODOS

Obtencédo do extrato aquoso de CS e CO: Os extratos aquosos de CS e CO
foram obtidos por dois métodos: 1) pela utilizacdo de um sonicador de ponteira
ultrassonica (Ultronique- QR 800 W) no qual a razao solido/liquido foi de 1:25, isto €,
4 g de palhada seca finamente triturada das partes aéreas de CS ou CO para 100
mL de agua destilada. Foram ajustadas as variaveis de poténcia do equipamento e
tempo de extracao, entre 30 e 70% e 2 a 8 min, respectivamente; 2) pela maceragéo
e extracdo do material vegetal em solucdo aquosa e agitacdo da suspensdo por
varias horas numa agitadora orbital (Tecnal TE-0532). Foi utilizada a mesma razéo
soélido/liquido de 1:25. Amostra de 40 g de palhada seca de CS ou CO foram
adicionadas a 1L de agua destilada e mantidas por 4 h, sob agitacdo constante (200
rom). Em ambas as técnicas os extratos foram filtrados em gaze, centrifugados a
3000 g, a 4°C, e o sobrenadante resultante foi liofilizado.

Avaliacdo do conteudo de glicose e fendlicos totais. A glicose foi dosada pelo
método da orto-toluidina (Dubowski, 1962), adicionando em tubos com rosca 200 uL
do extrato aquoso ou padréao de glicose 0,5 mM e 400 pL do reativo da orto-toluidina.
Apds aquecimento a 96 °C, por 10 min, as absorbancias das amostras foram lidas
em espectrofotbmetro, a 625 nm. A quantificacdo de compostos fendlicos foi
realizada segundo Singleton e Rossi (1965) incubando 5 mL dos extratos com 0,75
mL de carbonato de sddio 1,9 M e 0,25 mL do reativo de Folin 1M, por 60min, no
escuro. A absorbancia foi determinada a 760 nm, e a concentragéo calculada por
meio de uma curva padréo de acido ferulico (0 a 120 uM).

Germinacdo e crescimento de Z. mays e A. hybridus. O milho foi semeado
entre duas folhas de papel germitest, com 2,5 vezes o peso do papel em agua
(controle) ou solucdes do extrato aquoso de CS e CO (250 a 4000 pg/mL), formando
rolinhos que foram mantidos por 5 dias, a 25°C, em fotoperiodo de 12 horas. A A.
hybridus foi germinada em placas gerboxes, com 2 papéis germitest e 10 mL de
agua ou solucéo de CS e CO (250 a 4000 pg/mL). As gerboxes foram incubadas por
7 dias, em germinadora, com fotoperiodo de 8h claro (30°C) e 16h escuro (20°C).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O padrdo de recuperagdo de compostos fendlicos e de glicose das duas
espécies de crotalaria, utilizando as duas técnicas, foi muito semelhante (Figura 01).
A maior recuperacgdo foi a partir da maceracdo do material em 4gua e sob agitacédo
constante (M), se comparada com a sonicacdo da solugdo aquosa nas diferentes
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poténcias e tempos aplicados (1 a 7). A diferenca foi maior para os fendlicos do que
para a glicose. A glicose é mais soluvel em agua do que os compostos fendlicos.
Assim esses resultados indicaram que ambos os processos foram eficientes na
extracdo de compostos bem soluveis, e que a sonicacdo ndo melhorou a
solubilizacdo dos compostos fendlicos, que ao contrario foi menor. Assim, 0
processo M passou a ser usado para obten¢éo dos extratos aquosos de crotaléria e
para os testes bioldgicos.

C. spectabilis C. ochroleuca

A

=3

e

)
=3
e
o

o
o
o

o
o
5

totais (UM)

Glicose (uM)
Fendlicos
Glicose (UM)
Fendlicos
totais (UM)

0.00 0.00

Figura 1 - Conteudo de glicose (A e D) e de fendlicos totais (B e D) nos extratos de CS e CO obtidos

a partir da maceracéao e agitacao (M) ou por sonicacéo por 2 min e poténcia (P) 30% (1), sonicador

por 2 min e P 70% (2), sonicador por 8 min e P 30% (3), sonicador por 8 min e P 70% (4), sonicador
por 5 min e P 50% (5), sonicador por 5 min e P 50% (6), sonicador por 5 min e P 50% (7).
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Figura 2 - Parametros biométricos de A. hybridus e Z. mays crescidas na presenca do extrato aquoso
de CS e CO na faixa de concentracdo de 250 a 4000 pug/mL. Colunas com o “*” acima indicam
diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle, segundo analise de variancia com teste de
Duncan.

A Figura 2 mostra os resultados dos efeitos do extrato M em A. hybridus e Z.
mays nas doses de 250 a 4000 pg/mL. Em A. hybridus houve um aumento
acentuado e dose-dependente no crescimento, tanto da parte radicular quanto da
parte aérea, e que foram semelhantes para as duas espécies. O efeito maximo ja foi
alcancado na dose de 1000 pg/mL, com aumento no tamanho das plantulas de
cerca de 5 a 6 vezes comparadas com o controle. Por outro lado, nessas mesmas
doses em Z. mays, nao foram observados efeitos estimulatérios significativos, mas,
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ao contrario, reducdes no tamanho das radiculas nas doses maiores. A diferenca
nos efeitos entre as duas espécies esta possivelmente relacionada ao fato do milho
ser uma planta monocotiledénea, enquanto que a A. hybridus é uma
eudicotiledénea. O sistema de vasos condutores das monocotiledéneas esta difuso
no parénquima, sendo menos desenvolvido se comparado com as eudicotiledéneas.
E possivel que a absorcéo e a translocacdo dos compostos ativos dos extratos de
CS e CO tenham sido bem menores, ndo alcancando os alvos celulares que levam
ao estimulo no desenvolvimento das plantulas, possivelmente relacionados com as
acOes dos fitormonios. Ha de fato relatos que alguns bioestimulantes usados no
tratamento de sementes sdo pouco efetivos em milho, ndo garantindo beneficios a
cultura (Gonzaga et al.,, 2023). Efeitos de estimulo foram observados em outras
eudicotiledbneas testadas no Laboratério, tais como L. sativa (alface) e E. sativa
(rdcula) (dados n&do mostrados), corroborando a seletividade de acdo entre as
classes de plantas.

CONCLUSOES

A extracao das substancias soluveis da CS e CO pelo método de maceracéo
do material vegetal em meio aquoso, com agitacdo por 4 horas, foi mais efetivo do
gue pelo processo de sonicacao. Os extratos de ambas as espécies estimularam
fortemente o desenvolvimento de plantula de A. hybridus, mas ndo de Z. mays,
sugerindo um efeito bioestimulante seletivo sobre eudicotiledoneas.
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