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AVALIAGAO DE POSSIVEL EFEITO SINERGICO PELA ASSOCIAGAO ENTRE
EXTRATO DE Cyperus rotundus SOBRE O ENRAIZAMENTO E
DESENVOLVIMENTO DE Phaseolus vulgaris

RESUMO - O extrato de Cyperus rotundus, popularmente conhecida como tiririca,
apresenta uma composi¢cao complexa e contém alta concentragdo de compostos
fendlicos. Essas substancias sdo capazes de induzir a produgao e disponibilidade
hormonal enddégena em vegetais, o que pode potencializar seu enraizamento e
desenvolvimento. Outra estratégia amplamente utilizada para tais fins € a inoculagéo
de probioticos em culturas agricolas, entre eles, destaca-se a bactéria Bacillus subtilis.
Diversos estudos descrevem acgdes positivas no crescimento das plantas devido ao
aumento da disponibilidade de nutrientes, producdo de fito-horménios e enzimas,
além do controle de patdgenos. Dado o contexto, o presente estudo objetiva avaliar
um possivel efeito sinérgico no enraizamento e desenvolvimento vegetal
proporcionado pela associacido do extrato de C. rotundus e B. subtilis. Para tanto, a
bactéria foi adicionada a meios de cultura contendo diferentes concentragdes do
extrato: 0%, 25%, 50% e 75%. Tais amostras foram plaqueadas para realizar teste de
compatibilidade por contagem bacteriana. Posteriormente, o composto associado nas
diferentes concentracdes descritas foi utilizado para realizar testes de germinagao em
papel e células de germinagdo, além de inoculagdo em vasos a fim de verificar
possiveis alteracdes na biomassa da parte aérea e radicular. O estudo foi realizado
em vasos localizados em casa de vegetagdo com condigdes ambientais controladas.
Os resultados preliminares em teste de susceptibilidade indicam que o extrato de C.
rotundus pode atrasar, mas nao impedir o desenvolvimento de B. subtilis, com maior
crescimento observado no grupo CRE 75%, sugerindo possivel adaptagdo metabdlica
da bactéria. Além disso, a taxa de germinacéo em papel germinativo revelou influéncia
dos tratamentos, com 96% para BS (controle) 98% para CRE 25%, 84% para CRE
50%, 88% para CRE 75%, 78% para CRE 100%. Ja os tratamentos aplicados em
vaso, nao surtiram efeitos significativos.

Palavras-chave: Cyperus rotundus, extrato vegetal, enraizadores, microbiologia,
Bacillus subtilis, associagao, probidtico.



EVALUATION OF POSSIBLE SYNERGISTIC EFFECT BY THE ASSOCIATION
BETWEEN Cyperus rotundus EXTRACT ON THE ROOTING AND
DEVELOPMENT OF Phaseolus vulgaris

ABSTRACT - The extract of Cyperus rotundus, commonly known as nutgrass, has a
complex composition and contains a high concentration of phenolic compounds. These
substances can induce the production and availability of endogenous hormones in
plants, potentially enhancing rooting and development. Another widely used strategy
for these purposes is the inoculation of probiotics in agricultural crops, among which
the bacterium Bacillus subtilis stands out. Several studies describe positive effects on
plant growth due to increased nutrient availability, production of phytohormones and
enzymes, and pathogen control. Given this context, the present study aims to evaluate
a possible synergistic effect on rooting and plant development provided by the
association of C. rotundus extract and B. subtilis. For this purpose, the bacterium was
added to culture media containing different concentrations of the extract: 0%, 25%,
50%, and 75%. These samples were plated to conduct a compatibility test through
bacterial counting. Subsequently, the combined compound at the described
concentrations was used for germination tests on paper and germination cells, as well
as inoculation in pots to assess potential changes in aerial and root biomass. The study
was conducted in pots located in a greenhouse under controlled environmental
conditions. Preliminary results from the susceptibility test indicate that the C. rotundus
extract may delay but does not inhibit the development of B. subtilis, with greater
growth observed in the CRE 75% group, suggesting possible metabolic adaptation of
the bacterium. In addition, the germination rate on germination paper revealed
treatment influence, with 96% for BS (control), 98% for CRE 25%, 84% for CRE 50%,
88% for CRE 75%, and 78% for CRE 100%. The treatments applied in pots did not
produce significant effects.

Keywords: Cyperus rotundus, plant extract, rooting agents, microbiology, Bacillus
subtilis, association, probiotic.
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1. INTRODUGAO

A estimativa de producao para a safra brasileira, segundo o relatério divulgado
em outubro de 2024 pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), é de 326,9
milhdes de toneladas na safra 2024/25. Nesse segmento, vale ressaltar a importancia
da agricultura familiar, responsavel por grande parte do abastecimento interno,
embora o0 acesso desse grupo as tecnologias de produgéo seja consideravelmente
inferior, o que elucida a necessidade de novas biotecnologias acessiveis a esta classe
de produtores rurais.

Os setores citados justificam a necessidade crescente do desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis e economicamente viaveis de produgdo, focadas,
principalmente, na substituicdo de produtos sintéticos pelos naturais, visando reduzir
danos ao meio ambiente e baratear o processo produtivo. Nesse sentido, destacam-
se as diversas formas de potencializacado de cultivo, como a aplicagao de defensivos
agricolas, adubos, probidticos e enraizadores. Alguns dos produtos de maior interesse
comercial e biotecnolégico sao os reguladores de crescimento vegetal, mais
prevalentes na produgdo de cereais, oleaginosas, frutas e vegetais (MORDOR
INTELLIGENCE, 2023).

O acido indol-3-butirico (AIB) se destaca como a auxina mais utilizada para
potencializagdo do enraizamento vegetal, por apresentar agao localizada, persistente
e pouco suscetivel a intervengdes biologicas (MIRANDA et al., 2004). Entretanto, uma
rapida pesquisa sobre a composi¢cao da grande maioria dos enraizadores disponiveis
no mercado revela baixa prevaléncia de AIB, predominando extratos de algas,
polissacarideos e nutrientes. Apesar de contribuirem para o condicionamento do solo,
esses compostos apresentam acgao indireta sobre o enraizamento, o que justifica a
busca por alternativas que aumentem a disponibilidade de auxinas enddgenas a

custos acessiveis.

Nesse contexto, Cyperus rotundus (tiririca) surge como uma alternativa
promissora. Planta herbacea da familia Cyperaceae, apresenta ampla adaptabilidade
e é considerada de grande relevancia agronémica (REZENDE et al., 2013). Estudos

relatam que o extrato de tiririca contém polifendis capazes de modular a atividade da



IAA-oxidase/peroxidase, aumentando a disponibilidade de auxinas enddgenas
(RODRIGUES et al.,, 2002), além de reservas naturais de AIB em seus bulbos
(LORENZI, 2000). Pesquisas indicam efeitos positivos sobre o enraizamento e
desenvolvimento de diferentes culturas, como jabuticabeira, roseira e amoreira-preta
(SILVA et al., 2024; NOVISKI et al., 2018; GASTL FILHO, 2019), embora existam
resultados contraditérios em outras espécies, como maracujazeiro e limao-thaiti
(PEREIRA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2020).

Bacillus subtilis, por sua vez, € uma bactéria gram-positiva amplamente
estudada e aplicada em trabalhos de biorremediagdo, controle biolégico e
desenvolvimento agricola. Sua importancia biotecnolégica decorre da capacidade de
produzir enzimas, antibiéticos e fito-hormonios, além de melhorar a disponibilidade de
nutrientes para as plantas. Trata-se de uma espécie considerada segura (GRAS) e de

facil manipulagao laboratorial (ALVES et al., 2018).

Diante disso, surge a hipotese de que a associagdo entre o extrato de C.
rotundus e B. subtilis pode representar uma estratégia sinérgica para estimular o
enraizamento e o desenvolvimento vegetal. O extrato, por conter compostos fendlicos
e reservas de auxinas, poderia atuar como coadjuvante no processo hormonal,
enquanto a bactéria contribuiria com efeito probidtico e promog¢ado do crescimento.
Contudo, substancias presentes no extrato também apresentam atividade bactericida
(HU et al.,, 2017), o que justifica a necessidade de investigar previamente a

compatibilidade entre ambos.

Assim, este trabalho busca contribuir para o desenvolvimento de tecnologias
agricolas sustentaveis e financeiramente viaveis, avaliando a interagao entre extrato
de C. rotundus e B. subtilis como potencial alternativa para aumentar a produtividade

agricola.

O presente estudo teve como objetivo principal investigar a hipétese de que a
administracao de extrato de C. rotundus associado a B. subtilis € capaz de estimular
0 enraizamento e desenvolvimento vegetal devido ao estimulo da producdo de

auxinas endogenas.



Objetivos especificos

a) Verificar a susceptibilidade de B. subtilisna presenca de diferentes

concentracdes de extrato de C. rotundus.

b) Avaliar o impacto do extrato associado a bactéria no processo de

germinagao de Phaseolus vulgaris (Feijao).

C) Analisar possivel efeito dos tratamentos na biomassa aérea e radicular

da cultura do feijao.
d) Quantificar potencial antioxidante do extrato-alvo.

e) Dosar a disponibilidade de nitrogénio das amostras de Feijao.

2. REVISAO DE LITERATURA

O acido indol-3-butirico (AIB) é um fito-hormdnio que se destaca como a auxina
mais utilizada para potencializagdo do enraizamento vegetal, por ter agao localizada,
persistente e ndo sofrer intervengdes biologicas (MIRANDA et al., 2004). Sua agéo se
difere dos outros horménios vegetais por agir sobre uma porcentagem maior de
estacas enraizadas e garantir maior quantidade e homogeneidade das novas raizes
(MIRANDA et al., 2004).

Apesar de sua eficacia, uma rapida pesquisa sobre a composi¢cao da grande
maioria dos enraizadores disponiveis no mercado revela uma baixa prevaléncia do
AIB, sendo mais frequentes em suas formulagbes os extratos de algas,
polissacarideos e outros micro e macronutrientes. Embora esses componentes
apresentem efeitos benéficos notoriamente descritos, sua atuacado é mais eficiente no
condicionamento do solo do que no enraizamento em si, que ocorre de forma indireta.
Nesse cenario, a presenca de enraizadores com AIB é limitada, e seus valores
dificultam o acesso de pequenos produtores e do mercado popular. Assim, estratégias
como a extracdo de auxinas naturais ou a administracdo de compostos capazes de
aumentar a disponibilidade de auxinas enddégenas surgem como alternativas para

tornar a produgao de enraizadores mais acessivel.



Dentro desse contexto, o género Cyperus L. se destaca. Composto por mais
de 900 espécies, € o segundo mais relevante da familia Cyperaceae e esta presente
majoritariamente em regides tropicais. Nas Américas, suas areas de dominio se
estendem do sul da América do Norte até a regido centro-leste do Brasil,
desempenhando papel ecoldgico significativo em areas umidas. Diversas espécies
sdo de importancia agrondmica, especialmente como plantas invasoras de cultivo,
entre as quais se destacam C. esculentus, C. odoratus e C. rotundus (MATZENAUER,;
PEREIRA-SILVA; HEFLER, 2024).

A espécie C. rotundus, popularmente conhecida como tiririca, tem chamado
atencao pelo potencial biotecnolégico de seus extratos. Estudos apontam para a alta
concentragdo de polifendis em sua composigcdo (ABO-ALTEMEN et al., 2019),
compostos capazes de modular negativamente a atividade do sistema I|AA-
oxidase/peroxidase. Quando este sistema € inibido, ha aumento da disponibilidade de
auxinas enddégenas (RODRIGUES et al., 2002), sugerindo que o extrato de tiririca
poderia atuar em sinergia com os hormoénios vegetais (REZENDE et al., 2013;
RODRIGUES, 2010). Lima et al. (2010) também demonstraram maiores indices de
enraizamento de cana-de-acucar in vitro quando cofatores fendlicos foram aplicados

em associagao com auxinas.

Além disso, os bulbos da tiririca apresentam compostos vegetais fundamentais
para o seu desenvolvimento, entre eles o proprio acido indol-3-butirico (AlB). Essas
estruturas também funcionam como reservatorios de agua, nutrientes e metabolitos
essenciais que conferem a planta resisténcia a periodos de escassez hidrica
(LORENZI, 2000). O uso tradicional do extrato em culturas refor¢a essa percepgao, e
diferentes pesquisas tém registrado beneficios de sua aplicagéo. Silva et al. (2024)
observaram resultados positivos na formacgao de calos, brotos e folhas em estacas de
jabuticabeira; Noviski et al. (2018) relataram aumento do numero de brotamentos e
folhas em roseiras; e Gastl Filho (2019) descreveu incremento na densidade radicular

em estacas de amoreira-preta.

Por outro lado, estudos também indicam que os efeitos ndo sao universais. Em
estacas de maracujazeiro (PEREIRA et al., 2012), limao-thaiti (RODRIGUES et al.,
2020) e cana-de-agucar (CRUZ SILVA, 2011) nado foram observados beneficios



significativos. Tais resultados divergentes sugerem que variaveis como a metodologia
de extracdo, a concentragao e o volume aplicados, além das caracteristicas proprias
das espécies vegetais analisadas, podem ser determinantes para o sucesso do

enraizamento.

Enquanto isso, o uso de micro-organismos com efeito probidtico também tem
avangcado como estratégia para aumentar a produtividade agricola. Entre eles,
Bacillus subtilis se destaca. Trata-se de uma bactéria gram-positiva, capaz de produzir
enzimas e metabalitos de interesse agricola, amplamente estudada por seu potencial
de aplicagcdo em biorremediagéo, controle biolégico e promogédo do crescimento
vegetal. Sua importancia decorre ainda da seguranga reconhecida, ja que é
classificada como Generally Regarded As Safe (GRAS), e da facilidade de cultivo e
manipulagéo laboratorial (ALVES et al., 2018).

Uma das caracteristicas centrais da espécie é a formagao de esporos, células
em estado de laténcia com baixissimo conteudo de a4gua em seu nucleo (SWARGE
et al., 2020). Essa adaptacdo confere alta resisténcia a condigbes adversas, como
temperaturas extremas, seca e radiacao UV, o que favorece sua conservacgao,
armazenamento e transporte (ALVES et al., 2018). Além disso, apds a inoculagao, B.
subtilis apresenta rapido crescimento, alta taxa de proliferacdo de Unidades
Formadoras de Colbénias (UFCs) e secrecdo de enzimas no meio extracelular
(DANILOVA, 2020).

Na agricultura, sua associacdo ao cultivo do milho ja demonstrou efeitos
positivos, tanto no crescimento das plantas, pela producdo de antibidticos, fito-
horménios e enzimas, quanto no controle de fitopatégenos (BUCHELT et al., 2019).
Outros trabalhos apontam que a inoculacédo da bactéria pode reduzir a necessidade
de adubagado quimica e aumentar a produtividade (MACHADO et al., 2020). Além
disso, resultados relevantes foram obtidos com a coinoculagdo de B. subtilis e
bactérias do género Rhizobium, favorecendo a nodulagédo e a fixagdo biolégica de
nitrogénio em feijdo-caupi (ARAUJO et al., 2010), feijdo-comum (ELKOCA et al., 2010)
e soja (ARAUJO & HUNGRIA, 1999).

Assim, a literatura evidencia que tanto o extrato de C. rotundus quanto B.



subtilis possuem efeitos relevantes e ja comprovados em diferentes contextos de
cultivo. Entretanto, ainda ndo ha consenso sobre o impacto direto do extrato no
enraizamento, devido a diversidade de resultados relatados, e também nao existem
investigacdes suficientes acerca da associagéo entre os dois elementos. Desse modo,
compreender como essas duas ferramentas biotecnoldgicas podem atuar em conjunto
representa uma oportunidade de inovacao, especialmente para o desenvolvimento de

tecnologias sustentaveis e financeiramente viaveis no setor agricola.

3. MATERIAL E METODOS

31 Estirpe Bacteriana

O presente estudo utilizou Bacillus subtilis subsp. Spizizenii, cédigo ATCC
6633/89, isolado bacteriano originario do CCT/FAT. O microrganismo em questéo
pertence a colegado de bactérias do Laboratério de Microbiologia Agricola, localizado
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), campus de
Jaboticabal.

3.2 Cyperus rotundus

Os tubérculos de C. rotundus foram extraidos no campus da FCAV/Unesp -
Jaboticabal, onde a planta cresce de forma espontanea. A cidade € localizada nas
coordenadas 21°15'22" S e 48°15'68" O, altitude de 613, o clima da regidao é
subtropical umido e apresenta pluviosidade anual média de 1.356 mm. A classificagao
do solo da regiao foi descrita, segundo critérios da Embrapa (2013), como Latossolo

Vermelho eutroférrico argiloso.

3.3 Cultura analisada

A avaliagdo de desenvolvimento vegetal foi realizada com Feijdo IAC 1850

(Phaseolus vulgaris L.).

3.4 Procedimentos experimentais



3.4.1 Experimento I: Preparagao do extrato

Inicialmente, os tubérculos de C. rotundus foram coletados em areas do
campus da Unesp-FCAV e transportados para o Laboratério de Microbiologia Agricola
do Departamento de Produgao Vegetal da Universidade Estadual Paulista. As
amostras passaram por assepsia pela aplicagao de alcool 70%, hipoclorito de sodio e
lavadas com agua deionizada. Foram pesados 100 g de tubérculos, posteriormente
adicionados ao volume de 1 L de agua destilada, concentragdo utilizada na
metodologia de (REZENDE et al., 2013). A mistura foi triturada em liquidificador e
filtrada a vacuo utilizando membrana PES de 0,22 micrémetros, a fim de esterilizar a
amostra e produzir extrato considerado, de forma arbitraria, na concentragéo de 100%

a ser utilizado nos experimentos subsequentes.

3.4.2 Experimento Il: Teste de Compatibilidade

Nessa etapa, foi analisada a sobrevivéncia e proliferagdo das bactérias B.
subtilis na presenca de diferentes concentracdes do extrato de C. rotundus. Para
tanto, foi preparado meio de cultura composto por extrato de carne (1,5 g/L) extrato
de levedura (1,5 g/L), peptona bacterioldgica (5,0 g/L), NaCl (5,0 g/L) e Agar (15,0
g/L). A fim de obter as concentragdes desejadas de extrato, foram formuladas quatro
solugdes de 100mL com cinco repeti¢gdes por grupo, sendo: 100mL de meio (controle),
75 mL de meio + 25 mL de extrato (CRE 25%), 50 mL de meio + 50 mL de extrato
(CRE 50%) e 25 mL de meio + 75mL de extrato (CRE 75%). Apds o periodo de 24h
de incubagdo em BOD (27 °C), realizou-se diluicdo seriada em solugdo salina para
obtencdo das concentragbes 10° e 10 concentragbes em que foi realizada a
contagem de UFCs. 100uL das solugdes resultantes foi inoculado em placas de Petri
de 9 cm de didametro, totalizando 20 placas. Nessa etapa, o periodo de incubagcdo em
BOD foi de 72h, e a contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) ocorreu
apo6s o periodo de 24h e 72h. A contagem das placas foi submetida ao One Way

ANOVA (Teste de Tukey), a fim de determinar a relevancia estatistica dos resultados.



3.4.3 Experimento lll: Analise de germinagao em Germitest

As sementes de Feijao foram distribuidas de forma uniforme entre dois papéis
germinativos de dimensdes 30x30 cm, totalizando 50 sementes por folha. O complexo
foi umedecido com agua destilada e recebeu 10 mL dos seguintes tratamentos: extrato
de C. rotundus (CRE) 25% + B. subtilis (BS), CRE 50% + (BS), CRE 75% + (BS), BS
isolada em meio de cultura, além de um grupo controle (ndo inoculado). Apds a
inoculagao, os papéis foram dobrados em forma cilindrica, colocados em saco plastico
esterilizado e incubados em BOD (27 °C). A analise de germinacgao foi realizada apo6s
4 e 9 dias de incubagao, conforme as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,
2009) do Ministério da Agricultura. Foi determinado o percentual de sementes
germinadas por grupo, além da qualidade estrutural e biomassa das plantulas.

3.4.4 Experimento IV: Analise de germinagao em células

Em uma bandeja sementeira contendo 64 células de 50 ml, foi adicionado como
substrato a vermiculita. Sementes de feijao foram tratadas com o fungicida Standak®
e plantadas, uma semente por célula. Foram aplicados os mesmos tratamentos
administrados na germinagado em papel, com o volume de 1ml por célula durante o
plantio. Os parédmetros analisados foram o percentual de sementes germinadas e de
pléntulas estabelecidas, além da biomassa radicular. Os resultados foram submetidos

ao mesmo método estatistico descrito anteriormente.

3.4.5 Experimento V: Analise de desenvolvimento de P. vulgaris em vaso

O cultivo de Phaseolus vulgaris foi realizado em 40 vasos plasticos de 5 L,
organizados em cinco tratamentos e oito repeticbes, mantidos em casa de vegetacao
sob condigdes ambientais controladas. Em cada vaso, inicialmente, foram plantadas
5 sementes, com objetivo de garantir 2 plantas por vaso, a quantidade excedente foi
retirada antes da fase de inoculagédo. Os tratamentos consistiram em: (1) Bacillus
subtilis isolado (BS), (2) extrato de Cyperus rotundus (CRE) a 25% + BS, (3) CRE a
50% + BS, (4) CRE a 75% + BS, e (5) CRE a 75% nao filtrado (ETNF), totalizando 40



parcelas. Durante o plantio, aplicou-se 1 mL de tratamento por semente.
Posteriormente, no estadio V3, 10 mL do respectivo tratamento foram aplicados
diretamente ao solo de cada vaso. As analises ocorreram apds 45 dias do plantio.
Para isso, as plantas foram retiradas dos vasos, lavadas com agua e separadas em
parte aérea e radicular. Depois dessa etapa, as amostras foram colocadas em sacos
de papel e secas em estufa em temperatura constante de 65°C por 72h (SILVA et al.,
2023). Os parametros analisados em todas as culturas foram: biomassa seca e
concentragao de nitrogénio da parte aérea e da raiz.

3.4.6 Experimento VI: Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

O ensaio FRAP foi realizado segundo a metodologia descrita por Pulido e et al.
(2000). A redugao do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fes+ na
presenca de diferentes concentracbes de extrato - obtidas por diluigdo -, foi
quantificada por analise espectrofotométrica a 593 nm. As concentragdes obtidas
foram calculadas com auxilio de curva padrdo de sulfato ferroso conforme a
absorbancia das solucdes analisadas a 593 nM apéds incubacao durante 30 minutos a
37°C (HU et al., 2017).

3.4.7 Experimento VII: Determinacao de nitrogénio da parte aérea e raizes de

P. vulgaris

A determinacao de nitrogénio foi realizada via técnica de Kjeldahl, conforme
descrito por Miyazawa et al. (2009), que envolve a digestdo da amostra em acido
sulfurico (H2SO4), seguida da liberagdo do aménio (NH4") pela adi¢do de hidréxido de
sédio (NaOH) e finalizada com a titulagdo da aménia com acido cloridrico (HCI). Para
0 ensaio, a amostra digerida com H2SO4 foi transferida ao destilador de Kjeldahl,
coletada com uma solugéo de 2% de acido borico (HsBO3) com mistura de indicadores
vermelho de metila e verde de bromocressol, seguida pela adigdo de NaOH a 40%. A
titulagao foi elaborada com HCI 0,01 mol L' até atingir o ponto de viragem da cor
verde para o vinho. Para obtenc¢ao dos valores de nitrogénio, foi utilizada a seguinte

equagao:
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N—-NH,gKg = (WVb—-Va)x14

Onde:
3.4.4.1 Va: Volume de HCI consumido na amostra (em mL).
3.44.2 Vb: Volume de HCI consumido no branco (em mL).

3.4.8 Experimento VIII: Espectrometria de Massas

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial, utilizando ionizag&o por eletrospray
(HPLC-ESI-MS/MS). As amostras foram solubilizadas em etanol na concentragdo de
5 mg mL™, filtradas em membranas de nylon de 0,22 ym e injetadas em um
cromatoégrafo liquido (Agilent Infinity 1260), acoplado a um espectrémetro de massas
quadrupolo tempo de voo (Q-TOF) de alta resolucéo (Agilent 6520 B) equipado com

fonte de ionizagao por eletrospray (ESI).

A separacédo cromatografica foi realizada em uma coluna Agilent InfinityLab
Poroshell HPH-C18 (2,1 x 50 mm, 2,7 ym) a 30 °C. A fase mével foi composta por (A)
agua acidificada com 0,1% (v/v) de acido férmico e (B) metanol. O gradiente de eluicao
foi estabelecido da seguinte forma: 10% B no tempo 0 min, aumento para 98% B entre
0-15 min, e 100% B de 15—-17 min, com vazao de 400 pL min™".

Os parametros de ionizagao foram: pressao do nebulizador de 58 psi, fluxo de
gas de secagem de 8 L min™" a 220 °C e voltagem capilar de 4,5 kV. As analises de
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) foram conduzidas com energias de
colisdo de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV.

Os dados foram processados no software MassHunter®, que propds férmulas
moleculares com base nos valores de m/z de alta resolugdo. A anotagdo dos
compostos foi realizada considerando valores de m/z com erro inferior a 10 ppm,
andlise de fragmentagcdo e comparagao com a literatura cientifica. Além disso, a
identificacao foi complementada por consultas a bancos de dados publicos como
PubChem, HMDB e Metabolomics WorkBench.
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3.5 Analise dos resultados

Para verificar a significancia estatistica dos dados obtidos em todos os
experimentos, foi realizada analise de variancia por meio da comparacao de médias
por One Way ANOVA (Teste Tukey). Os métodos estatisticos e a confecgdo dos

graficos foram efetuados por meio do Software GraphPad Prism ® versédo 10.1.2.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Teste de Susceptibilidade:

A analise dos dados obtidos por meio da contagem de UFCs em placa permitiu
identificar o tratamento BS (controle), como meio ideal para o crescimento de B.
subtilis, como o que apresentou maiores valores de média entre os 8 plagueamentos
(Figura 1). Os resultados das comparag¢des multiplas indicaram relevancia estatistica
de BS com CRE 25% e CRE 50% (P < 0,0001) e ET 75% (P = 0,0007). Destaca-se
entre os resultados a significancia do melhor desempenho de CRE 75% em relagéo a
CRE 50% (P = 0,0007), indicando que concentragdes altas de extrato ainda permitem
o desenvolvimento bacteriano, o que pode validar a sua utilizagdo em associacao,
visto que as analises ocorreram em 24h e que a bactéria pode atingir altos volumes
populacionais em curtos intervalos de tempo. Aparentemente o extrato pode atrasar,
mas nao impedir o desenvolvimento de B. subtilis, provavelmente devido as diferentes
disponibilidades nutricionais dos meios de cultura. Um maior crescimento no grupo
CRE 75% pode estar associado a uma adaptagcao metabdlica da bactéria, embora ndo
seja possivel inferir maiores detalhes.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de C. rofundus (CRE) em associagdo com B.
subtilis sobre o numero de Unidades Formadoras de Colbénia (UFC mL™). Os dados estdo
representados como a média de quatro amostras por tratamento. * Indica P < 0,01.

4.2 Analise de germinagao em folha e medicao do comprimento das maiores

raizes

A taxa de germinagao foi fortemente influenciada pela administragdo dos
diferentes tratamentos: 96% para o grupo BS (controle), 98% para CRE 25%, 84%
para CRE 50%, 88% para CRE 75% e 78% para CRE 100%. A relativa baixa taxa de
germinacgao e variabilidade dos dados pode ser explicada por diferentes condi¢des de
distribuicdo de sementes e grau de compressdo das folhas de germinacdo. Esses
fatores motivaram o experimento de germinagédo subsequente, em sementeira, a fim
de possibilitar maior conformidade e validade dos dados.

A medicado do comprimento das maiores raizes permitiu inferir que o tratamento
CRE 75% foi o que apresentou o maior potencial de indu¢do de enraizamento, de
forma significativa em relagédo ao grupo controle (P = 0,0025). Curiosamente, a mesma
concentracdo que indicou recuperacdo dos niveis de UFCs no teste de
susceptibilidade, em comparagao com os tratamentos CRE 25 e 50%. Talvez essa
proporgao de extrato seja adequada para limitar a niveis adequados a populagéo de
B. subtilis durante os processos de germinagdo e enraizamento, se perder um

potencial enraizador do extrato. Vale ressaltar que, visualmente, o grupo controle foi
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0 que apresentou os menores valores médios de comprimento radicular em
comparagao aos grupos que apresentavam extrato, embora nao seja possivel fazer
maiores afirmagdes devido a auséncia de resultados estatisticos positivos. Os dados

estéo representados na figura 2.
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Figura 2. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de C. rotundus (CRE) em associagéo com B.
subtilis sobre o comprimento da raiz mais longa de Phaseolus vulgaris no ensaio em papel de
germinacao. Os dados séo apresentados como médias das repeti¢cdes por tratamento. * P < 0,01.

4.3 Analise de germinagao em células

Ap6s a desmontagem do experimento e lavagem das amostras, foram
registradas imagens em escala a fim de possibilitar comparagao visual entre as

plantulas formadas por grupo. O resultado esta representado na figura 3.
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Figura 3. Painel de imagens das plantulas formadas durante o experimento de germinagdo em células.

4.3.1 Numero de sementes germinadas e percentual de formagao de plantulas

As analises de germinacdo foram adotadas a fim de verificar resultados
descritos por Ferreira e et al. (2014), que indicaram possivel efeito de atraso na
germinacgao de feijao mediante aplicagao do extrato de C. rotundus. Todavia, a analise
de germinacdo em células revelou resultados similares para o estabelecimento das
sementes independente da concentragdo de extrato aplicada, em relagdo ao grupo
controle (B. subtilis). E destacado o grupo em que foi administrado apenas extrato na
concentragcdo 100% como o que apresentou maiores valores de germinagao e
formacgao de plantulas, 60 e 58, respectivamente. As taxas de germinagao e formagéao
de plantulas estdo apresentadas na figura 4.
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Figura 4. Representagao grafica do numero de sementes germinadas e daquelas que progrediram para
o estagio de plantula em cada tratamento. Os percentuais sobrepostos indicam a proporgédo de
sementes germinadas que se desenvolveram com sucesso em plantulas.

4.3.2 Comprimento da maior raiz

O comprimento das maiores raizes apresentou diferengas significativas entre
os grupos de estudo. A comparagéao entre o grupo controle (BS) indicou superioridade
dos tratamentos CRE 25% e CRE 75% (P = 0,0063 e P = 0,0020, respectivamente).
Ja o tratamento CRE 25% demonstrou maior eficacia em relagdo ao CRE 100% (P =
0,0060), além de CRE 75% ter se destacado em relagédo a CRE 100% (P= 0,0018).
Os resultados indicam, mais uma vez, um melhor desempenho da concentracido de
75% de extrato em proporcionar desenvolvimento radicular, corroborando os achados
do experimento realizado em papel de germinacdo e também no teste de

susceptibilidade. Os resultados estao apresentados na figura 5.
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Figura 5. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de C. rotundus (CRE) em associagdo com B.
subtilis sobre o comprimento da raiz mais longa de Phaseolus vulgaris germinadas em bandejas de
mudas. Os dados séo apresentados como a média do niumero de plantulas formadas por tratamento. *
Indica P < 0,01.

4.3.3 Massa seca da parte aérea

Nao houve relevancia estatistica em nenhuma das comparagdes multiplas
entre os grupos testados, embora, visualmente, o resultado do grupo CRE 75% pareca
ser maior (Figura 6). Paralelamente, € possivel supor que, devido ao curto intervalo
de tempo do experimento (uma semana), os efeitos observados na proliferagao das
raizes nado tenham refletido em pardmetros de estagios mais avangados de

desenvolvimento, como a formacéao de folhas.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de C. rofundus (CRE) em associagdo com B.
subtilis sobre a massa seca da parte aérea de Phaseolus vulgaris. Os dados sao apresentados como
a média do nimero de plantulas formadas por tratamento. * Indica P < 0,01.

4.3.4 Massa seca das raizes

A determinagdo de massa seca das raizes nao apontou relevancia significativa

entre os diferentes tratamentos, os resultados estao representados na figura 7.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de C. rotundus (CRE) em associagdo com B.
subtilis sobre a massa radicular de Phaseolus vulgaris. Os dados sao apresentados como a média do
numero de plantulas formadas por tratamento.

4.4 Analise de desenvolvimento de P. vulgaris em vaso
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Como mostrado na Figura 8, a analise da biomassa seca da parte aérea e das
raizes nos experimentos em vasos nao revelou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de tratamento. Dois fatores principais devem ser
considerados na interpretacdo desses resultados negativos. O primeiro e mais
relevante € a possivel insuficiéncia do volume de tratamento em relagao a capacidade
do vaso. Em comparagao com o experimento em células de germinagdo — no qual foi
aplicado 1 mL de tratamento para 50 mL de substrato (propor¢ao 1:50) —, a dosagem
utilizada nos vasos foi de 10 mL para 8.000 mL (propor¢ao 1:800), além de 1 mL por
semente aplicado na semeadura. Essa discrepancia pode ser um fator-chave para a
auséncia de resultados positivos, ja que o sistema radicular pode nao estar
suficientemente desenvolvido no momento da aplicagao para absorver o tratamento
de forma eficaz. Além disso, o volume de irrigagdo diario pode ter influenciado a
dispersao e a lixiviagcdo dos compostos ativos do extrato, impedindo-os de exercer os
efeitos esperados. Futuros ensaios devem avaliar o uso de proporgcdes mais proximas
as aplicadas em células de germinagao, de modo a verificar se maiores concentragdes
relativas de tratamento podem induzir os efeitos desejados em condigbes

semelhantes.

4.41 Massa seca da parte aérea e das raizes
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Figura 8. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de Cyperus rotundus (CRE) em associagéo
com Bacillus subtilis sobre a biomassa seca da parte aérea e das raizes de Phaseolus vulgaris. Os
dados s&o apresentados como a média do niumero de amostras por tratamento.
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4.4.2 Disponibilidade de nitrogénio da parte aérea e das raizes
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Figura 9. Efeito de diferentes concentrag¢des do extrato de Cyperus rotundus (ET) em combinagdo com
Bacillus subtilis sobre o teor de nitrogénio nas raizes e na parte aérea de Phaseolus vulgaris. Os dados
sao expressos como o peso médio de nitrogénio por amostra de tratamento.

4.5 Atividade antioxidante

A analise da atividade antioxidante pelo ensaio FRAP demonstrou uma curva
que se aproxima da linearidade, o que indica relacdo direta entre 0 aumento da
concentracdo do extrato a conversao de ions férricos em ions ferrosos. O resultado
confirma o potencial do extrato de C. rotundus para atividade antioxidante, por meio
de quantificagao indireta, de acordo com as informac¢des descritas por Hu et al. (2017),
que apresentaram dados semelhantes em ensaios FRAP, embora pela utilizagado de
um extrato oleoso da mesma espécie. A curva de absorbancia esta representada na
Figura 12. Foi calculada a Area Abaixo da Curva (AUC) produzida pela representagado
grafica, totalizando 84.85, com valor maximo para Y = 1.639. O teste foi realizado a
fim de estabelecer comparacdes futuras com outras substancias com potencial

antioxidante, como o acido citrico, a fim de produzir um parametro referencial.
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Figura 11. Capacidade Antioxidante Total (TAC) do extrato de C. rotundus em diferentes

concentracgdes, determinada pelo ensaio FRAP.

4.6 Espectrometria de massas

20

A analise por espectrometria de massas de alta resolugao (ESI-MS e MS/MS)

permitiu a anotac&o de diversos metabdlitos no extrato etandlico de Cyperus rotundus,

com predominio de acidos organicos, compostos fendlicos e seus derivados, bem

como aminoacidos e metabdlitos glicosilados. Entre os acidos organicos, destacou-se

0 acido quinico (m/z 191,0161), que apresentou fragmentagao caracteristica a 15 eV,
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juntamente com um derivado em m/z 533,1714 identificado sob as mesmas

condigdes. Também foram detectados o acido malico (m/z 133,0143), o acido citrico
(m/z 191,0198; 20 eV) e o acido succinico (m/z 117,0192; 5 eV), com identidades
confirmadas por espectros de fragmentagéo.

O aminoacido triptofano foi anotado em m/z 203,0829, enquanto o composto

uralenosideo foi detectado em m/z 285,0615, ambos com confirmacgao estrutural por

fragmentacdo a 15 eV. Entre os derivados fendlicos, foram identificados o acido

feruloilglucarico (m/z 385,0777) e o acido feruloilquinico (m/z 367,1031), além do acido

isopropilmalénico (m/z 175,0612), este ultimo estruturalmente relacionado ao acido

malico. Os acidos fendlicos mais relevantes incluiram o acido p-cumarico (m/z
163,0398; 10 eV), o acido siringico (m/z 197,0457; 20 eV) e um de seus derivados
(m/z 313,0559), além do acido ferulico (m/z 193,0507; 15 eV), todos confirmados por

fragmentagcao em MS/MS.

Os dados completos de identificagao, incluindo valores de m/z e energias de

colisdo aplicadas, estdo resumidos na Figura 13. Os espectros correspondentes de

ESI-MS e ESI-MS/MS para cada composto estdo disponiveis na Figura Suplementar

14, em alta resolugao, para visualizagao detalhada.

RT(min) [Mm-H]- ExactMass  Error (ppm) Fragnawg;;lss ™2 MolecdarFormula  Compound Annotation Reference
0.44 191,056 191.0562 0 256V 173,127,111, 93, 85 CHha05 Quinic adid {UorentMartinezetal. 2017)
0.44 5331714 N/A N/A 156V 191 N/A Quinic acid derivative (S“Zg]ﬂ;ta"
0.52 133.0143 133.0142 0.75 15eV: 115, 89, 72, 71 CHiOs Malic acid {zhu etal. 2025)
0.69 191.0198 191.0197 0.52 20eV 111, 87, 85,67, 57 CeHO; Citric acid (Baleiras Couto

etal. 2023)
0.3 N7.0192  117.0193 -0.85 56\ 99, 73, 55 CHO, Succinic acid (@hu etal, 2025)
3.03 203.0829 203.0826 1.48 20 eV: 142, 130, 116, 76 CuHiahNo0, Tryptophan (BZ'te;";ng;m
317 285.0615 2850616 -0.35 15eV: 153, 152, 108 Cyath 05 Uralenneoside (R"d';%’z"‘sz)eta"
s (Spindaetal.
3.47 3850777 3850776 0.26 156w 209, 191, 147, 85 CrghhaOny Feruloylgucaric acid o)
3.55 1750012 1750613 0 156V 115, 113, 85 CyHha0s Isopropylmalic acid (0in etal. 2022)
3.91 367.1031 3671035 -1.09 15¢V: 193, 173 CyHaOs Ferul odquinic acid (@ etal, 2025)
474 162.0398  163.0401 .84 10ev 119 CoHD p-coumaric acid (Sp';gf;a"
206V 182, 167, 153, 138, 123, o {Knustetal.
481 197.0457  197.0455 1.01 121,106 CaHhaOs Syringic acid 00t)
481 313.0559 N/A N/A 15eV: 197, 153 N/A Syringic acid (anuét]gal.
515 193.0507 193.0506 0.51 15eVv: 178, 149,134 CyoHhoOa Ferulic acid (S“Zg]ﬂ;ta"

Figura 12. Identificagdo de compostos no extrato etandlico de Cyperus rotundus por analise de ESI

MS/MS.
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4.6.1 Caracterizagao e Aplicabilidade dos Compostos

| - Atividade Antioxidante

Diversos compostos identificados no extrato de Cyperus rotundus apresentam
atividade antioxidante significativa, em especial os derivados do acido quinico
portadores de grupos fendlicos, como os derivados dos acidos dihidrocaféico e
ferulico. Esses compostos demonstraram forte capacidade de sequestro dos radicais
ABTS* e DPPH, com desempenho comparavel ao antioxidante de referéncia Trolox
(Yang et al., 2013).

O acido malico também se mostrou relevante nesse contexto, uma vez que sua
aplicacao exégena reduziu a fitotoxicidade induzida por cadmio (Cd) em plantas. Esse
efeito incluiu ndo apenas a diminuicdo da absorgdo do metal, mas também melhorias
na fotossintese, no crescimento vegetal e na resposta antioxidante em Spinacia
oleracea L. e Miscanthus sacchariflorus. Em ambas as espécies, foi observada maior
atividade de enzimas antioxidantes e redugdo no acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Shabbir et al., 2025; Guo et al., 2017).

O acido citrico, por sua vez, demonstrou aumentar a tolerancia a estresses
abidticos, como salinidade, metais pesados e calor, por meio do incremento da
atividade fotossintética, da ativacdo de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, POD
e APX, além da melhoria na osmorregulagéo (Tahjib-Ul-Arif et al., 2021). O acido
feruloilglucarico, embora menos estudado, € estruturalmente analogo a compostos
como a feruloil-arabinose, os quais apresentam elevada atividade antioxidante e poder
redutor, sugerindo um papel protetor contra o estresse oxidativo (Lin et al., 2014).

Nesse contexto, o acido siringico demonstrou papel relevante na promogéo do
acumulo de compostos fendlicos, flavonoides e enzimas antioxidantes. Atua de forma
eficaz contra Alternaria solani sem induzir efeitos fitotoxicos, além de contribuir para a
tolerancia a estresses abidticos — como o causado por césio — ao modular processos
relacionados a lignificagdo (EI-Nagar et al., 2020; Adams et al., 2020).

Por fim, o acido ferulico apresentou atividade relevante ao induzir a
superexpressdao de enzimas antioxidantes em Juglans regia infectada por

Xanthomonas arboricola pv. juglandis, reforcando seu papel na defesa contra o
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estresse oxidativo (Zhang et al., 2022).

Il - Promocao do Crescimento Vegetal

Os compostos presentes no extrato também apresentaram propriedades
favoraveis ao desenvolvimento vegetal. O acido malico, quando adicionado a
fertilizantes NPK na propor¢cao de 5%, aumentou a absor¢gdo de nutrientes e a
qualidade das uvas, mediado por alteragdes na comunidade microbiana do solo que
elevaram a biodisponibilidade de nutrientes (Si et al., 2022). Além disso, sua aplicagéo
exdgena mostrou beneficios para o crescimento de plantas sob estresse por cadmio,
aumentando tanto a biomassa quanto a atividade fotossintética (Shabbir et al., 2025).

O acido citrico também demonstrou efeitos promissores ao promover o
desenvolvimento radicular e da parte aérea em plantas de roseira; concentragcoes
entre 3 e 9 mM aumentaram significativamente o numero e o comprimento de raizes
e brotagdes, bem como a massa seca das partes aéreas e das raizes (Ghazijahani et
al., 2018). Esse efeito é ainda potencializado pela interagdo com Bacillus altitudinis
LZP02, que, na presenga de acido citrico, estimula a germinagao e o crescimento do
arroz por meio da intensificagao da colonizacao radicular, promog¢ao da formacao de
biofilme e aumento da producgéo de acido giberélico (Jiao et al., 2022).

O triptofano, precursor da principal via de biossintese da auxina (IAA) em
plantas, demonstrou efeitos promotores no crescimento radicular, incluindo formacéao
significativa de raizes laterais e aumento da biomassa em soja. Essa atividade €&
atribuida a sua conversao em indol-3-piruvato e posterior transformagao em IAA pelas
enzimas TAA e YUC (Zhao, 2012; Sanada & Agehara, 2023).

O acido p-cumarico também demonstrou promover o crescimento, aumentando
o comprimento da parte aérea em aproximadamente 26% e a massa fresca em 59%
em plantulas de chia sob estresse salino (Nkomo et al., 2019).

Adicionalmente, o acido siringico e seus derivados melhoraram parametros de
crescimento e a pigmentacdo em plantas de tomate afetadas por Alternaria solani,
sem induzir fitotoxicidade (El-Nagar et al., 2020).

lll - Defesa contra Patégenos e Atividade Antimicrobiana

Entre os compostos analisados, varios apresentaram efeitos significativos
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contra fitopatdgenos. O acido quinico tem sido associado a resisténcia a pragas em
plantas, com niveis mais elevados detectados em cultivares de berinjela resistentes a
tripes. Além disso, sua aplicagdo exdgena em plantas suscetiveis aumentou a
resisténcia, sugerindo seu potencial como agente de biocontrole (Liu et al., 2022).

O acido succinico também demonstrou atividade antifungica, inibindo
significativamente o crescimento e a germinagao de conidios de Fusarium oxysporum
in vitro, reduzindo o diametro das colénias em 20-44% e a biomassa em 10-60%,
dependendo da dose aplicada (Wu et al., 2011).

Entre os compostos fendlicos, destacou-se o acido ferulico pela forte acao
antifungica contra Botrytis cinerea, incluindo isolados resistentes a fungicidas,
contribuindo assim para a protegao de videiras (Vitis vinifera) (Patzke & Schieber,
2018). Além disso, a acumulagdo precoce de acido ferulico foi observada em
cultivares resistentes de Juglans regia infectadas por Xanthomonas arboricola, em
paralelo ao aumento nos niveis de compostos fendlicos e de enzimas antioxidantes
(Zhang et al., 2022).

De forma semelhante, o acido p-cumarico demonstrou reduzir os sintomas da
infecgao por Xanthomonas campestris em repolho chinés, acompanhado por aumento
no teor de compostos fendlicos, indicando seu papel como indutor de resisténcia
(Islam et al., 2018).

Complementando esses achados, o acido siringico — conhecido como
precursor do acido galico — exibiu notavel atividade fungistatica contra Alternaria
solani, ao mesmo tempo em que induziu respostas antioxidantes e promoveu o

acumulo de compostos fendlicos (EI-Nagar et al., 2020).

IV — Indugéao de Tolerancia a Estresses Abioticos

O acido citrico demonstrou papel importante no aumento da tolerancia das
plantas a diferentes estresses ambientais. Sua aplicagdo exdégena mostrou-se eficaz
em fortalecer a atividade fotossintética, ativar enzimas antioxidantes (SOD, CAT,
POD, APX) e melhorar a osmorregulagao sob condi¢cdes adversas, como salinidade,
calor e exposi¢cao a metais pesados (Tahjib-Ul-Arif et al., 2021).

O acido malico também contribuiu para a mitigacédo do estresse induzido por

cadmio, reduzindo a absorcdo do metal, intensificando a atividade antioxidante e
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melhorando o estado fisioldgico geral das plantas expostas (Shabbir et al., 2025; Guo
et al., 2017).

Além disso, o acido siringico auxiliou na tolerdncia ao césio por meio da
modulacdo de vias regulatérias associadas a lignificacdo (Adams et al., 2020). De
forma semelhante, o acido p-cumarico atenuou os efeitos do estresse salino em chia,

promovendo o crescimento e o acumulo de biomassa (Nkomo et al., 2019).

V - Regulagdo Hormonal e Desenvolvimento Mediado por Auxinas

O triptofano, essencial na via de biossintese da auxina (IAA), é convertido em
indol-3-piruvato pelas aminotransferases TAA e posteriormente transformado em I1AA
pelas enzimas YUC, regulando processos-chave do desenvolvimento vegetal.
Aplicagbes exdgenas desse composto em soja resultaram em maior formagéo de
raizes laterais e aumento da biomassa radicular, com efeitos comparaveis aos das
auxinas naturais (Zhao, 2012; Sanada & Agehara, 2023).

O acido citrico, por sua vez, estimulou a secrecédo de acido giberélico quando
aplicado em combinagédo com Bacillus altitudinis LZP02, promovendo a germinagéo e

o crescimento do arroz (Jiao et al., 2022).

VI — Modulagao Estrutural e Interagdes Rizosféricas

Os acidos citrico e succinico influenciam diretamente as interagbes planta—
microrganismo. Além de seus efeitos diretos sobre o crescimento, o acido citrico
promoveu a formagao de biofilme por Bacillus altitudinis LZP02, favorecendo a
colonizagao radicular eficiente e a liberagao de fitorménios em arroz (Jiao et al., 2022).
O acido succinico, juntamente com os acidos malico e citrico, foi identificado nos
exsudatos radiculares de Citrullus lanatus como indutor de quimiotaxia, motilidade de
enxameamento (swarming) e formacgao de biofilme em Bacillus amyloliquefaciens,
evidenciando seu papel na comunicacao rizosférica (Gao et al., 2013).

O acido feruloilglucarico, assim como outros éteres fendlicos ligados a
arabinoxilanos, contribui para a arquitetura estrutural da parede celular vegetal. Esse
composto atua como ponto de ligagédo para a formagao de entrecruzamentos com a
lignina via acoplamento enzimatico, conferindo rigidez mecéanica e resisténcia a

degradagao por patdgenos (Buanafina, 2009).
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Adicionalmente, o acido siringico também contribui para a lignificacdo e,
consequentemente, para a tolerdncia a estresses abibticos, como descrito em

condigdes de contaminagéo por césio (Adams et al., 2020).

5 CONCLUSAO

Os testes de suscetibilidade indicaram que Bacillus subtilis permanece viavel
na presenca do extrato, embora com redugdo no numero de UFC; entre os
tratamentos, o CRE 75% apresentou a maior taxa de proliferagdo. No ensaio de
germinagdo em papel, o CRE 75% também foi o mais eficaz, superando
significativamente o controle. Nas células de germinagao, os tratamentos com CRE
100% e CRE 25% promoveram maior formagcdo de plantulas e aumento do
comprimento radicular. Em contrapartida, os experimentos em vasos ndo mostraram
diferengas significativas, provavelmente em fungdo do baixo volume de extrato
aplicado. O ensaio FRAP revelou elevada atividade antioxidante, dependente da
concentragdo. A analise por espectrometria de massas (HPLC-ESI-QTOF-MS/MS)
identificou predominio de acidos organicos, compostos fendlicos, aminoacidos e
metabalitos glicosilados, como os acidos quinico, malico, citrico, ferulico e p-cumarico,
aléem do triptofano. Esses compostos apresentam atividades antioxidantes,
antimicrobianas, promotoras de crescimento e indutoras de resisténcia, corroborando
os efeitos observados nos ensaios biolégicos. Os achados ressaltam a necessidade
de novos experimentos com maiores volumes de aplicacdo, avaliagdo em outras
especies cultivadas — dada a variabilidade das respostas de enraizamento — e
investigacdo dos mecanismos de agao, incluindo analises metagenbmicas para
avaliar a possivel modulagao do microbioma rizosférico e endofitico, considerando as

propriedades bactericidas do extrato.
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(—)-ESI-MS/MS of Quinic acid at 15 eV (m/z 191.0161 [M — H]—-).
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(—)-ESI-MS of Quinic acid derivate (m/z 533.1714 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS/MS of Quinic acid derivate at 15 eV (m/z 533.1714 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of malic acid (m/z 133.0143 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS/MS of malic acid at 15 eV (m/z 133.0143 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of Citric acid (m/z 191.0198 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS/MS of Citric acid at 20 eV (m/z 191.0198 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS of Succinic acid (m/z 117.0192 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS/MS of Succinic acid at 5 eV (m/z 117.0192 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS of Tryptophan (m/z 203.0829 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS/MS of Tryptophan at (m/z 203.0829 [M — H]—-).
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(—)-ESI-MS of Uralenneoside (m/z 285.0615 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS/MS of Uralenneoside at 15 ev (m/z 285.0615 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS of Feruloylglucaric acid (m/z 385.0777 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS/MS of Feruloylglucaric acid (m/z 385.0777 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of Isopropylmalic acid (m/z 175.0612 [M — H]—-).
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(—)-ESI-MS/MS of Isopropylmalic acid at 15 eV (m/z 175.0612 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS of Feruloylquinic acid (m/z 367.1031 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS/MS of Feruloylquinic acid at 15 eV (m/z 367.1031 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of p-coumaric acid (m/z 163.0398 [M — H]—).

x103

38

-ESI Scan (rt 4,747 min) Frag=175,0V AmostralNEG MS5ul.d

162.0398 197.0456 313.0572

206.0829
258.0217

239.0895 ‘
|

348.0177
|

370.0245

|

381.0431
|

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

(—)-ESI-MS/MS of p-coumaric acid at 10 eV (m/z 163.0398 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS of Syringic acid (m/z 197.0457 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of Syringic acid derivate (m/z 313.0559 [M — H]—).
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(—)-ESI-MS/MS of Syringic acid derivate at (m/z 313.0559 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS of Ferulic acid (m/z 193.0507 [M — H]-).
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(—)-ESI-MS/MS of Ferulic acid at 15 eV (m/z 193.0507 [M — H]-).
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