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RESUMO

Atualmente a pressdo demografica global sobre a producdo agricola exige abordagens novas e
sustentaveis para satisfazer a crescente demanda por biomassa vegetal destinada a alimentacdo
humana, alimentacéo animal e producéo de energia. Por isso, tem sido observado crescente interesse
em substancias bioestimulantes naturais na agricultura devido ao desafio de equilibrar o
desenvolvimento tecnoldgico com a conservacdo ambiental. As microalgas apresentam diversas
aplicacbes biotecnoldgicas, dentre essas como bioestimulantes. Na agricultura moderna, as
microalgas sdo uma opcao ecologicamente correta para substituir os fertilizantes quimicos, pois
podem ser usadas como bioestimulantes, modificadores de solo e aditivos alimentares. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo dos extratos de microalgas na germinacao e
crescimento das culturas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), milho (Zea mays L.) e mamao (Carica
papaya L.). Foi possivel evidenciar que extratos aquosos obtidos a partir de microalgas apresentaram
potencial bioestimulante de crescimento, considerando que todas sementes utilizadas neste trabalho
apresentaram respostas germinativas positiva. Destaca-se que a maioria das sementes obtiveram
maiores valores de germinacdo, tempo médio, bons indices de velocidade, e melhor desempenho
inicial quando submetidas aos extratos das espécies do género Chlorella, principalmente nas
concentragdes 1,0 g/L e 1,5 g/L. J& para o experimento de crescimento, o extrato de Scenedesmus
acuminatus demonstrou eficacia na estimulacdo do crescimento de plantas de feijdo, considerando
que plantas submetidas a este extrato obtiveram maior rendimento de gréos por planta e maior nimero
de vagens. Desta forma, pode-se afirmar que o bioestimulante, quando aplicado via foliar, é capaz de
promover carreamento de fotoassimilados para as sementes, 0s quais resultariam em maior acimulo
de massa nas sementes. Também pode-se atribuir o efeito positivo do extrato de S. acuminatus no
rendimento e produtividade da cultura de feijdo a disponibilizacdo de micronutrientes presentes nesta
microalga. E necessario destacar que para avaliar a acdo dos extratos produzidos a partir de algas,
deve-se considerar a cultura agricola a ser testada, e concentracdes. Pois as sementes podem
apresentar uma fisiologia diferente e isso influencia no mecanismo de acdo dos extratos,
consequentemente apresentar respostas diferentes das obtidas neste estudo. A partir resultados pode-
se atribuir a importancia das microalgas no setor agricola, por seu potencial para o desenvolvimento
de novos produtos bioestimulantes do crescimento de plantas.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel, algas, desempenho germinativo, produtividade, sementes.



ABSTRACT

Currently the global demographic pressure on agricultural production requires new and sustainable
approaches to meet the growing demand for plant biomass for human feed, animal feed and energy
production. Therefore, there has been growing interest in natural biostimulant substances in
agriculture due to the challenge of balancing technological development with environmental
conservation. Microalgae have several biotechnological applications, including biostimulants. In
modern agriculture, microalgae are an ecologically correct option to replace chemical fertilizers, as
they can be used as biostimulants, soil modifiers and food additives. The objective of this work was
to evaluate the effects of the application of microalgae extracts on the germination and growth of
bean (Phaseolus vulgaris L.), corn (Zea mays L.) and papaya (Carica papaya L.) crops. It was
possible to evidence that aqueous extracts obtained from microalgae presented biostimulating growth
potential, considering that all seeds used in this study showed positive germ responses. It is
noteworthy that most seeds obtained higher germination values, mean time, good speed indices, and
better initial performance when submitted to extracts of species of the genus Chlorella, mainly at
concentrations 1.0 g/L and 1.5 g/L. For the growth experiment, Scenedesmus acuminatus extract
showed efficacy in stimulating the growth of bean plants, considering that plants submitted to this
extract obtained higher grain yield per plant and higher number of pods. Thus, it can be affirmed that
the biostimulant, when applied by foliar, is capable of promoting the transport of photoassimilates for
the seeds, which would result in greater accumulation of mass in the seeds. It is also possible to
attribute the positive effect of S. acuminatus extract on the yield and productivity of the bean crop to
the availability of micronutrients present in this microalgae. It is necessary to highlight that to evaluate
the action of extracts produced from algae, one should consider the agricultural crop to be tested, and
concentrations. Because the seeds may present a different physiology and this influences the
mechanism of action of the extracts, consequently presenting different responses from those obtained
in this study. From the results it is possible to attribute the importance of microalgae in the agricultural
sector, for its potential for the development of new biostimulating products of plant growth.

Keywords: Sustainable agriculture, algae, germination performance, productivity, seeds.
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APRESENTACAO

Esta tese estd subdivida em: Introducdo Geral, Metodologia Geral, Capitulo I, Capitulo II,
Capitulo I11, Capitulo IV e Consideraces finais. O trabalho esté estruturado em forma de artigos com
0 objetivo de facilitar a submissdo em periddicos cientificos especificos.

A Introducgéo Geral apresenta a definicéo e utilizacdo de bioestimulantes naturais e sua acao
sobre germinacdo e crescimento de cultura agricolas. Além disso, é demonstrada a importancia das
microalgas, bem como sua alta produtividade de biomassa, além de seus compostos bioativos e, a
partir disso, possiveis aplicagdes biotecnoldgicas, dentre essas como bioestimulante de plantas.
Justificando-se como uma alternativa para a agricultura orgénica, que vem crescendo atualmente.

No Capitulo | foi realizado o experimento de cultivo de quatro espécies de microalgas,
objetivando maior obtencdo de biomassa, para que possa ser posteriormente utilizada para producéo
de extratos e caracterizagdo bioguimica.

No Capitulo Il foi realizado o experimento de germinag&o com o uso dos extratos produzidos,
verificando como estes influenciam a germinacéo e desenvolvimento inicial de trés espéecies vegetais
de interesse econémico, obtendo dados de biomassa seca, comprimento de parte aérea e radicula das
plantulas.

No Capitulo 111 foi realizado um experimento projetado em campo, a partir do plantio de uma
cultura de feijdo, com extrato da espécie Scenedesmus acuminatus, avaliando o rendimento e
produtividade desta cultura, a partir de componentes de producéo e produtividade dos gréos.

No Capitulo IV a partir do conhecimento prévio da melhor concentracdo do extrato de
Scenedesmus acuminatus, porém objetivando testar métodos diferentes de aplicacdo, foi realizado
experimento de germinacéo, avaliando porcentagem de germinacao e crescimento radicular e, a partir
deste, foi possivel definir para a espécie de feijdo BRS Estilo, o melhor método de aplicacdo dos
extratos algais nas sementes.

As Consideracdes Finais abordam a comprovada eficacia dos extratos de microalgas como
bioestimulantes vegetais, sugerem a melhor concentracdo a ser aplicada em sementes, além de

destacar a importancia de se analisar as caracteristicas especificas de cada cultura a ser testada.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Bioestimulantes naturais

A expanséo populacional vém gerando crescente demanda por alimentos, consequentemente
houve intensificacdo da agricultura e, por sua vez, maior utilizacdo de agroquimicos (GODFRAY, et
al., 2010). Apesar do aumento da produtividade nas Ultimas décadas, esse processo causou prejuizos
globais e impactos no meio ambiente (MULLER et al., 2017). Estima-se que a populacdo em répido
crescimento exigira um aumento de 60% na producdo agricola nos proximos 30 anos, 0 que ira
agravar ainda mais essa situacdo (FAO, 2018).

Nos ultimos anos tem sido observado crescente interesse em substancias bioestimulantes
naturais na agricultura (CRAIGIE, 2011), devido ao desafio de equilibrar o desenvolvimento
tecnoldgico com a conservagio ambiental (MOGOR et al., 2018).

Os bioestimulantes incluem compostos diferentes de fertilizantes, capazes de promover o
crescimento das plantas quando aplicados em doses baixas (ZHANG; SCHMIDT, 1997), sendo
utilizados como uma alternativa a suplementacéo de nutrientes em hortaligas, podendo ser aplicados
via solo, sistemas de irrigacdo ou pulverizacdo foliar dos vegetais. Diversos bioestimulantes sdo
utilizados regionalmente, preparados com residuos animais, vegetais e agroindustriais (SOUZA;
RESENDE, 2003). O aumento na utilizacédo € justificado pelo menor custo, composic¢ao variada,
aumento da produtividade agricola, minimizacdo da poluicdo ambiental e principalmente pela
concentracdo de nutrientes existentes em suas formulagdes (TILMAN, et al. 2002; FOLEY et al.
2011).

No ambito legal os biofertilizantes, ou estimulantes, sdo qualificados como produtos que
contém componentes ativos ou agentes bioldgicos naturais derivados de organismos ou de
microrganismos tais como bactérias, fungos e algas (ABDEL-RAOUF, et al. 2012) capazes de atuar,
direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, melhorando o desempenho do
sistema de producdo estimulando o crescimento das plantas, podendo atuar também na quimica e
fertilidade do solo e que seja isento de substancias proibidas pela regulamentacéo de organicos, de
acordo com a Instrucdo Normativa 64 de 18/12/2008 (MAPA, 2008).

Os bioestimulantes tem potencial de mitigar problemas relacionados as questées ambientais e
econdmicas e fornecer uma opcao renovavel para melhorar a qualidade e o rendimento das culturas.
Sé&o recursos ecologicamente corretos contendo microorganismos, como bactérias, fungos ou algas,
gue promovem o crescimento e o desenvolvimento das plantas colonizando a rizosfera da planta e
permitindo o aumento da absorcéo de nitrogénio, fésforo, potéssio e mineiras e, podem ser aplicados
em larga escala (POVERO et al., 2016; SHUKLA et al., 2019).
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1.2. Algas como bioestimulantes

Algas podem ser agrupadas com base em suas caracteristicas morfoldgicas e tamanho, que
sdo referidos como microalgas em nivel microscopico e macroalgas em nivel macroscépico, que
crescem em ambientes aquéticos (RAJKUMAR; TAKRIFF, 2016). Esses organismos possuem a
clorofila como seu pigmento fotossintético principal para conversdo de energia. As microalgas tém
reproducdo simples, permitindo rapida proliferacdo e sobrevivéncia, até mesmo em diferentes
condi¢cbes ambientais, variando de ambientes de agua doce, salina, gelo ou fontes termais
(BRENNAN; OWENDE, 2010; TAN et al., 2017).

No ambiente aquatico as microalgas desempenham papel fundamental na ciclagem de
nutrientes, balanco do pH e na remoc¢do de didxido de carbono, gerando oxigénio e promovendo
melhoria na qualidade da dgua, por meio da absorcéo de compostos nitrogenados (PEREZ-GARCIA
et al., 2011). Também atuam na remog¢do de nutrientes, elementos quimicos, metais pesados e
microorganismos patogénicos presentes em aguas residuais, sendo uma tecnologia limpa e
sustentavel para o tratamento de efluentes (ANSILAGO et al., 2016).

A diversidade de espécies de microalgas oferecem uma vasta gama de cepas para
aproveitamento e comercializagdo (HANNON et al., 2010). O alto crescimento e grande
produtividade de biomassa, além da menor necessidade de agua e espago para o crescimento, confere
as microalgas vantagem no cultivo em relagcdo as macroalgas e até plantas terrestres, permitindo o
maximo de aproveitamento de sua biomassa como matéria-prima para diversos setores (GOH et al.,
2019).

O potencial das microalgas tem atraido crescente interesse em pesquisas e areas industriais
devido as suas extensas aplicagdes, como energias renovaveis, produtos farmacéuticos, nutracéuticos,
alimentacdo humana e animal, e também na agricultura (ZUCCARO et al., 2020). O mercado de
biomassa de microalgas tem atingido capacidade de cerca de 5000 t/ano de matéria seca e gera um
capital de US$1,25 x 10° por ano (RAJENDRAN et al., 2019). Embora a lucratividade dos processos
baseados em microalgas ainda seja questionavel (RASLAVICIUS et al., 2018), a eficiéncia energética
e a producdo sustentavel equilibrardo os interesses ambientais e comerciais (COELHO et al., 2019).
Além disso, o proximo marco regulatorio esta restringindo o uso de insumos quimicos devido a
crescente demanda por alimentos organicos e consciéncia ambiental (MZIBRA et al., 2020).

O interesse em cultivar microalgas chama atencdo em relacdo ao valor comercial de produtos
extraidos e ampla variedade de aplicacbes (GULDHE et al., 2017). As microalgas assimilam os
nutrientes incorporando-os a sua biomassa, obtendo um produto nutricionalmente rico, podendo ser
utilizado como suplemento em diversas areas (MORIOKA et al., 2014). A producdo de biomassa de

microalgas pode ser utilizada para obter diferentes tipos de extratos economicamente importantes.
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Geralmente durante a fase de crescimento exponencial, o rendimento méximo de biomassa microalgal
é alcancado (RONGA et al., 2019).

As algas constituem um grupo que tem apresentado efeitos favoraveis sobre culturas no campo,
como bioestimulantes sobre o crescimento, desenvolvimento e, consequentemente, aumento nos
rendimentos das colheitas (MATYSIAK et al.,, 2011). A utilizacdo de extratos de algas tem
aumentado, principalmente por ser alternativa ao uso excessivo de fertilizantes sintéticos e por ser
ecologicamente correta (CRAIGIE, 2011; JAYARAMAN et al.,, 2011). Neste sentido, torna-se
importante o uso de insumos especificos para cultivos organicos, como alguns bioestimulantes a base
de algas (KUMAR; SAHOO, 2011). De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA (2016) extratos de algas séo considerados aditivos e tem seu uso aprovado
em fertilizantes, em geral como estabilizante de formulagéo.

Hoje em dia a utilizacdo de extratos de algas vem recebendo notoriedade devido ao seu
potencial uso em agricultura organica e sustentdvel (ARIOLI et al., 2015). Ao contrario dos
agrotoxicos, extratos derivados de algas podem apresentar maior biodegradabilidade sendo, desta
forma, menos toxicos, e poluentes, reduzindo riscos para os seres humanos e animais (RATHORE et
al., 2009).

Acredita-se que existe um mercado inexplorado maior para a aplicagdo de biomassa de
microalgas no setor agricola, com evidéncias limitadas sobre aplicacdo de extratos de microalgas em
culturas agricolas (GARCIA-GONZALEZ; SOMMERFELD, 2016). Em ambientes agricolas,
microalgas melhoram a fertilidade do solo e contribuem para o crescimento e protecdo das plantas,
demonstrando ser uma alternativa para reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e pesticidas
(PRASANNA et al., 2015).

Compostos bioativos como proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos sdo os principais
constituintes de microalgas (DEBIAGI et al., 2017), seus rendimentos sdo seletivamente dependentes
da espécie, a composicdo de sua biomassa é altamente influenciada por fatores nutricionais, condigdes
de crescimento (OMETTO et al., 2018) e fatores ambientais. Portanto, é fundamental explorar as
microalgas e suas potencialidades.

As microalgas sdo benéficas para ciclagem de nutrientes do solo, melhorando a disponibilidade
de nutrientes (KARTHIKEYAN et al., 2007), produzindo substancias bioativas como fitorménios
(GHEDA et al., 2015) e protegendo plantas contra fitopatdgenos (ROBERTI et al., 2015). Os
fitorménios sdo pequenas moléculas que funcionam como mensageiros quimicos para regular as
atividades celulares nas culturas. Além disso, esses compostos sdo capazes de influenciar processos
metabolicos, incluindo fotossintese, respiracao, sintese de &cidos nucléicos e absorcdo de nutrientes

(TARRAF et al., 2015). Fitormdnios incluindo auxinas,citocininas, acido abscisico, etileno e
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giberelinas ja foram encontrados em extratos de microalgas e a estes também foi atribuido a funcéo
de promover o crescimento e desenvolvimento das plantas (STIRK et al., 2013).

Alguns estudos vém estabelecendo associacdo entre maior absorcao de nutrientes, precocidade
germinativa de sementes e de seu estabelecimento, maior acumulacdo de biomassa, maiores
rendimentos de colheita e elevada resisténcia a estresses bidticos e abidticos, a partir da incorporacdo
de microalgas como biofertilizantes (KAWALEKAR, 2013; HERNANDEZ-HERRERA et al. 2013;
CARVALHO; CASTRO, 2014; GARCIA-GONZALEZ; SOMMERFELD, 2016), indicando que a
biomassa das microalgas possui elevada disponibilidade dos principais componentes bioquimicos:
carboidratos, proteinas e lipidios e, por isso, apresentam potencial para aplicagdes como
biofertilizantes/bioestimulantes (CHENG, 2017; SOUZA et al., 2018).

Vaérios trabalhos demonstraram a potencial atividade bioestimulante de extratos de microalgas
em uma variedade de culturas (BARONE et al., 2018; DIAS et al., 2016; GARCIA-GONZALEZ;
SOMMERFELD, 2016; GUEDES et al., 2018; OANCEA et al., 2013; PLAZA et al., 2018).
Bioestimulantes também melhoram a germinacéo, floracdo e fruticultura das culturas (GARCIA-
GONZALEZ; SOMMERFELD, 2016).

Ao contrario dos fertilizantes quimicos convencionais, as microalgas sdo insumo de carbono
organico quando aplicadas ao solo (IBRAHEEM, 2007; RENUKA et al., 2018). Este € um aspecto
cada vez mais relevante, considerando que o esgotamento do carbono orgéanico do solo € um dos
principais tipos de degradacdo em terras agricolas que leva a diminuicdo da qualidade e fertilidade
do solo (STAVI; LAL, 2015).

1.3. Géneros Scenedesmus e Chlorella

1.3.1. Género Scenedesmus

As espécies do género Scenedesmus Meyen, pertencem a familia Scenedesmaceae, ordem
Chlorococcales, classe Chlorophyceae e divisdo Chlorophyta (LEE et al., 2009) e sdo encontradas
mais frequentemente em ambientes com maior grau de trofia (eutréficos). Possuem clorofila a e b,
xantofilas (luteina e prasinoxantina) e os carotenodides o, B e y. O produto fotossintético de
armazenamento é o amido, que é composto por amilose e amilopectina e, ao contrario de outras algas,
é formado dentro do cloroplasto (REYNOLDS, 2006).

Sédo individuos coloniais, com forma sempre plana e, em geral, constituida por 2, 4, 8, 16 ou,
mais raramente, 32 células dispostas lado a lado, sendo elas elipsoides, ovdides, fusiformes ou
lunadas. Este género é considerado o mais comum e cosmopolita dos géneros de algas verdes, além

de serem pioneiros na colonizagdo de um ambiente (BICUDO; MENEZES, 2006). Conforme
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Baumgartner et al. (2013), Scenedesmus é uma microalga de facil obtencdo na natureza e tem sido
cultivada para a producdo de biomassa para diversos fins e no tratamento de aguas residuérias.

Consideradas de facil cultivo, microalgas do género Scenedesmus tem despertado crescente
interesse na demanda tecnoldgica limpa e sustentavel, sendo direcionada a linhas de pesquisa que
desenvolvam metodologias para potencializar seu crescimento e adaptacdo aos meios nutricionais
utilizados (BENEDITO et al., 2019).

As espécies desse género possuem potencial bioestimulante e, por isso, tem sido amplamente
utilizadas no setor agricola (NAVARRO et al., 2021; RUPAWALLA et al., 2022). Estudos
confirmam a acdo de extratos de Scenedesmus sobre a expressdo de genes ligados a absorcéo de
nutrientes em beterraba (BARONE et al., 2018), promovendo o crescimento de folhas e brotos de
Petunia x hybrida (PLAZA et al., 2018), aceleracdo do processo germinativo de tomate (GARCIA-
GONZALEZ; SOMMERFELD, 2016) e maior rendimento em gréos de trigo (RENUKA et al., 2017).
Sabe -se que de seus extratos ja foram extraidos altos teores de etileno (PAN et al., 2019), acido

jasmonico, acido salicilico e &cido abscisico (PLAZA et al., 2018).

1.3.2. Género Chlorella

Espécies do género Chlorella Beyerinck [Beijerinck] pertencem a classe Trebouxiophyceae,
também da divisdo Chlorophyta. S&o individuos sempre solitarios e de vida livre, habitam ambientes
tanto aquaticos quanto terrestres e tém sido usadas como organismo modelo em varios estudos. Isso
se deve ao seu ciclo de vida simples, que compreende um alto potencial de crescimento, aparato
fotossintético e vias metabdlicas, além de possuirem um alto teor de proteina (até 70% do peso seco
da célula) e serem ricas em minerais, vitaminas e carotenoides (DOUCHA; LIVANSKY, 2012).

A célula é, em geral, esférica, elipsoidal ou ovéide, mas também pode ser reniforme ou um
pouco assimétrica. Os representantes desse género sdo habitantes principalmente do plancton de
sistemas de aguas Iénticas ou pouco loticas, como lagos e reservatorios (GRAHAM; WILCOX,
2000). Este género é amplamente utilizado como suplemento alimentar devido ao alto valor
nutricional que suas espécies apresentam (DOUCHA et al., 2009).

Tem sido avaliada e comprovada a atividade bioestimulante dos extratos produzidos a partir
das espécies desse género, na germinacao de sementes (EL-NAGGAR et al., 2005), crescimento
radicular (BARONE et al., 2018) no incremento da biomassa seca das plantas (KHOLSSI et al.,
2019), tolerancia a salinidade (ABD EL-BAKY et al., 2010), aumento da fertilidade do solo (MARKS
et al., 2019) e melhor funcionamento estomatico em plantas cultivadas (LI et al., 2014).

Os extratos de Chlorella sdo ricos em auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido abscisico
e jasmonico e poliaminas (MCADAM et al., 2016; LU; XU, 2015). Devido a quantidade elevada de
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fitormoénios, estes autores atribuem a acdo positiva dos extratos desta alga na germinacdo e

crescimento de plantas.

1.4.  Culturado feijao

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € um dos componentes basicos da dieta dos brasileiros,
constituindo a sua principal fonte de proteina vegetal (POMPEU, 1987). Apresenta grande
importancia socioecondmica no Brasil, que é o maior produtor mundial dessa leguminosa (IBRAFE,
2020). O grande consumo de feijdo no Brasil se deve aos aspectos sociais, econdmicos e culturais,
consistindo em um dos alimentos bésicos dos brasileiros, devido ao seu teor elevado de contetdo
proteico, 0 que torna seu consumo vantajoso sob o ponto de vista nutricional (COSTA; VIEIRA,
2000; RAMOS JUNIOR et al., 2005).

A producdo de feijéo € realizada por inumeros tipos de produtores, em diversas regides do pais,
utilizando diferentes niveis tecnologicos. Dentre estes produtores, a agricultura familiar € apontada
como a grande responsavel pela producéo de feijdo no pais. Devido a isso, com o objetivo de viabilizar
a producdo desse grdo, atualmente estdo sendo utilizadas técnicas para aplicacdo de bioestimulantes
naturais na cultura do feijdo (SILVA; WANDER, 2013).

1.5. Cultura do maméo

O maméo (Carica papaya L.), € uma das frutas tropicais mais cultivadas e consumidas no
mundo, € uma excelente fonte de nutrientes, com diversas propriedades funcionais e digestivas, e por
isso, bastante recomendada para ser introduzida na dieta humana (VIVAS et al., 2015). O mamoeiro
se desenvolve melhor em regiGes com temperatura média em torno de 25°C. O crescimento e 0
desenvolvimento potencial da cultura do mamao sdo limitados por temperaturas elevadas, acima de
33 °C, mesmo com poucas ocorréncias durante o ano (OLIVEIRA et al., 2012).

E amplamente cultivado em quase todo o territorio brasileiro, sendo a Bahia o maior estado
produtor seguido pelo Espirito Santo (IBGE, 2017). Configura-se como um fruto de importancia
social e econdmica para o Brasil, sendo umas das principais culturas no ranking de producdo e
exportacdo (EMBRAPA, 2018). O Brasil contribui com cerca de 13% da producdo mundial, o que
equivale a uma producdo de aproximadamente 1,6 milh6es de toneladas da fruta, ocupando a segunda
posicdo no ranking dos principais paises produtores, atras da india, que produz 5,5 milhdes de
toneladas (44,5%) do mam&o consumido no mundo (PADUA, 2019).
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1.6. Cultura do milho

O milho (Zea mays L.), origindrio da América Central e cultivado em todo o Brasil, se destaca
economicamente como importante cultura, utilizada como fonte de alimento, fibras, combustivel e
racdes (NARDINO, 2017). Destaca-se ainda 0 seu emprego na industria de alta tecnologia para a
producéo filmes, embalagens biodegradaveis e biocombustiveis (RANUM et al., 2014; DUARTE et
al., 2018). E uma das culturas mais exploradas no mundo, sendo o Brasil o terceiro maior produtor e
0 segundo maior exportador de milho (PEIXOTO, 2014; COELHO, 2021). A cultura se torna cada
vez mais importante, porque a demanda por alimentos crescera 20% nos proximos 10 anos e o Brasil
sera responsavel por atender 40% desta necessidade (RODRIGUES et al., 2018).

Ocultivo desta espécie, por ter ampla distribuicdo geogréfica, devido a sua alta variabilidade
genética, esta sujeita a diversos fatores, tais como: disponibilidade hidrica, fertilidade do solo,
densidade de plantas, sistema de cultivo, plantas daninhas, pragas e doencas (BRITO et al., 2013).

Atualmente, a estratégia mais sustentavel e comercialmente atrativa para prevencdo de perdas
econdmicas em varias culturas, é o desenvolvimento de variedades resistentes. Plantas geneticamente
melhoradas tém sido produzidas em varias espécies de importancia agrondémica para serem resistentes
a herbicidas, insetos, doencas, etc. (GABRIEL et al., 2017) e, até mesmo utilizagéo de bioestimulantes
naturais (SIMURA et al., 2018).

Dentre as culturas que podem ser beneficiadas pelo uso de bioestimulantes encontram-se o
milho (Zea mays L..), o feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e 0 mamado (Carica papaya L.), que sao espécies
amplamente utilizadas em testes ecotoxicoldgicos, por serem internacionalmente padronizadas, sao
Uteis na avaliacdo da toxicidade, por apresentarem germinacdo rapida e uniforme, além de
expressarem resultados em baixas concentracdes de substancias toxicas (ISO, 2014; BITENCOURT
et al., 2020; GUIMARAES et al., 2015). Apesar disso, é necessario entender o mecanismo de a¢ao
do bioestimulante, identificar a concentracdo ideal dos extratos algais e melhor forma de aplicacéo,
por isso este estudo foi realizado em etapas que sdo descritas no fluxograma abaixo (Figura 1).

O interesse por esse estudo surgiu devido a escassez de trabalhos relacionados a utilizacao de
microalgas como bioestimulante no Brasil, principalmente no estado do Espirito Santo, objetivando
investigar potenciais aplicacGes agricolas de espécies de microalgas verdes representantes dos
géneros Chlorella e Scenedesmus como bioestimulante e avaliar seus efeitos na germinacdo de

sementes e crescimento de plantas de feijdo, mamao e milho.
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Etapas do estudo

« Escolha das espécies de microalgas
« Cultivo das microalgas

« Preparacédo dos extratos
» Aplicagdo dos extratos na sementes

« Experimento em campo

» Defini¢do da concentracéo ideal
« Defini¢do do melhor método de aplicacéo

Figura 1: Fases de realizago do estudo.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da aplicacdo dos extratos de microalgas na germinacdo e crescimento das

culturas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), milho (Zea mays L.) e mamé&o (Carica papaya L.).

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a atividade bioestimulante dos extratos de microalgas;

Avaliar o efeito dos extratos algais na germinacgéo das sementes;

Avaliar o efeito dos extratos algais no crescimento das plantas de feijéo;

Identificar e padronizar as concentracfes que promovem maior desenvolvimento das
plantas;

Avaliar a composicdo quimica das moléculas presentes nos extratos com potencial
bioestimulante no crescimento das plantas;

Auxiliar no desenvolvimento de tecnologias para o aproveitamento da biomassa de

microalgas, com a finalidade de incrementar a producdo de culturas agricolas.
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3. METODOLOGIA GERAL
3.1.  Cultivo das microalgas
3.1.1. Obtencéo das cepas

Foram utilizadas quatro espécies de microalgas: Scenedesmus acuminatus (Lagerheim)
Chodat (L027B), Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing (L012B), Chlorella vulgaris Beijerinck
(LO45B) e Chlorella pyrenoidosa H. Chick (L046B). As cepas utilizadas no experimento foram
obtidas no banco de cultivo do Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais
(LATEAC), pertencente ao Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES).

O uso destas espécies se justifica considerando resultados obtidos em pesquisas anteriores que
caracterizaram perfis ecofisiologicos, identificando altas taxas de crescimento e alta produtividade de
biomassa, sugerindo como espécies potencialmente interessantes para o cultivo objetivando
diferentes aplicacbes biotecnoldgicas (COSTA, 2018; MILITAO, 2019), biorremediadoras, bem
como a utilizacdo em industrias alimenticias, alem de potencial aplicacdo na area de biocombustiveis
(MARTINS, 2014).

3.1.2. Condigdes de cultivo

As cepas utilizadas como inoculo para o experimento foram transferidas para erlenmeyers de
5L (Figura 1), contendo 4L do meio de cultura BBM - Bold Basal Medium (Tabela 1) (STEIN, 1975).
A utilizacdo deste meio de cultura se justifica devido a composicdo do mesmo favorecer o
crescimento das microalgas dos géneros Chlorella e Scenedesmus, por meio dos nutrientes que sao
disponibilizados, como ja foi observado em outros estudos (VIEIRA et al., 2014; ABURAI et al.,
2015, MILITAO, 2022). Os erlenmeyers foram fechados por tampdes de gaze com algodao
hidr6fobo, e mantidos em estufa incubadora (Eletrolab, EL 202/3; Brasil), sob temperatura de 25 *
2°C, luminosidade com intensidade de aproximadamente 40 pumol de fotons m2.s, fotoperiodo de
12/12h de luz/escuro, pH estabilizado inicialmente para 7,0 + 0,05 e aeracdo constante de 3,5 L/min
de ar. O cultivo foi do tipo batelada, com in6culo inicial de 3,0 x 10° cel/mL™?, com duragio de 21

dias.
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Figura 1: Disposicdo dos erlenmeyers durante o experimento na sala de cultivo.

Ap0s esse periodo, o material foi centrifugado e a biomassa liofilizada (liofilizador SL — 404)

para uso na realizacdo das analises bioquimicas. Todas as manipulacdes dos cultivos foram feitas em

camara de fluxo laminar (Pachane PCR T3, Brasil).

Tabela 1: Composicdo das solugdes estoque do meio BBM (Bold Basal Medium).

Estoque Solucéo estoque mL/Litro
Solugéo 1 KH2PO4 8.75 g/500mL 10 mL
Solugéo 2 CACI,.2H.0 1.25 g/500mL 10 mL
Solucéo 3 MgS0,4.7H.0 3.75 g/500mL 10mL
Solugéo 4 NANO:; 12.5 g/500mL 10mL
Solugéo 5 K2HPO4 3.75 g/500mL 10mL
Solugéo 6 NaCl 1.25 g/500mL 10mL
Solugéo 7 Na;EDTA 2H,0 10 g/L imL
Solugéo 8 FeS04.7H.0 4.98 g/L imL
H.SO4
Solugéo 9 Elementos trago 2.86 9 imL
HsBOs
MnCl,.4H,0 1819
. ZnS04.7H0 0.222¢
Solugdo 10 NaMoO..5H,0 0.390 g 1mL
CuS04.5H,0 0.079¢
Solucao 11 Co(NOs),.6H.0 0.0494 g 0.7mL
HsBOs 5.75 g/500mL

Fonte: STEIN (1975).
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3.1.3. Avaliagdo do crescimento

Para determinar a densidade celular (células/mL™), a cada 48h, foi realizada leitura da
absorbancia de aliquotas de 3 mL dos cultivos em comprimento de onda de 570 nm, com o auxilio de
espectrofotémetro (Thermo Scientific, Aquamate plus; EUA). O uso da densidade Optica para avaliar
o crescimento de microalgas fundamenta-se na obstrugdo fisica da luz pelas células.

O comprimento de onda utilizado situa-se numa faixa distante da absor¢do méxima de luz
pelas clorofilas e carotenoides. Portanto, a absorbancia registrada foi entdo pouco influenciada pelos
pigmentos fotossintéticos, atribuindo-se, fundamentalmente, a obstrucédo fisica da passagem de luz
pelas células em suspensdo (LOURENCO, 2006).

3.1.4. Determinacao da biomassa seca
Para a quantificacdo da biomassa celular dos tratamentos foram coletadas aliquotas das
culturas para a determinacdo da massa seca a cada sete dias até o 21° dia. Foram filtrados 30 ml, com
auxilio de bomba a vacuo, kitassato e funil de Buchner, em filtros de fibra de vidro (Macherey-Nagel,
GF-1 47 mm), previamente secos em estufa a 65°C e pesados. Apos a filtragem, os filtros foram
mantidos na estufa a 65°C até atingirem peso constante. A determinagdo da biomassa seca ocorreu
através da subtracdo da massa final pela massa inicial do filtro, dividido pelo volume filtrado,

conforme a férmula descrita abaixo. Os valores estdo expressos em mg/L™* (LOURENCO, 2006).

_ (Mf— Mi)

MS
\Y%

Sendo:

MS = Massa seca;
Mf = Massa final;
Mi = Massa inicial;

V = volume filtrado.

A produtividade (P, mg/ L-Y/ dial), foi calculada de acordo com a equagdo proposta por Ho

et al., (2013). Conforme descrito abaixo:

B (Xt — X0)
~ (t—1t0)
Sendo:

Xt = densidade celular (mg/ L) no tempo t (dia);
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X0 = densidade celular inicial (mg/ L) no tempo inicial t0 (dia).

A partir dos valores de densidade celular foram elaborados os pardmetros da cinética de
crescimento; a taxa de crescimento populacional (r), duplicagdes por dia (k) e o tempo de duplicacdo
(G). os célculos foram realizados seguindo as formulas propostas por Fogg e Take (1987). Como

segue:

_ (LnN2 — LnN1)
 (T2-T1)

Sendo:
N1 e N2= numero de células nos tempos T1 e T2.

A partir de r, calcula-se o tempo médio de duplicacéo:
0,6931
G=
r

As duplicacdes por dia:

k _ r
"~ 0,6931

O rendimento maximo (Rmax) foi calculado pela subtragdo do maior valor de densidade

obtido pelo valor inicial inoculado. Como segue:

Rmax =R1-RO

Sendo,
R1 = nGmero méximo de cél/mL™:

RO = namero inicial de cél/mL™.

3.1.5. Composicao bioguimica da biomassa algal
Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos e determinacgdo de proteinas e carboidratos
As concentragdes dos pigmentos clorofila ‘a’ e carotenoides foram determinadas por meio da

espectrofotometria a cada sete dias de intervalo até o final do experimento. Uma aliquota de 30 mL
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foi retirada de cada cultura de microalga e filtrada em filtro de fibra de vidro. A extracdo dos
pigmentos ocorreu por meio da maceragdo dos filtros de fibra de vidro, com o material retido,
utilizando acetona 90% como solvente a frio (LOURENCO, 2006). Em seguida, a solucdo foi
acondicionada em tubos de centrifuga envoltos por papel aluminio e armazenados no refrigerador a
4°C por 24 horas. Apos o tempo de incubacdo, a solucdo foi centrifugada e o sobrenadante lido em
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific, Aquamate plus; EUA) nos comprimentos de onda
recomendados para a detec¢do dos picos de absorcéo dos pigmentos de interesse.

Para a determinacdo da concentracdo de clorofila ‘a’ foi utilizada a equacdo proposta por
Lorenzen (1967); e a equacgédo desenvolvida por Strickland e Parsons (1968) para determinagdo da
concentracdo dos carotenoides totais. As andlises de clorofila ‘a’ e carotenoides totais foram
realizadas durante o experimento, nos dias 07, 14 e 21 de cultivo.

Férmulas de quantificacdo de clorofila ‘a’ e carotenoide:

ClorOﬁ Ia a= ((11,85*(A664 nm~— A750 nm) - 1,54*(A647 nm— A750 nm) - 0108*(A630 nm~— A750 nm))*va)/V'f
Carotenoides = (7,60*((A430 nm — 3,0% Azso nm) — 1,49*(A510 nm— 2,0%A750 nm))* Va)/Vf

Onde:

Va = volume de acetona em (mL);
VT = volume de cultura filtrado (mL).
Ausgo = absorbancia em 665 nm;

As10 = absorbancia em 665 nm;

As30 = absorbancia em 665 nm;

Ass7 = absorbéancia em 665 nm;

Asss = absorbancia em 665 nm;

Azs0 = absorbancia em 750 nm.

O teor de proteinas totais soltveis foi quantificado a partir da biomassa liofilizada obtida em
cada cultivo, de acordo com o método descrito por Lowry et al. (1951), por meio de
espectrofotometria. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 750 nm. A
curva padréo foi obtida a partir de albumina sérica bovina.

A extracdo e a determinacdo das concentragOes dos carboidratos totais foram realizadas
seguindo o procedimento descrito por Dubois et al. (1956) por meio do método fenol-sulfarico. A
determinacéo espectrofotométrica do contetdo de carboidratos foi realizada no comprimento de onda
de 490 nm.

28



3.2. EXTRATOS
3.2.1. Obtencé&o dos extratos

O extrato aquoso das microalgas foi obtido por meio da adi¢do da biomassa algal liofilizada a
agua destilada a 60 °C, durante 45 minutos, seguido de filtracdo em papel filtro e conservado a 4 °C
até o momento das andlises (ANISIMOV; CHAIKINA, 2014). Para todas as microalgas, foram
preparados extratos em quatro concentracfes, sendo: 0,5 g/L, 1,0 g/L, 1,5 g/L e 2,5 g/L. Estas
concentracOes foram definidas em ensaios prévios. Adicionalmente, as sementes foram submetidas
ao controle negativo com &gua destilada e ao controle positivo com produto comercial a base da
macroalga marinha Ascophyllum nodosum, cedido pela empresa Acadian Seaplants.

3.2.2. Determinagéo do pH dos extratos

A determinacdo do pH foi realizada para verificacdo da influéncia deste parametro nos
extratos utilizados sobre a germinacgéo e crescimento das plantas. De acordo com Santos (1992) além
dos macros e micronutrientes necessarios na composi¢do dos bioestimulantes que serdo absorvidos e
assimilados pelas plantas, é necessario que estes apresentem pH entre 7,0 e 8,0. Desta forma, para a
determinacdo do pH das concentracdes testadas dos extratos foi utilizado o pHmetro SB9OM5 —

Symphony.

3.2.3. Avaliacéo do potencial osmético dos extratos
Foi realizada a medicdo do potencial osmotico para verificar a influéncia desta variavel nos
extratos utilizados sobre a germinacgéo e crescimento radicular, a fim de garantir que os resultados
observados possam ser atribuidos ao efeito bioestimulante. A determinacéo do potencial osmético foi
realizada com o potenciémetro WP4 modelo C - Decagon, no Laboratério de Solos do IFES - Instituto

Federal do Espirito Santo, campus Santa Teresa.

3.2.4. Composicdo de macro e micronutrientes presentes na biomassa
Foi realizada analise dos teores nutricionais da biomassa algal. A concentracdo dos
macronutrientes e micronutrientes foi obtida seguindo a metodologia descrita por Malavolta et al.
(1997).

3.3.  Caracterizacao das sementes
O conhecimento das caracteristicas basicas das sementes é extremamente importante para a
compreensdo do processo germinativo. Beltrati (1995) afirma que o estudo dos aspectos morfoldgicos

da germinacdo, além de contribuir para a propagacdo das espécies, aborda a classificacdo da

29



germinacdo em relacdo a posicdo dos cotilédones, auxiliando na interpretacdo e padronizacdo dos
testes de germinacdo, contribuindo para o conhecimento morfo-anatdmico integral da especie. A
combinacdo dos caracteres da semente e da plantula pode fornecer subsidios necessarios ao
reconhecimento das espécies no campo e em amostras de sementes. Desta forma, foram realizados
alguns testes para avaliar a viabilidade das sementes utilizadas neste estudo, tais como: teor de agua

e potencial osmotico das sementes.

3.3.1. Teor de agua e potencial osmotico das sementes

A determinacdo do teor de &gua inicial das sementes foi realizada a partir do método da estufa,
conforme metodologia prescrita nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), utilizando a
estufa, a 105 + 3°C, por 24 horas, com quatro repeticdes de 25 sementes, pesadas previamente.
Transcorrido o periodo de secagem, os recipientes contendo as sementes foram retirados da estufa e
levados para o dessecador com silica-gel ativada por 10 minutos, para que entdo fossem pesadas
novamente (peso seco). A utilizagdo do dessecador apds a secagem é para promover resfriamento
rapido dos recipientes e impedir interferéncia da umidade do ambiente no peso seco das
sementes. Os resultados foram expressos em % b.u. (base imida). O potencial de dgua das sementes
(5 sementes por repeticdo) foi medido em potenciébmetro WP4 (Decagon Devices, Pullman, EUA).
As percentagens de umidade das sementes foram calculadas, conforme a formula descrita nas Regras
de Analises de Sementes:

% de umidade (U) = ﬂ
PU — t* 100

Em que:

PU = peso Umido, ou seja, peso inicial da semente;

PS = peso final, peso da semente apos a secagem;

t = tara, peso do recipiente.

3.4. EXPERIMENTO DE GERMINACAO

Foram utilizadas sementes de trés cultivares: feijao BRS Estilo, mamé&o Formosa e milho doce
Azteca (Figura 2). O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas
Continentais (LATEAC-UFES) seguindo um delineamento inteiramente casualizado. As sementes
foram distribuidas em rolos de papel Germitest® (25 sementes por rolo), em quatro repeticoes,
totalizando 100 sementes por tratamento. Estas foram mantidas em estufas germinadoras de Demanda
Bioguimica de Oxigénio (BOD) sob fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro) ajustadas a temperatura
de 25+ 2 °C.
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Figura 2: Sementes de utilizadas no estudo, sendo A: mamé&o; B: feijdo e C: milho.

Os extratos das algas foram aplicados na quantidade de 3 mL a cada 48 horas, com um
pulverizador de agua. Foram determinados periodos diferentes para andlise de cada semente,
considerando seu tempo de germinacao. Desta forma, a colheita foi realizada nos periodos de 10, 15
e 20 dias apos a semeadura, do feijdo, milho e mamado, respectivamente. Foram avaliadas 100
sementes para cada concentracdo de extrato obtido, ou seja, quatro concentracdes, além do controle
negativo e positivo (extrato de Ascophyllum nodosum) totalizando 600 sementes por extrato de alga,

para cada cultivar.

3.4.1. Analise de germinacao de sementes
O critério de germinacdo adotado foi a emergéncia de radicula. As caracteristicas avaliadas
foram: porcentagem de germinacéo (3.4.2), indice de velocidade de germinacao (3.4.3), tempo médio
de germinacdo (3.4.4) e vigor das plantulas (comprimento parte aérea X radicula e pesagem da

biomassa seca) (3.4.5).

3.4.2. Porcentagem de germinacao (%G)

A porcentagem de germinacdo em testes de laboratdrio corresponde a porcentagem de
plantulas normais obtidas sob as condicBes e os limites de tempo para cada espécie, devendo
apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema radicular, parte aérea e cotilédones. As plantulas
normais sdo aquelas que apresentam potencial para continuar seu desenvolvimento e formar plantas
normais, quando desenvolvidas em solo de boa qualidade e sob condices ideais de umidade,
temperatura e luz (BRASIL, 2009). A porcentagem de germinacdo foi calculada de acordo com Fanti
e Perez (1998).

G% =

Ax100
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Onde:
N = namero total de sementes germinadas;

A = numero total de sementes colocadas para germinar em cada repeticao

3.4.3. Indice de Velocidade de Germinacao (IVG)

O Indice Velocidade de Germinacdo ¢ uma importante variavel que expressa a condicio
fisiologica das sementes, quando se deseja saber qual das espécies estudadas é a mais rapida na
germinacdo e qual delas terd condi¢des de disputar os nutrientes e agua disponiveis no solo.

O IVG é calculado a partir da protusdo do hipocotilo e pode ser expresso por meio da férmula
sugerida por Maguire (1962), em que é calculado o0 somat6rio do nimero de sementes germinadas a

cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a germinacao.

IVG = X (ni/ti)
Em que:
IVG = indice de velocidade de germinagéo;
C‘i”

ni = numero de sementes que germinaram no tempo

ti = tempo, em dias apos a instalacdo do experimento.

3.4.4. Tempo médio de Germinacédo (TMG)

A germinabilidade informa o nimero total de sementes germinadas, entretanto, ndo reflete quanto
tempo foi necessario para que as sementes atingissem tal porcentagem de germinacdo. Para
compreender o comportamento germinativo das sementes existem medidas que quantificam a
germinacao sob o ponto de vista cinético, isto é, informam quanto tempo foi necessario para determinado
lote de sementes germinar. Um parametro bastante utilizado é o tempo médio de germinacdo. O tempo
necessario para determinada amostra de sementes germinar depende, primariamente, da espécie em
estudo e das condicBes experimentais ou ambientais nas quais as mesmas se encontram (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004).

Para o céalculo do TMG utilizou-se o nimero de plantulas normais contabilizadas no intervalo
entre cada contagem (ni) e o tempo decorrido entre o inicio da germinacao e a i-ésima contagem (ti)

conforme proposto por Labouriau (1983):

_ (Zniti)
"~ Zni

TMG

32



Onde:
TMG = tempo médio de germinag&o;
ni = nimero de sementes germinadas por dia;

ti = tempo de incubagé&o.

3.4.5. Vigor das plantulas

Sua finalidade é fornecer informacgdes complementares as obtidas ap6s a germinacgdo e que
possibilitem estimar o potencial de desenvolvimento das plantulas em laboratério, por meio da
medicdo do comprimento da radicula e da parte aérea.

Os parametros avaliados foram: altura da plantula (cm), medindo a distancia desde a superficie
do solo até a extremidade da folha mais expandida da planta, o comprimento da raiz, entre regido de
transicdo entre a raiz e caule até a extremidade da raiz principal e massa seca (gramas)
(NAKAGAWA, 1999).

3.5. EXPERIMENTO DE CRESCIMENTO

O experimento foi desenvolvido no periodo de outono-inverno de 2021 em area experimental
da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira - UNESP,
localizada no municipio de Selviria - MS, situada a 20°20' de latitude Sul e 51°24' de longitude Oeste
de Greenwich, com elevacao aproximada de 335 metros. O solo da area experimental é um latossolo
vermelho distréfico tipico argiloso (SANTOS et al., 2018).

Segundo a classificacdo Kdppen (1948), o clima é do tipo Aw apresentando temperatura
anual méaxima de 31 °C e minima de 19 °C, com precipitacdo pluvial anual média de 1.313 mm
(PORTUGAL et al., 2015).

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com quatro repeticbes. As
parcelas foram constituidas por 7 linhas com 5,0 m de comprimento e espacadas de 0,45 m entre si.
Os tratamentos foram constituidos pelos seguintes tratamentos: T1 — controle; T2 — Extrato aquoso
aplicado em V4.3 (terceira folha trifoliada completamente formada); T3 — Extrato aquoso aplicado em
Rs (botdes florais formados); T4 - Acadian aplicado em Va.5; T5 — Acadian aplicado em Rs.

Realizou se a semeadura de feijao em solo preparado com arado escarificador seguido de
gradagem leve para nivelamento apds a cultura da soja, no dia 12 de abril de 2021, com uso de
sementes tratadas com piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil (2 ml kg de sementes), visando
o controle de insetos e fungos. A adubago no sulco de semeadura foi constituida de 250 kg ha da

formulacdo N-P-K: 08-28-16.
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A emergéncia das plantulas ocorreu no dia 17 de abril de 2021, 5 dias ap6s a semeadura. O
cultivar utilizado foi o IAC 1850, do grupo comercial carioca, que apresenta arquitetura de planta
ereta, com habito de crescimento indeterminado tipo Il, adaptado a colheita mecénica direta,
apresentando bom potencial produtivo, estabilidade de producéo e resisténcia as principais doengas e
ao acamamento.

O fornecimento de agua foi realizado por sistema de irrigacdo do tipo pivd central, com
precipitacdo média de 13 mm e a irrigacdo realizada com turno de rega de 2 a 3 dias dependendo da
fase de desenvolvimento da cultura.

O controle das plantas daninhas foi efetuado com herbicidas p6s emergentes sendo aplicado
o fomesafen (0,8 L ha® do produto comercial) aos 18 DAE (dias apds a emergéncia) para o controle
de plantas daninhas de folhas largas e o fenoxaprope-P-etilico (0,7 L ha do produto comercial) aos
25 DAE, para o controle de plantas daninhas de folhas estreitas.

A adubacdo nitrogenada em cobertura foi realizada no estadio Va4, aos 19 DAE, com
aplicacdo de 60 kg ha* N, utilizando-se como fonte a ureia (45% de N). Posteriormente foi aplicada
uma lamina de irrigacdo de aproximadamente 13 mm, com o intuito de solubilizar o fertilizante e

evitar as perdas de N por volatilizacao.

As aplicacBes dos extratos de algas foram realizadas na forma de jato dirigido, com
pulverizador manual elétrico de pressdo constante e vazao de 200 L ha™. A primeira aplicagdo ocorreu
em Va3 (extratos de algas) ocorreu no dia 02 de maio de 2021, aos 15 DAE. A segunda aplicagéo
(extrato de algas) por ocasido do estadio Rs, foi realizada em 19 de maio de 2021, aos 32 DAE no

periodo da tarde (entre 14:30 h e 15:30 h) sob boas condicdes de aplicacao.

Durante o periodo de desenvolvimento das plantas, foi realizado o monitoramento de
ocorréncia de pragas e doencas e o controle quando necessario foi realizado com produtos

recomendados e registrados para a cultura do feijao.

O florescimento pleno das plantas de feijdo foi registrado em 23 de maio de 2021 (Figura 3),
aos 36 DAE e a colheita do feijao foi efetuada manualmente e individualmente por unidade
experimental no dia 07 de julho de 2021, aos 81 DAE, colhendo-se duas linhas centrais de cada
parcela. As plantas ficaram expostas ao sol para secar completamente e também foram colhidas

separadamente 6 plantas de cada parcela para avaliacdo dos componentes de producéo.
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Figura 3: Aspecto geral das plantas de feijao em campo.

Durante a conducdo do experimento e ap6s sua colheita, realizaram-se as seguintes

avaliacdes:
3.5.1. Componentes de produc¢édo

Populacéo final de plantas; por ocasido da colheita foi avaliado, em duas linhas, na area Util
das parcelas, a contagem do niimero de plantas e transformado em plantas ha™. Para determinagdo do
namero de vagens por plantas e nimero de graos por planta, foram coletadas uma amostra de 6 plantas

em cada parcela.

3.5.2. Produtividade de graos

As plantas da area util de cada parcela foram arrancadas e deixadas para secagem a pleno
sol. Apds a secagem, foram submetidas a trilha manual, os gréos pesados e 0s dados convertidos em
kg ha! (13 % base Umida).

3.6.  Andlise de dados

Os dados obtidos nas andlises do cultivo, germinacéo das sementes e crescimento das plantas
foram submetidos a anélise de variancia e comparacdo multipla teste pos hoc de Tukey para testar a
significncia das diferencas entre as medias dos tratamentos. As diferengas foram consideradas
significativas a um nivel minimo de p <0,01, para os dados do cultivo e germinacéo e, p <0,05 para
os dados obtidos no experimento de crescimento. Os dados foram analisados utilizando o software
Assistat (Versdo 7.7). Foi realizada analise de regressdo polinomial, a partir das médias dos valores
de biomassa das pléntulas, para avaliar as concentracbes dos extratos utilizando o softwarte
SigmaPlot verséo 10.
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INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes, microscopicos, geralmente encontrados em
sistemas de agua doce e marinhos. S0 consideradas promissoras para a producdo de bioenergia
renovavel devido ao seu alto teor de lipidios e taxa de crescimento rapido (YOUSUF, 2020).

Estes organismos sdo capazes de produzir cerca de 50% de todo oxigénio na Terra via
fotossintese, além de apresentarem ampla gama de bioprodutos incluindo polissacarideos, lipidios,
pigmentos, proteinas, vitaminas, compostos bioativos e antioxidantes (KHAN et al., 2018). Sua
producéo e rendimento sdo seletivamente dependentes da espécie de alga cultivada (OMETTO et al.,
2018).

A producdo e incremento de biomassa € altamente influenciada por fatores nutricionais e
condicdes de crescimento, tais como temperatura, salinidade, pH, luz, etc (DEBIAGI et al., 2017
SUPARMANIAM et al., 2019). Desta forma, o potencial das microalgas tem despertado cada vez
mais interesse em pesquisas e industrias devido principalmente a sua aplicacdo como energia
renovaveis, produtos farmacéuticos, nutracéuticos, tratamento de aguas residuais (ZUCCARO et al.,
2020), além da sua recente utilizacdo como bioestimulantes (CHIAIESE et al., 2018).

Em comparacdo com as culturas convencionais, as microalgas possuem caracteristicas
favoraveis, como capacidade superior de fixacdo de carbono, maior eficiéncia fotossintética e
produtividade de biomassa, bem como a ndo exigéncia de terra aravel para o seu crescimento
(ARESTA et al., 2019).

O cultivo de microalgas € uma ferramenta essencial para a producéo de biomassa, além de, se
desejado, prover informacdes basicas sobre as espécies cultivadas, Uteis para o conhecimento de seus
ciclos de vida, sua autoecologia e fisiologia (LOURENCO, 2006).

Apesar dos relevantes esforcos de pesquisa e da multiplicidade de aplicagdes das microalgas,
a comercializacdo de um espectro diversificado de bioprodutos de microalgas é dificultada pelos altos
custos associados a producdo de biomassa (LIYANAARACHCHI et al., 2021). Assim, torna-se
necessario desenvolver estratégias para aprimorar os métodos de cultivo, aumentando o rendimento
e reduzindo os custos gerais.

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a composi¢ao quimica e visa
contribuir sobre o conhecimento da fisiologia de quatro espécies de microalgas no que diz respeito a
avaliacdo de aumento de biomassa e a sua viabilidade no uso como matéria-prima com fins
biotecnoldgicos, de modo a subsidiar sua utilizacdo como fonte produtora de bioestimulantes para

agricultura.
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MATERIAIS E METODOS

Quatro espécies de microalgas foram utilizadas no experimento; Scenedesmus acuminatus
(Lagerheim) Chodat, Scenedesmus obliquus (Turpin) Kutzing, Chlorella vulgaris Beijerinck e
Chlorella pyrenoidosa H. Chick e foram selecionadas no Banco de Cultivo de Microalgas do
Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES). A selecdo das espécies foi realizada com base em resultados anteriores
quanto ao seu potencial de producdo de biomassa e sua ampla gama de aplica¢fes biotecnolégicas
(SIDDIKI et al., 2022).

O cultivo foi do tipo batelada, com indculo inicial de 3,0 x 10° cel/mL™, com duragdo de 21
dias. O meio utilizado para o cultivo foi o BBM (STEIN, 1975), com o pH estabilizado inicialmente
entre 7 £ 0,05. As cepas utilizadas como inoculo para o experimento foram transferidas para
erlenmeyers de 5L, contendo 4L do meio de cultura, e mantidos em estufa incubadora sob temperatura
de 25 * 2°C, luminosidade com intensidade de aproximadamente 40 pmol de fotons m2.s?,
fotoperiodo de 12/12 h de luz/escuro.

Para determinar a densidade celular (células/mL™), a cada 48h, foi realizada leitura da
absorbéancia de aliquotas de 3 mL dos cultivos em comprimento de onda de 570 nm (LOURENCO,
2006) em espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Aquamate plus; EUA).

Para a quantificacdo da biomassa celular dos tratamentos foram coletadas aliquotas das
culturas para a determinacdo da massa seca a cada sete dias até o 21° dia. Foram filtrados 30 mL em
filtros de fibra de vidro (Macherey-Nagel, GF-1 47 mm), previamente secos em estufa a 65°C e
pesados. Apos a filtragem, os filtros foram mantidos na estufa a 65°C até atingirem peso constante.
A determinacéo da biomassa seca ocorreu por meio da subtracdo da massa final pela massa inicial do
filtro, dividido pelo volume filtrado. Os valores estdo expressos em mg/L* (LOURENCO, 2006).

A extracdo e a determinacdo das concentracdes dos carboidratos totais foram realizadas
seguindo o procedimento descrito por Dubois et al. (1956) por meio do método fenol-sulfarico.

O teor de proteinas totais soltveis foi quantificado a partir da biomassa liofilizada obtida em
cada cultivo, de acordo com o método descrito por Lowry et al. (1951).

As concentragdes dos pigmentos clorofila “a” e carotenoides foram quantificadas por meio da
espectrofotometria a cada sete dias de intervalo até o final do experimento. Foram retiradas uma
aliquota de 30 mL de cada cultura de microalga e filtradas. A extracdo dos pigmentos ocorreu por
meio da maceracéo dos filtros de fibra de vidro, com o material retido, utilizando acetona 90% como
solvente a frio (LOURENCO, 2006). Em seguida, a solugdo foi armazenada no refrigerador a 4°C

por 24 horas e, apds o tempo de incubacdo, foi centrifugada e o sobrenadante lido em
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espectrofotdmetro nos comprimentos de onda recomendados para a detecgdo dos picos de absor¢ao
dos pigmentos de interesse.

Para a determinagdo da concentra¢do de clorofila ‘a’ e carotenoides foram utilizadas as
equacdes propostas por Lorenzen (1967) e Strickland e Parsons (1968), respectivamente. As analises
de clorofila ‘a’ e carotenoides totais foram realizadas durante o experimento, nos dias 07, 14 ¢ 21 de
cultivo.

Os dados obtidos nas analises de crescimento, massa seca, pigmentos, proteinas e carboidratos
totais soltveis foram submetidos a analise de variancia e comparacao multipla teste pos hoc de Tukey
para testar a significancia das diferencas entre as médias dos tratamentos. As diferencas foram
consideradas significativas a um nivel minimo de p <0,01. Os dados foram analisados utilizando o
software Assistat (Versdo 7.7).

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento das 4 espécies de microalgas cultivadas.
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Figura 1: Curva de crescimento das microalgas.

Todas as espécies apresentaram fase de adaptacdo (lag) curta e se mantiveram na fase
exponencial de crescimento (log) até o final dos cultivos. Foi possivel observar que as espécies
Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus acuminatus obtiveram densidade celular superior quando
comparadas as outras espécies, sendo seus valores maximos registrados no 21° dia de 132,62 x 10°

cél/mLt e 90,57 x 10° cél/mL™?, respectivamente.
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Os valores de taxa de crescimento (r), duplicacGes por dia (k) e tempo de duplicacéo (G) estdo
apresentados na Tabela 1. Houve diferenca significativa entre os parametros cinéticos de crescimento.
C. pyrenoidosa e S. acuminatus apresentaram as maiores taxas de crescimento, mais duplicagdes por
dia e menor tempo de duplicagdo populacional. Em relacdo ao rendimento celular, C. pyrenoidosa

obteve rendimento significativamente superior que as demais espécies.

Tabela 1: Parametros cinéticos de crescimento.

Espécies r (Dia) k (Dia) G (Dia) Rmax (Cél/mL)
S.acuminatus  0.91+0.010ab 1.31+0.014ab 0.76 £0.008 bc  90.57 x 10° ab
S. obliquus 0.89+0.004b 1.29+0.006b 0.77+0.004b  60.92x 10°ab
C. vulgaris 0.86 +0.006c 1.25+0.009c  0.80 £0.006 a 31.39x 10°b
C.pyrenoidosa 0.92+0.026a 1.34+0.037a 0.75%0.020c 132.62 x 10° a

(r = taxa de crescimento; k = duplicages por dia; G = Tempo de duplicagdo; Rmax = rendimento maximo.).
Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,01).

A Tabela 2 demonstra a variagdo da concentracdo da massa seca dos cultivos ao longo do
tempo. O incremento de biomassa foi significativo em todas as espécies. A microalga Scenedesmus
acuminatus obteve maior biomassa e produtividade, seguida de Scenedesmus obliquus. Chlorella
vulgaris e Chlorella pyrenoidosa obtiveram menores valores para ambos parametros e foram

significativamente diferentes entre si (p <0,01).

Tabela 2: Variagéo e produtividade (P) em biomassa (MS) dos cultivos durante 21 dias.

Espécies Dia7 (g.L™Y) Dial4 (g.L") Dia21(g.L") P (mg/L*/diat)
S. acuminatus 0.10 £ 0.02 cde 0.28+0.04b 0.50+0.07 a 28.21a
S. obliquus 0.08 £ 0.03 cde 0.22+0.03b 0.46 £0.04 a 26.71a
C. vulgaris 0.04+0.01le 0.08+0.02de 0.14+0.03cd 717¢c
C. pyrenoidosa 0.04+£0.01le 0.14+£0.04c 0.23+0.08b 13.57b

(P = produtividade, expressa em miligrama por litro; MS = massa seca, expressa em grama por litro).
Intervalo de 7 dias entre as coletas. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo

teste de Tukey (p < 0,01).

Carboidratos totais

As maiores concentracbes de carboidratos (Figura 2) foram encontradas nas espécies
representantes do género Chlorella. Chlorella vulgaris obteve 67,84 mg/g MS e, Chlorella
pyrenoidosa obteve 63,03 mg/g MS, apresentando diferengas significativas quando comparadas as
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espécies de Scenedesmus acuminatus com 8,83 mg/g MS e Scenedesmus obliquus com 2,98 mg/g
MS.
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Figura 2: Concentracdo de carboidratos totais hidrossoltveis (mg/g MS) na biomassa
das espécies cultivadas.

Proteinas totais solGveis

O teor de proteinas nao apresentou diferenca significativa entre o cultivo das espécies (Figura
3). Os valores registrados foram S. acuminatus (361 mg/g MS), C. vulgaris (339 mg/g MS), S.
obliquus (311 mg/g MS) e C. pyrenoidosa (212 mg/g MS).
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Figura 3: Concentracdo de proteinas totais soltveis (mg/g MS) na biomassa final
das espécies cultivadas.
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Clorofila “a” e carotenoides

Os valores das concentragdes dos pigmentos cloroplastidicos (clorofila a e carotenoides) estdo
apresentados na Figura 4 (clorofila) e Figura 5 (carotenoides). Os maiores valores de clorofila “a” e
carotenoides totais foram registrados na terceira coleta ao final do experimento, com diferenca
significativa (p < 0,01). Desta forma, o tempo de cultivo influenciou de forma significativa o acimulo
de clorofila “a” e carotenoides totais em todas as espécies.

As espécies representantes do género Scenedesmus obtiveram maior concentracdo de ambos
pigmentos, alcancando concentracdo maxima no 21° dia, com S. obliquus atingindo a concentracdo
méxima de clorofila “a” (6,47 pg/ L-!) e S. acuminatus (5,14 nug/ L-Y). S. obliquus (2,34 ng/ L-Y)

também obteve maior concentracdo de carotenoides totais, seguida por S. acuminatus (2,06 pg/ L-)
e C. vulgaris (1,93 pg/ L-%).
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Figura 4: Concentragdo de clorofila “a”, nos dias 07, 14 ¢ 21 de cultivo, representados

por C1, C2 e C3, respectivamente.
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DISCUSSAO

As microalgas representam um grupo altamente especializado na capacidade de biofixacéo de
CO: através de sua atividade fotossintética e por acumular biomassa répida e eficientemente
(SOUZA, 2016). A concentracdo da biomassa estd diretamente relacionada a adaptacdo destas as
condi¢des de cultivo que sdo submetidas (LEITE et al., 2019), tais como: intensidade da luz,
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e, técnicas de colheita da biomassa (SIDDIKI et al.,
2022). Considerando o fornecimento desses requisitos essenciais, as microalgas conseguem
maximizar seu crescimento e melhorar a sintese de co-produtos de alto valor agregado como
carboidratos, lipidios e proteinas. Desta forma, pode-se afirmar que as condi¢fes fornecidas para as
microalgas neste estudo foram favoraveis, uma vez que, todas demonstraram aclimatacdo as
condicBes experimentais que foram submetidas, mantendo um crescimento exponencial durante o
periodo do cultivo, além de atingirem uma alta densidade celular.

A espécie que obteve maior densidade celular foi C. pyrenoidosa, seguida de S. acuminatus.
Araujo et al. (2019) registraram resultados semelhantes em seu estudo, cultivando a mesma espécie,
sob condicGes favoraveis e sem alteracdes, 0 que possibilitou um crescimento satisfatorio. Chew et
al. (2018), também avaliaram o crescimento de Scenedesmus sp. e concluiram que espécies
representantes deste género possuem rapido crescimento e alta capacidade de adaptacédo as condicdes
de cultivo. Essa facilidade de cultivo e manuseio impulsiona a aplicacdo industrial desse tipo de
microalga em varios setores.

Em relacdo aos parametros cinéticos de crescimento, pode-se afirmar que a espécie C.
pyrenoidosa foi significativamente superior as outras espécies estudadas, Vieira et al. (2014)
atribuiram melhores resultados do crescimento de Chlorella sp. a utilizacdo do meio de cultura BBM,
mesmo utilizado neste estudo, afirmando que os nutrientes disponiveis na formulacéo favoreceram o
melhor crescimento da microalga. Desta forma, pode-se sugerir que o meio de cultura foi
determinante no crescimento desta espécie. Deve-se considerar que a avaliacdo dos parametros
cinéticos do crescimento (r, k e G) permite comparar o crescimento de diferentes espécies submetidas
a uma mesma condicao experimental (LOURENCO, 2006).

Os resultados obtidos demonstram que durante a fase log de crescimento os cultivos de C.
pyrenoidosa e S. acuminatus aumentaram a densidade celular devido a maior taxa de crescimento,
com mais duplicacdes por dia. Apesar da microalga S. obliquus apresentar menor densidade celular,
esta espécie apresentou produtividade em biomassa igual a S. acuminatus. Militdo (2022) obteve
resultados semelhantes cultivando as microalgas Staurastrum hirsutum e Hariotina reticulata, pois
ambas obtiveram menor densidade celular, porém apresentaram produtividade em biomassa igual ou

superior aquelas registradas em espécies com maior densidade celular. Deve-se destacar que 0 meio
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de cultura utilizado para o cultivo dessas espécies também foi BBM. Segundo (ARKRONRAT et al.,
2016) caracteristicas como o tamanho e a complexidade das formas de reproducéo influenciam no
crescimento e na producdo em biomassa e espécies de tamanho reduzido apresentam crescimento
elevado, devido a relacdo area/volume, a qual facilita a absor¢édo de nutrientes do meio.

Sabe-se que as condi¢Bes do cultivo influenciam diretamente na sintese bioprodutos e
alteracdo nos teores de proteinas e carboidratos. As espécies representantes do género Chlorella
apresentaram concentracdes de carboidratos significativamente superior as espécies do género
Scenedesmus. A espécie Chlorella vulgaris foi capaz de produzir alta concentracao de carboidratos e
este resultado pode estar associado ao alto teor de amido presente no interior das células (POSTMA
et al., 2017; ALAVIJEH et al., 2020). Aradjo et al. (2019) obtiveram resultados semelhantes no
cultivo de Chlorella pyrenoidosa. Dragone et al. (2011) afirmam que a concentracdo de nitrogénio e
ferro no meio de cultura influencia diretamente sobre o acimulo de amido em Chlorella sp. A
producéo de carboidratos por microalgas € devido a fixagcdo de CO> durante o processo fotossintético.
O teor de carboidratos de microalgas pode ser aumentado pelo uso de varias estratégias de cultivo,
como variacido da temperatura (MILITAO et al., 2019), intensidade luminosa (MARKOU;
NERANTZIS, 2013), disponibilidade de fosforo (BAIEE, 2016), aumento do teor de cloreto de sddio
(FERNANDES et al., 2017), e suplementacéo de carbono (LOURENCO, 2006). Devido ao alto teor
de carboidratos que as algas séo capazes de sintetizar, frequentemente sdo utilizadas como a principal
matéria-prima na agricultura moderna (LEE et al., 2011).

Todas as microalgas obtiveram altas concentracfes de proteinas. Desta forma, ndo houve
diferenca significativa entre o teor de proteinas obtido nas espécies cultivadas. Esse alto teor esta
relacionado a disponibilidade de nitrogénio no meio, considerando que esse elemento € essencial para
sintese de proteinas (ZUCCARO et al., 2020). Tibbetts et al. (2015) cultivando Scenedesmus sp.
também registraram alta concentracdo dessa biomolécula em seu estudo. Segundo Nicolau et al.
(2020) na fase exponencial ou log de crescimento das microalgas que ocorre maior producdo de
proteina e divisdo constante, alcancando a taxa de crescimento méxima. Provavelmente esse fator
pode ser relacionado as espécies avaliadas neste estudo, considerando que apresentaram em maior
parte fase exponencial em seu crescimento.

A concentracdo de pigmentos, principalmente clorofila “a”, presente na biomassa algal ¢
extremamente importante para avaliacdo do desenvolvimento das microalgas (LOURENCO, 2006).
Além disso, a analise de conteldo pigmentar das algas é necessaria uma vez que 0s pigmentos
produzidos pelas algas (astaxantina, betacaroteno, luteina) tém aplicacdo em varios setores, tais como;
industrias de cosmeéticos, higiene pessoal, nutricdo humana e animal e, consequentemente,

apresentam importancia econdmica (LI'YANAARACHCHI et al., 2021). Embora neste estudo todas
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as especies de microalgas tenham apresentando aumento do teor de pigmentos ao longo do tempo de
cultivo, as espécies representantes do género Scenedesmus alcangaram maior concentracéo de ambos
pigmentos (clorofila “a” e carotenoides). Aburai et al. (2015), encontraram valores semelhantes no
contetido de clorofila “a”, cerca de 2,9 ug/ L-1, no cultivo de Scenedesmus sp. em meio sintético
BBM. Assim, pode-se afirmar que de acordo com o meio de cultura que as microalgas séo cultivadas,
e se em condicOes semelhantes, a producdo pigmentos tende a ndo variar muito, o que pode explicar
0s resultados obtidos neste estudo.

Baixas concentracdes de carotenoides também foram registradas no trabalho de Mulders et al.
(2014) ao cultivarem a microalga Chlorella zofingiensis também em meio sintético BBM, submetidas
a intensidades de luz supersaturadas. Goiris et al. (2012), obtiveram teor de 0,71 pg/ L- carotenoides
totais em Chlorella spp, sob condicfes estressantes. Os baixos teores de carotenoides registrados
nesse estudo, pode ser atribuido ao fato desses pigmentos serem acumulados em condicdes de estresse
como, por exemplo, limitacdo de nutrientes e excesso de luz (ABURAI et al., 2018; SOUZA et al.,
2020), o que n&o ocorreu nas condi¢des de cultivo.

Diante dos resultados obtidos neste estudo sugere-se que as condi¢Ges fornecidas as
microalgas foram favoraveis e beneficiaram o incremento de biomassa para utilizacdo como fonte
produtora de bioestimulantes na agricultura. E necessario conhecer o processo adaptativo das
microalgas em condicGes de cultivo e, isso so é possivel a partir do estudo e avaliagdo das interagdes
entre as variaveis analisadas em cada estudo, destacando a grande importancia desses organismos no
meio ambiente e no avango tecnoldgico. Desta forma, torna-se essencial o desenvolvimento de
estudos que objetivam o melhoramento e aprimoramento das tecnologias existentes e forneca subsidio

para o desenvolvimento de novas técnicas que viabilize sua producdo em larga escala.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel perceber que as microalgas
apresentaram resultados significativos, em relacéo a crescimento e biomassa. O incremento de massa
seca ao final do cultivo confirma a resposta positiva das microalgas a condi¢des fornecidas no
experimento.

As microalgas do género Chlorella apresentaram maiores concentracGes de carboidratos,
embora ndo tenha sido avaliado neste estudo, provavelmente este dado pode estar associado ao
acumulo de amido presente no interior das células em espécies desse género. O alto teor de proteinas
pode estar relacionado a disponibilidade de nitrogénio no meio de cultura, considerando que esse

elemento é essencial para sintese de proteinas e na fase exponencial ou log de crescimento das
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microalgas, ocorre maior producéo de proteinas, considerando que as especies avaliadas apresentaram
em maior parte fase exponencial, provavelmente pode ser atribuido a este fator.

O tempo de cultivo influenciou no acumulo de pigmentos, sendo registradas as maiores
concentragdes de clorofila ‘a’ e carotenoides ao final do experimento, principalmente nas espécies do
género Scenedesmus.

De maneira geral, as espécies demonstraram aclimatacdo as condi¢des experimentais que
foram submetidas, pois mantiveram um crescimento exponencial durante o periodo do cultivo, além

de atingirem uma alta densidade celular.
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INTRODUCAO

Um dos maiores desafios atuais da humanidade consiste no equilibrio entre o desenvolvimento
de novas tecnologias e a conservagao ambiental sem causar a sobre-exploragdo dos recursos naturais,
0 que coloca a agricultura no centro dessa discussdo (NAVARRO-LOPEZ et al., 2020; CORREA et
al., 2021). Essa pressdao demografica global sobre a producdo agricola exige abordagens novas e
sustentaveis para satisfazer a crescente demanda por biomassa vegetal destinada a alimentagéo
humana, alimentacdo animal e producdo de energia. A pratica agricola convencional baseou-se
predominantemente em insumos ndo renovaveis de fertilizantes e pesticidas (CHIAIESE et al., 2018).

Neste contexto, bioestimulantes vegetais pode desempenhar um papel fundamental na
abordagem dos desafios de sustentabilidade porque podem reduzir a dependéncia de fertilizantes
(YAKHIN et al., 2017), sendo considerados ecologicamente corretos. Sua utilizagdo tem por objetivo
melhorar qualitativa e quantitativamente a produtividade das culturas, bem como diminuir a poluicao
e 0s impactos ambientais associados ao uso de fertilizantes sintéticos (SCAGLIA et al., 2017).

A palavra “bioestimulante” foi aparentemente criada por especialistas em horticultura para
descrever substancias que promovem o crescimento de plantas sem serem nutrientes, melhoradores
de solo ou pesticidas (DU JARDIN, 2015). No ambito legal os bioestimulantes, sdo qualificados como
produtos que contém componentes ativos ou agentes bioldgicos capazes de atuar, direta ou
indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de
producdo, e que seja isento de substancias proibidas pela regulamentacédo de organicos, de acordo
com a Instrucdo Normativa 64 de 18/12/2008 (MAPA, 2008), desde que aplicados em baixas doses,
na semente, cultura ou solo, sdo capazes de regular e melhorar os processos fisiologicos da cultura
(ZHANG; SCHMIDT, 1997).

As microalgas apresentam diversas aplicac6es biotecnologicas (RIZWAN et al., 2018), dentre
essas como bioestimulantes. Na agricultura moderna, as microalgas sdo uma opcéo ecologicamente
correta para substituir os fertilizantes quimicos, pois podem ser usadas como bioestimulantes,
modificadores de solo e aditivos alimentares (DINESHKUMAR et al., 2019). Os bioestimulantes
produzidos a partir de extratos de algas contém moléculas bioativas complexas que apresentam
funcionalidades variadas, de acordo com o método de extracdo e modo de aplicacdo (SHUKLA et al.,
2019).

A aplicacdo das microalgas como bioestimulante na agricultura é realizada adicionando sua
biomassa (seca ou imida) ou obtendo seus extratos aquosos a serem aplicados (GONZALEZ-PEREZ
et al., 2022). Foi comprovado que microalgas apresentam efeitos positivos na germinagéo,
crescimento e desenvolvimento da planta, pois impulsionam a sintese de clorofila e carotenoides,

apresentam substancias promotoras de crescimento, como auxinas, citocininas (GUO et al., 2020),
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betainas, giberelinas, aminoacidos que atuam no crescimento e rendimento das culturas, e
polissacarideos, que melhoram o crescimento da planta como um todo (KAPOREE et al., 2021;
GONZALEZ-PEREZ et al., 2022).

A germinacdo de sementes é um processo crucial, caracterizado por uma série de etapas,
ocorrendo normalmente antes da emergéncia da radicula do tegumento da semente (MARTIN et al.,
2009), sendo assim definida como um fenémeno fisioldgico evidenciado pela emergéncia da raiz
priméria, em que o desenvolvimento subseqiiente € considerado como pds germinativo (BEWLEY;
BLACK, 1994), ou seja, o desenvolvimento do embrido e a emergéncia da plantula até tornar-se
independente das reservas da semente (FERREIRA, 2004; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Existem diversos fatores que influenciam no processo de germinacdo, podendo ser
classificados como internos (intrinsecos, como longevidade e viabilidade) e externos, relacionados as
condi¢des ambientais, como umidade, temperatura, tipo de substrato, luz e oxigénio (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Tais fatores interferem diretamente na porcentagem de sementes germinadas
e na velocidade com que este processo ocorre, pois tende a influenciar a velocidade de absorcéo de
agua e as reacdes quimicas determinantes no processo germinativo (OLIVEIRA; BARBOSA, 2014).
Portanto, a analise da germinacdo de sementes é base para a propagacdo de espécies nativas e para o
entendimento da regeneracdo natural em comunidades vegetais (COSMO et al., 2017) e, para as
culturas agricolas, esse método torna-se extremamente importante para compreensao dos seus
aspectos fisioldgicos e para auxiliar no rendimento e produtividade da cultura.

Ja foi constatado anteriormente que extratos de espécies dos géneros Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. podem atuar como bioestimulantes aumentando a capacidade de germinacdo das
sementes e até, modulando a expressao génica relacionada a aquisicdo de nutrientes (BARONE et al.,
2018; PUGLISI et al., 2020).

E necessério investigar as condicdes ideais que proporcionem melhor resposta germinativa
das sementes, principalmente por se tratar de espécies com grande importancia econdémica. Desta
forma, entender o mecanismo de acdo desde a germinacdo até o estabelecimento das plantulas é
indispensavel, além de conseguir determinar concentracdes do extrato que efetivamente atuam sobre
essas respostas.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de extratos de microalgas dos géneros Chlorella e
Scenedesmus, em diferentes concentracdes, na germinacdo de sementes de feijao BRS Estilo, maméo

Formosa e milho doce Azteca.
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MATERIAIS E METODOS

As espécies de microalgas utilizadas no experimento foram selecionadas no Banco de Cultivo
de Microalgas do Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais da Universidade
Federal do Espirito Santo. Foram utilizadas as espécies de microalgas; Scenedesmus acuminatus
(Lagerheim) Chodat, Scenedesmus obliquus (Turpin) Kutzing, Chlorella vulgaris Beijerinck e
Chlorella pyrenoidosa H. Chick

Os experimentos de cultivo tiveram duracdo de 21 dias em condi¢Oes ideais de temperatura,
luminosidade e pH, sob temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 12/12h (luz/escuro) com iluminéncia
méxima de 40 pmol m2ste pH de 7 + 0,05.

Os extratos aquosos foram obtidos por meio da aplicacdo de dgua destilada a 60 °C, durante
45 minutos. O caldo obtido foi filtrado com auxilio de papel filtro e conservado em refrigerado a 4
°C até o momento das analises (ANISIMOV; CHAIKINA. 2014). Foram avaliados extratos em quatro
concentragdes, sendo: 0,5 g/L, 1,0 g/L, 1,5 g/L e 2,5 g/L, para todas as microalgas. Além do controle
negativo, com agua destilada e controle positivo com extrato comercial base da macroalga marinha
Ascophyllum nodosum.

Foram determinados o potencial osmotico e do pH para verificar a influéncia destas variaveis
nos extratos analisados sobre a germinacao e desenvolvimento inicial das plantulas, a fim de garantir
que os resultados observados podem ser atribuidos ao efeito bioestimulante. A determinacdo do
potencial osmatico foi realizada com o potenciémetro WP4 modelo C — Decagon. A fim de obter as
concentragdes de macro e micronutrientes foi realizada a andlise de teores nutricionais
(MALAVOLTA etal., 1997). Para caracterizar e avaliar a viabilidade das sementes foram realizados
0s seguintes testes: teor de agua e potencial osmotico.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais
(LATEAC-UFES) seguindo um delineamento inteiramente casualizado. As sementes foram
distribuidas em rolos de papel Germitest® (25 sementes por rolo) (Figura 1), em quatro repeticdes,
totalizando 100 sementes por tratamento. Estas foram mantidas em germinadoras de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (BOD) sob fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro) ajustadas a temperatura
de 25+ 2 °C.
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Figura 1: Sementes distribuidas em rolos de papel Germitest®, sendo A: milho; B: feijao e C: mamao.



Os extratos das algas foram aplicados na quantidade de 3 mL a cada 48 horas, com um
pulverizador de &gua. Foram determinados periodos diferentes para coleta de cada semente,
considerando seu tempo de germinacdo. Desta forma, a colheita foi realizada nos periodos de 10, 15
e 20 dias apés a semeadura, do feijdo, milho e mamado, respectivamente. O experimento de
germinacdo foi conduzido em rolos de papel Germitest®, com quatro repeticGes, para cada
tratamento, totalizando 100 sementes para cada concentragdo de extrato obtido, ou seja, quatro
concentragdes, além do controle negativo e positivo totalizando 600 sementes por extrato de alga,
para cada cultivar. As sementes foram mantidas em condigdes ideais em germinadoras de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (BOD) sob fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro) ajustadas a temperatura
de 25+ 2 °C.

Os parametros avaliados: porcentagem de germinacdo (%G), calculada pela formula G =
(N/A) x 100. Sendo N = total de sementes germinadas; A = total de sementes. indice de velocidade
de germinacéo (IVG), calculado pela formula IVG = X (ni/ti), em que: ni = nimero de sementes que
germinaram no tempo “i”’; ti = tempo apods instalagdo do teste (Maguire 1962). Tempo médio de
germinacdo (TMG), calculado pela formula TMG = (Zniti)/Zni, onde: ni = numero de sementes
germinadas por dia; ti = tempo de incubacdo (Labouriau 1983) e vigor das plantulas (comprimento
parte aérea x radicula e pesagem da biomassa seca). A altura e comprimento de radicula foram
determinados com auxilio de paquimetro e expressos em centimetros. A pesagem da biomassa seca
foi realizada em balanca analitica e expressa em gramas.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e comparacdo multipla teste pos hoc de
Tukey para testar a significancia das diferencas entre as médias dos tratamentos. As diferencas foram
consideradas significativas a um nivel minimo de p <0,01, utilizando o software Assistat (Versdo
7.7). Considerando os dados obtidos na biomassa seca, foi realizada andlise de regressdo polinomial,
a partir das médias, para avaliar as concentracfes dos extratos, sendo selecionado aquele com maior
valor do coeficiente de determinacdo (R%) (PINHO et al., 2010), utilizando o softwarte SigmaPlot

versao 10.

RESULTADOS

Feijao

Os resultados obtidos na germinacdo das sementes de feijdo demonstram que houve diferenca
significativa entre controle e tratamentos e, entre as diferentes concentragOes de extratos testadas
(Figura 2). Todos os extratos testados influenciaram na resposta germinativa, e a concentragdo que
obteve melhores resultados de germinacdo foi 1,5 g/L, variando entre 95 % e 99%. O extrato da

microalga Chlorella vulgaris foi significativamente superior, obtendo alto indice de germinacdo em
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Figura 2: Porcentagem de germinacdo de sementes de feijdo submetidas a diferentes extratos e concentracdes e controle positivo e negativo.
Barras representam o desvio padrdo da média (n=25).

todas as concentracGes. Em todos os extratos testados, as sementes submetidas a concentragdo 2,5

g/L obtiveram menor germinacao.
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C. pyrenoidosa

O tempo médio de germinacdo foi significativamente superior nas sementes submetidas a

aplicacdo do extrato de S. obliquus na concentracdo de 1,5 g/L (Tabela 1), com uma media de 6,69

dias, apesar disso o indice de velocidade de germinacdo das sementes tratadas com esse extrato em

todas as concentracdes nao apresentou diferenca significativa. Foram observados maiores indices de

velocidade de germinacdo nas sementes tratadas com o extrato de S. acuminatus variando entre as

concentragdes de 0,5 g/L a 1,5 g/L. Além disso, as sementes submetidas a aplicacdo do extrato de C.

vulgaris na concentracdo de 1,5 g/L, também apresentaram resultados estatisticamente significativos

para este parametro.
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Tabela 1: Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVG) e tempo médio de
germinacdo (TMG em dias) das sementes de feijao.

Extratos Concentragdes TMG VG
0,5¢9/L 1.240 f 9.094 a
1,0 g/L
S. acuminatus g 2.675 def 9.857 a
1,59/L 1.624 f 11.008 a
2,59/L 1.758 f 6.578 b
0,50/l 4.431 abcde 3.787 def
. 1,0g/L 5.195 abc 4.286 cdef
S. obliquus
1,59/l 6.699 a 5.247 bed
2,50/L 3.389 bedef 4.067 def
0,50/L 3.593 bedef 5.329 bed
. 1,0g/L 4.341 abcde 6.277 bc
C. vulgaris
1,59/L 1.990 ef 10.559 a
2,59/L 4.652 abcd 3.122 ef
0,54d/L 5.430 abc 5.139 bede
. 1,09/l 5.386 abc 5.539 bed
C. pyrenoidosa
159L 5.587 ab 6.927b
259/l 3.000 cdef 3.013f
Controle C. negativo 3.042 cdef 6.696 b
C. positivo 1.344 f 10.517 a

Médias (n=25) seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey com
significancia de 1%.

Considerando o desenvolvimento inicial, as plantulas responderam positivamente a aplicacdo
dos extratos em todos os parametros avaliados. Foram registradas maiores alturas das plantulas
submetidas ao extrato de Chlorella pyrenoidosa nas concentracdes de 1,0 g/L e 1,5 g/L, com 16,24
cm e 18,06 cm, respectivamente. O extrato de Chlorella vulgaris, na concentracdo de 1,5 g/L, e 0
Controle positivo também foram significativamente superior neste parametro (Tabela 2). O
crescimento radicular obteve maiores valores e foi estatisticamente significativo nas plantulas
submetidas ao Controle positivo e no extrato de C. pyrenoidosa na concentracao 1,5 g/L. Os maiores
valores de biomassa foram registrados nas plantulas submetidas ao extrato de C. vulgaris, com
diferenca significativa. As sementes submetidas a concentracdo de 1,5 g/L do extrato de C.

pyrenoidosa também foram significativamente superiores em todos parametros.
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Tabela 2: Valores médios de altura da plantula (cm), comprimento da radicula (cm) e biomassa
fresca (g) de pléantulas de feijéo.

Extratos Concentragdes Altura (cm) Radicula (cm) Biomassa seca (g)
0,50/l 8.52+0,19¢ 8.34 + 0,51 efg 0.48 + 0,03 fg
S acuminatus 1,0g/L 8.33+0,48¢ 8.11 + 0,35 efgh 0.53+0,009 f
1,5¢g/L 12.8 +0,13 d 11.60 + 0,66 cd 0.73%+0,02¢e
2,50/L 6.03+0,121i 6.12 + 0,14 hij 0.35+0,008 h
0,50/l 5.89+0,21i 6.04 £ 0,20 ij 0.37+0,01h
. obliquus 1,0g/L 7.82+0,16 gh 7.68 + 0,23 fghi 0.43+0,01gh
1,59/l 11.04+0,25 ¢ 11.17 £0,37 cd 0.78+0,03 ¢
2,50/L 4.64+0,14 | 491+0,24 ] 0.39+0,01h
0,50/l 9.76 £ 0,17 f 9.58 + 0,09 def 1.036 £15,3¢
C. vulgaris 1,0g/L 12.58 £ 0,28 d 12.47 £ 0,19 abc 1.104 +£32,69 ¢
1,5¢g/L 16.69+0,31b 12.10 £ 1,46 bc 1.415+ 27,76 a
2,50/l 9.81+0,21f 9.98 £ 0,16 de 1.0 £0,009 e
0,50/l 8.10+0,08¢ 8.10 £ 0,11 efgh 0.90 £0,007 d
C. pyrenoidosa 1,0g/L 16.24+0,31b 12.12 £2,05 bc 0.89 +£0,007 d
1,5¢g/L 18.06 £ 0,02 a 13.90 £ 0,43 ab 1.308+1,16 b
2,50/l 6.97£0,18 h 7.26 0,27 ghi 0.79 £0,008 e
c | C. negativo 13.82+1,15¢ 12.65 £ 0,85 abc 0.51+£0,01fg
ontrole C. positivo 16.61+£0,35D 14.38+1,64a 0.74£0,005¢

Médias (n= 25) seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, para o parametro avaliado e em

resposta aos tratamentos, pelo teste de Tukey com significancia de 1%

Os resultados obtidos indicam que as concentracdes dos extratos foram determinantes para

resposta germinativa das sementes, principalmente nas sementes submetidas ao extrato de C. vulgaris

(Figura 3), em que as sementes responderam exponencialmente ao aumento das concentracdes até 1,5

g/L e, ao atingir a concentracao de 2,5 g/L houve declinio nas respostas germinativas, com coeficiente

de determinacdo r?: 0,8291.
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Concentracdes - extratos de C. vulgaris (g/L)

Figura 3: Biomassa de plantulas de feijdo com aplicacdo de diferentes concentrages
do extrato de C. vulgaris.
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Mamaéao
Os resultados obtidos para 0 mamé&o evidenciam que as sementes submetidas aos extratos de

C. wvulgaris e C. pyrenoidosa alcancaram maiores porcentagens de germinagdo e foram
significativamente diferentes (Figura 4).

Nestes extratos a concentracdo que obteve maior porcentagem de germinacado foi 1,5 g/L, com
97 % e 96%), respectivamente. As sementes submetidas ao extrato da microalga S. obliquus obtiveram

uma germinacdo inferior, ndo ultrapassando 32%.

Maméo
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Controles S. acuminatus S. obliquus C. vulgaris C. pyrenoidosa
Extratos

Figura 4: Porcentagem de germinacdo de sementes de mamé&o submetidas a diferentes extratos e concentragdes e controle positivo e negativo.

Barras representam o desvio padrdo da média (n=25).

Os maiores valores de tempo meédio de germinacdo foram registrados nas sementes

submetidas a aplicacdo do extrato de S. obliquus nas concentracfes de 1,5 g/L e 2,5 g/L (Tabela 3),

com uma média de 16,63 e 18,49 dias, respectivamente. J& para o indice de velocidade de germinacéo,

as sementes submetidas aos extratos de C. vulgaris e C. pyrenoidosa apresentaram maiores valores

com diferenca significativa, na concentracdo de 1,5 g/L.
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Tabela 3: Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVG) e tempo médio de
germinacdo (TMG em dias) das sementes de mamao.

Extratos Concentragdes TMG VG
059g/L 5.002 efg 0.722 hi
S acuminatus 1,0g/L 6.966 def 1.308 efg
1,59/l 10.377 ¢ 1.534 cdef
2,5¢9/L 4.039 fg 0.801 ghi
0,59/L 9.754 cd 0.490 i
. 1,09/L 9.120 cd 0.822 ghi
S. obliquus 1,5g/L 16.631 a 0.766 ghi
2,59/l 18.496 a 0.751 hi
0,59/L 4.743 efg 1.498 cdef
C. vulgaris 1,09/l 6.268 def 1.930 abcd
1,5 g/L 14.425b 2.287 a
2,5 g/L 7.553 de 1.419 def
0,5¢9/L 2.106 h 1.716 bcde
C. pyrenoidosa 1,09/L 13.953 b 1.975 abc
1,5 g/L 8.876 cde 2.234 ab
2,5¢9/L 6.416 def 1.480 cdef
Controle C. negativo 7.271de 1.021 fghi
C. positivo 8.695 cde 1.227 efgh

Médias (n=25) seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey com
significancia de 1%.

Em relacdo a altura das plantulas, as sementes submetidas aos extratos de C. vulgaris (Figura
5) e C. pyrenoidosa (Figura 6) alcancaram maiores valores médios nas concentracfes 1,0 g/L e 1,5

g/L, variando entre 9,75 dias e 12,20 dias, sendo significativamente diferentes dos outros extratos.

Figura 5: Plantulas de mamé&o submetidas ao extrato de C. vulgaris. Da esquerda para direita: controle
negativo, controle positivo, extrato na concentracdo 0,5 g/L; extrato na concentragdo 1,0 g/L; extrato na
concentragdo 1,5 g/L e extrato na concentracdo 2,5 g/L.



Figura 6: Plantulas de mamé&o submetidas ao extrato de C. pyrenoidosa. Da esquerda para direita: controle
negativo, controle positivo, extrato na concentragcdo 0,5 g/L; extrato na concentracdo 1,0 g/L; extrato na
concentragdo 1,5 g/L e extrato na concentracdo 2,5 g/L.

O crescimento radicular e a biomassa das plantulas também foram significativamente maiores

nessas concentracbes e mesmos extratos, quando comparados aos outros extratos e tratamentos

(Tabela 4).

Tabela 4: Valores médios de altura da plantula (cm), comprimento da radicula (cm) e biomassa fresca
(9) de plantulas de mamao.

Extratos Concentracoes Altura (cm) Radicula (cm) Biomassa seca (g)
0,50/l 6.14 + 0,38 fg 6.02 + 0,48 efg 0.33+0,01e
. 1,09/L 8.37 £ 0,17 cde 8.34 £ 0,28 bcde 0.35+0,01e
S. acuminatus
1,5¢g/L 8.95+0,12 cd 8.94 + 0,13 bcd 0.45+0,01d
2,50/L 5.08+0,05¢g 4.82+0,09¢g 0.15+0,02 g
0,50/L 5.00+1,10¢ 5.94 + 3,90 efg 0.06 £0,01 h
S, obliquus 1,0g/L 6.17+ 0,80 fg 6.23 + 0,30 defg 0.22 +0,008 f
' a 1,5¢9/L 7.78+ 0,17 de 7.53 £ 0,57 cdefg 0.16 £ 0,01 fg
2,50/L 5.08+ 0,18 g 5.30 + 0,28 fg 0.14+0,03¢g
0,5g/L 7.39+ 0,19 ef 7.62 + 0,09 cdefg 0.49 + 0,008 cd
. 1,09/L 10.87+ 0,21 ab 10.89 + 0,28 ab 0.70+0,05b
C. vulgaris
1,5¢9/L 12.20+ 0,13 a 1244 +0,19 a 0.87+£0,01 a
2,5¢9/L 6.02+ 0,26 fg 6.23 £ 0,13 defg 0.37+0,01e
0,5¢9/L 8.07 £ 0,02 de 7.88 + 0,14 cdef 0.74+0,03b
. 1,0g/L 9.75+0,77 hc 9.73 +£ 0,98 ahc 0.86 +0,02 a
C. pyrenoidosa
1,59/L 11.19 +0,27 ab 11.06 £ 0,13 ab 0.87 £0,02 a
2,5¢9/L 7.43 + 0,32 def 7.34 £ 0,11 cdefg 0.55+0,007 ¢
C. negativo 6.05 £ 1,69 fg 5.76 £ 1,04 efg 0.38+0,01e
Controle .
C. positivo 7.40 + 0,50 ef 7.24 + 1,98 cdefg 0.49+0,01 cd

Médias (n= 25) seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, para 0 parametro avaliado e em
resposta aos tratamentos, pelo teste de Tukey com significancia de 1%
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As sementes submetidas ao extrato de C. vulgaris (Figura 7) e C. pyrenoidosa (Figura 8)
demonstraram tendéncia ao aumento da biomassa de acordo com as concentragdes, até atingir a
concentragéo de 1,5 g/L e, ao atingir a concentracao de 2,5 g/L apresentou diminui¢do na biomassa,

com coeficientes de determinacio r? 0,8687 e r2:0,965, respectivamente.
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Figura 7: Biomassa de plantulas de maméao com aplicacéo de diferentes concentracGes
do extrato de C. vulgaris.
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Figura 8: Biomassa de plantulas de mamé&o com aplicacéo de diferentes concentragdes
do extrato de C. pyrenoidosa.
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Milho

A germinacdo das sementes de milho obteve alta porcentagem na maioria dos extratos, com
excecao das sementes submetidas ao extrato de S. acuminatus (Figura 9). As sementes submetidas
aos outros extratos obtiveram germinagdo significativamente superior na concentragdo de 1,5 g/L,
com valores entre 96% e 98%. Além disso, sementes submetidas a concentracao de 1,0 g/L do extrato

de S. obliquus também foram estatisticamente significativas, atingindo 98%.
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Figura 9: Porcentagem de germinacéo de sementes de milho submetidas a diferentes extratos e concentragdes e controle positivo e negativo.
Barras representam o desvio padrdo da média (n=25).

As sementes de milho ndo apresentaram grande variacdo entre os extratos e concentracoes,
em relacdo ao tempo médio de germinacdo, sendo o maior tempo médio observado nas sementes do
Controle negativo, com média de 10,09 dias (Tabela 5). Diferentemente das sementes de feijdo e
mamao, as sementes submetidas a concentracdo de 2,5 g/L nos extratos S. acuminatus e C.
pyrenoidosa apresentaram valores significativamente maiores comparados as outras concentracgoes.

Os maiores indices de velocidade de germinacdo foram registrados nas sementes submetidas
aos extratos de C. vulgaris e C. pyrenoidosa na concentracao de 1,5 g/L, sendo significativamente

diferente.
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Tabela 5: Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVG) e tempo médio de
germinacdo (TMG em dias) das sementes de milho.

Extratos Concentragdes TMG VG
059g/L 8.298 b 1.560
S. acuminatus 1,0g/L 8.808 ab 1.900 ij
159/l 8.373b 2.459 efgh
259/L 9.366 ab 1.479
0,59/L 9.150 ab 2.359 efghi
s. obliquus 1,0 g/L 8.266 b 3.267b
1,5g/L 8.480 b 3.127 be
259/L 8.036 b 2.158 ghi
059g/L 8.088 b 2.847 bede
C. vulgaris 1,0 g/L 8.755 ab 3.201 bc
1,5¢g/L 8.014 b 3.934a
259g/L 8.158 b 2.541 defg
059/l 8.578 b 2.713 cdef
C. pyrenoidosa 1,0g/L 8.530 b 2.988 bed
1,5¢g/L 8.059 b 3.821a
259/L 8.867 ab 2.262 fghi
Controle C. negativo 10.090 a 1.964 hij
C. positivo 8.641b 2.479 defgh

Médias (n=25) seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey com
significancia de 1%.

As plantulas de milho que obtiveram maior altura foram as submetidas aos extratos de C.
vulgaris e C. pyrenoidosa, na concentracdo de 1,5 g/L, com valores médios de 16,53 dias e 17,62
dias, respectivamente. O maior crescimento radicular foi registrado nas plantulas submetidas com
extrato de C. pyrenoidosa na concentracdo de 1,5 g/L, sendo significativamente superior aos outros
tratamentos. Maiores valores de biomassa também foram registrados para 0 mesmo extrato e

concentracdo (Tabela 6).
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Tabela 6: Valores medios de altura da plantula (cm), comprimento da radicula (cm) e biomassa fresca

(9) de plantulas de milho.

Extratos Concentragdes Altura (cm) Radicula (cm) Biomassa seca (g)
0,5¢9/L 6.47 £ 0,51 ef 6.82 + 0,27 gh 0.34+0,011i
. 1,09/L 8.12+0,65d 8.17 £ 0,51 ef 0.45 + 0,004 gh
S. acuminatus
1,59/L 13.23+0,20 b 12.79+0,16 b 0.54 £ 0,008 f
2,59/L 6.01+0,37fg 5.89 + 0,16 hi 0.14 £ 0,002 j
0,5¢9/L 4.83+0,08¢9 480+0,12 i 0.75+0,005d
S. obliguus 1,09/L 9.91+ 0,68 ¢ 9.95+0,23 cd 0.84 £0,007 ¢
001 15g/L 12.97+ 0,30 b 1251+ 0,50 b 0.94+0,02b
2,59/L 5.73+ 1,26 fg 5.59 + 0,89 hi 0.44 £ 0,004 h
0,59/L 6.32+ 0,27 efg 6.33+£0,13 h 0.64 £ 0,006 e
. 1,0g/L 10.58+ 0,24 ¢ 10.87+£0,32¢ 0.95+0,004 b
C. vulgaris
1,59/L 16.53+ 1,12 a 12.89+1,04b 0.95+0,05b
2,59/L 7.79+ 0,28 de 7.82+0,12fg 0.45+0,005 h
0,59/L 10.53+ 1,14 c 9.42 £0,91 de 0.64 £ 0,004 e
C. pvrenoidosa 1,0g/L 12.91+ 0,30 b 12.79+0,29 b 0.94£0,005b
el 1,5 gL 17.62+ 0,20 17.47+0,15a 1412+132a
2,50/L 10.74+ 0,37 c 11.19+£0,67 c 0.35+0,011i
C. negativo 6.07+ 0,56 fg 6.06+ 0,48 hi 0.54 £ 0,006 fg
Controle . .
C. positivo 6.15+ 0,20 fg 6.04+ 0,24 hi 0.93+0,01b

Médias (n= 25) seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, para o0 pardmetro avaliado e em resposta aos
tratamentos, pelo teste de Tukey com significancia de 1%

As sementes submetidas ao extrato de C. vulgaris (Figura 10) apresentaram aumento da
biomassa até atingir a concentracao de 1,5 g/L e, ao atingir a concentracdo de 2,5 g/L apresentou

diminuicéo, com coeficientes de determinag&o r?: 0,9896.
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Figura 10: Biomassa de plantulas de milho com aplicacdo de diferentes concentragdes
do extrato de C. vulgaris.



O maior valor de pH registrado foi de 7,99 no controle e 0 menor valor 6,45 no extrato de
Scenedesmus acuminatus. Para o potencial osmatico, o maior valor encontrado foi 0 para o controle

e menor valor -0,40 MPa no extrato de C. vulgaris (Tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de Scenedesmus acuminatus, Scenedesmus
obliquus, Chlorella pyrenoidosa e Chlorella vulgaris, além do controle positivo (& base a macroalga
Ascophyllum nodosum) e da agua.

Extrato pH ¥s (MPa)
S. obliquus 6,87 -0,29
S. acuminatus 6,45 -0,31
C. vulgaris 7,11 -0,40
C. pyrenoidosa 7,05 -0,35
Controle positivo 6,88 -0,33
Controle negativo 7,99 0,0

As microalgas representantes do género Chlorella apresentaram maior teor do macronutriente
nitrogénio, e micronutrientes: cobre e ferro. O efeito positivo dos extratos dessas espécies em todas
as sementes, provavelmente pode ser relacionado a essa disponibilizacéo de nutrientes nas microalgas
(Tabela 8).

Tabela 8: Composi¢cdo de macronutrientes e micronutrientes na biomassa algal.

Elemento (g/Kg) N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

S. acuminatus 433 216 13 18 58 6.3 145 320 842 348 86
S. obliquus 655 174 81 21 65 55 6.0 310 827 485 69
C. vulgaris 700 159 36 17 42 45 55 46.0 1050 377 77
C. pyrenoidosa 699 191 11 27 62 39 50 350 963 495 64

A semente que apresentou maior teor de agua foi o feijao (Tabela 9) e o menor potencial

osmotico registrado foi nas sementes de milho com -76,66 Mpa.
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Tabela 9: Teor de agua (expresso em porcentagem) e potencial hidrico das sementes.

Espécies Teor de agua (%) (MPa) ¥Yw
Feijao 12.03 -73.97
Mamao 9.71 -66.78
Milho 6.89 -76.66
DISCUSSAO
Feijéao

Por meio dos resultados obtidos neste estudo foi possivel perceber que os extratos das
microalgas influenciaram diretamente na resposta germinativa de todas as sementes. As sementes
submetidas ao extrato da microalga Chlorella vulgaris obtiveram maior porcentagem de germinagéo
e, isso pode ser atribuido capacidade dos extratos dessa microalga serem considerados promotores de
crescimento vegetal (ARAUJO et al., 2022), devido a provavel presenca de fitormonios e
disponibilizagdo de nutrientes. Resultados semelhantes foram registrados por Bumandalai e
Tserennadmid (2019), onde estudaram o efeito da microalga Chlorella vulgaris na germinacéo de
sementes de tomate e pepino. Sabe-se que extratos a base dessa microalga sob diferentes
concentracdes obtém efeito significativo no desempenho de germinacdo de sementes (PUGLISI et
al., 2020).

Wylot et al. (2018), testando diferentes concentracdes de bioestimulante a base de hormonios,
em sementes de feijdo, observou que houve incremento na biomassa fresca e seca das raizes, maior
porcentagem e velocidade de germinacédo e crescimento da parte aérea na cultura. Pode-se afirmar
que sementes de feijdo submetidas a extrato de microalgas tem resposta positiva no processo
germinativo (MACHADO et al., 2018), principalmente quando submetidas a concentracdo de 1,5 g/L
(SANTOS et al., 2021).

O tempo meédio de germinacdo ndo pbde ser considerado determinante na germinacdo das
sementes de feijdo, pois de acordo com os valores registrados, este parametro nao foi afetado pelas
concentragdes dos extratos. Estudos avaliando germinacao de sementes de aroeira (SIQUEIRA et al.,
2020) também obtiveram respostas germinativas semelhantes.

Os extratos de S. acuminatus promoveram alteracdo no indice de velocidade de germinacao,
apresentando um aumento nas concentracdes de 0,5 g/L a 1,5 g/L. Santos et al. (2021) obtiveram
resultados semelhantes nas sementes de feijdo BRS Estilo em resposta a extratos da mesma microalga,

favorecendo o aumento da velocidade de germinacéo.
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Mamé&o

O desenvolvimento inicial das plantulas foi diretamente afetado pelos extratos de C. vulgaris
e C. pyrenoidosa, nos parametros altura, crescimento radicular e biomassa. Resultados semelhantes,
obtidos por outros autores, confirmam o cultivo dessa espécie como potencial fonte de moléculas para
muitas aplicagdes na agricultura e para a producdo de compostos ativos (LIMA et al., 2020;
MEDEIROQOS, 2021).

Esse potencial das espécies representantes do género Chlorella foram confirmados a partir da
resposta germinativa das sementes de mamédo, que também obtiveram maior porcentagem de
germinacdo quando submetidas a aplicacao destes extratos.

O tempo médio de germinacgdo maior nas sementes submetidas ao extrato de S. obliquus. Estes
resultados foram confirmados por Paixao et al. (2021) que registraram em seu estudo sementes de
mamao com altos valores de TMG, atribuindo a estes resultados as concentracdes dos extratos
aplicados. Apesar disso, a utilizacdo dessa microalga ainda pode ser considerada importante para a
producdo de biomassa que é usada na agricultura (GOMES et al., 2019).

O indice de velocidade de germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas de mamao
obtiveram maiores valores nos extratos das espécies C. vulgaris e C. pyrenoidosa, nas concentracfes
de 1,0 g/L e 1,5 g/L. Esses resultados concordam com Faheed e Fattah (2008) que avaliando os efeitos
de Chlorella vulgaris em alface também observaram um aumento de cerca de 186% em caracteristicas
como crescimento e formacdo de biomassa. Esses resultados podem ser atribuidos ao fato que a
biomassa de microalgas, especialmente aquelas pertencentes ao género Chlorella, produzem
fitormbnios semelhantes as citocininas, cujo metabolismo influencia diretamente na diviséo celular e
diferenciacdo dos tecidos vegetais, bem como desenvolvimento de cloroplastos, prevaléncia da
dominancia apical e retardamento da senescéncia (SHANAN; HIGAZY, 2009).

Milho

As sementes de milho apresentaram bons resultados quando submetidas a aplicacdo dos
diferentes extratos, estes resultados concordam com o trabalho de Santos et al. (2013) que
observaram efeito positivo do uso de biostimulantes a base de algas em todas as fases de
desenvolvimento inicial, principalmente no crescimento radicular. I1sso pode ser relacionado com a
capacidade de bioestimulantes estimular o crescimento vegetal, proporcionando  aumento da
divisdio  celular e otimizando a absorcdo de agua e de nutrientes minerais, essenciais para a
produtividade das culturas (SANTOS et al., 2020). Outros estudos também constataram essa
influéncia positiva dos extratos de microalgas, quando aplicadas via solo aumentaram a capacidade

de crescimento radicular, producdo de clorofila, incremento na biomassa seca e maior formagao de
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brotos de feijio e, em outras culturas como beterraba e batata (GARCIA-GONZALEZ;
SOMMERFELD, 2016; ALOBWEDE et al., 2019).

O tempo médio de germinacdo das sementes submetidas aos extratos de S. acuminatus e C.
pyrenoidosa na concentragdo de 2,5 g/L foram superiores aos outros extratos e concentragdes. Esses
resultados diferem de todos que foram registrados neste estudo e em outros, pois geralmente sementes
submetidas a altas concentracdes de extratos podem responder negativamente a essa condicao,
afetando diretamente o tempo médio de germinacao e obtendo menor acumulagdo de biomassa seca
de raiz e parte aérea (FORMIGHEIRI et al., 2018), devido a compostos bioativos serem quase sempre
toxicos em altas doses (LHULLIER et al., 2006). Provavelmente as sementes de milho possuem maior
resisténcia a alta concentracdo dos extratos destas microalgas, o que se torna vantajoso em relagéo a
produtividade da cultura. Desta forma, é de extrema importancia o conhecimento das caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas e toxicologicas dos bioestimulantes, para que 0S mesmos possam ser
utilizados com seguranca e ndo causem impactos negativos no processo germinativo (BARSZCZ et
al., 2019).

O indice de velocidade de germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas de milho
obtiveram maiores valores nos extratos das espécies C. vulgaris e C. pyrenoidosa, na concentracao
de 1,5 g/L, apresentando respostas germinativas semelhante as sementes de mamao. Sob a influéncia
destes extratos, as sementes de milho obtiveram maior rendimento nos parametros altura, crescimento
radicular e biomassa. Estes resultados podem ser confirmados por Agwa et al. (2017) que também
demonstraram o potencial destas mesmas espécies em culturas de quiabo, onde a aplicacdo de extrato
da alga Chlorella vulgaris estimulou as plantas de quiabo a produzirem maior conteddo proteico,
lipidico e concentracdo de clorofila, alem de maior peso e grande nimero de frutos. Também foi
observado no estudo de Garcia — Senin (2013) que o uso de C. vulgaris e C. pyrenoidosa favoreceram
a culturas de tomate, aumentando sua produtividade. Os bioestimulantes favorecem a expressao do
potencial genético das plantas mediante alteracdes nos processos vitais e estruturais, promovem o
equilibrio hormonal e estimulam o desenvolvimento do sistema radicular (SILVA et al., 2008).

A partir dos resultados de pH e potencial osmotico obtidos neste estudo, pode-se sugerir que
tais parametros nao influenciaram na germinacao das sementes, uma vez que ndo houve reducao das
suas taxas de germinacdo e a variacdo dos valores foram baixos segundo estudos de Villela et al.
(1991). Estes dados concordam com os resultados obtidos por Santos et al. (2021) que também
avaliaram a influéncia das caracteristicas fisico-quimicas dos extratos na germinacao de sementes.

Alguns estudos afirmam que devido a presenca de macro e micronutrientes nos extratos de
algas, ha estimulagéo do crescimento e desenvolvimento das plantas (ABREU et al., 2008; GORKA
et al., 2018).
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O nitrogénio é um macronutriente essencial para o desenvolvimento e producdo das plantas
produtoras de grédos (SOUZA; FERNANDES, 2006). Sendo um dos principais nutrientes que
influencia a qualidade e a produtividade de sementes & o nitrogénio, pois ele apresenta
grande importdncia no metabolismo das plantas, isso porque ele é constituinte de acidos
nucleicos, coenzimas, moléculas de proteina e clorofila, dessa forma interfere diretamente no
desenvolvimento das plantas. (KUSANO et al., 2011). Desta forma, as principais funcbes que o
nitrogénio desempenha nas plantas sdo a de aumentar o teor de proteina e participar dos
processos de sintese de clorofila e na fotossintese. (BIAZUS, 2015).

O cobre é um micronutriente essencial e possui funcao relacionada ao crescimento das plantas,
além de fazer parte estrutural de algumas enzimas (ZORTEA et al., 2016). Ja ha estudos que relaciona
a importancia de nanoparticulas de 6xido de cobre na promocdo de resisténcia das plantas a
fitopatogenos (MARTINS et al., 2012).

Em vérias fungdes nas plantas o ferro é determinante  ou  integrante  de  diversos
processos, tais  como: sintese  de  proteinas, permeabilidade de membranas, absor¢éo idnica,
respiracdo, sintese de amido e controle hormonal. Também é responsavel por auxiliar a fixagcdo de
nitrogénio (TEIXEIRA et al., 2005).

O teor de agua das sementes influencia diretamente varios aspectos de sua qualidade
fisioldgica, por isso a sua determinacdo é fundamental em testes oficiais de qualidade de lotes de
sementes. O alto teor de agua pode afetar a qualidade da semente ndo s6é no periodo de
armazenamento, mas também durante as operacdes de beneficiamento, dificultando o manejo, e esta
intimamente ligada ao periodo ideal de colheita, ao peso das sementes e a suscetibilidade a injurias
por danos mecanicos, danos causados por pragas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; SARMENTO
etal., 2015).

Segundo Stanwood (1980), o teor de umidade ideal das sementes apds secagem devem estar
entre 4 e 7%. Avaliando os resultados obtidos na medicdo de teor de dgua das sementes e potencial
osmotico neste estudo, foi possivel observar que para a germinacdo, a qualidade fisioldgica das
sementes ndo foi alterada de acordo com o teor de agua que possuem. Outros estudos também
obtiveram resultados semelhantes avaliando teor de &gua em sementes cultivadas (FORTI et al., 2009;
GORDIN et al., 2015).

Analisando as respostas germinativas dessas sementes, ndo se pode atribuir os resultados
obtidos a esse fator. Apesar disso, varios autores sugerem que a reducdo do potencial osmético do
substrato afeta negativamente a germinagéo das sementes de acordo com a espécie e a concentracdo
da solucdo utilizada (STEFANELLO et al., 2015; ASKARI et al., 2016; KANDIL et al., 2017).

83



A presenca de altas concentracdes de ions na solucéo é proporcional a reducéo do potencial
hidrico, no qual a &gua fica osmoticamente retida na solugdo salina, tornando-se cada vez menos
disponivel conforme ao aumento da concentracdo destes sais, 0 que influencia negativamente na
absorcdo de &gua pela semente, e consequentemente afeta o potencial germinativo e o
desenvolvimento das plantulas (RIBEIRO et al., 2001).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que extratos aquosos obtidos a partir de algas
apresentam potencial bioestimulante de crescimento. Os extratos testados promovem efeito positivo
na germinacdo e desenvolvimento inicial das sementes de feijao, mamé&o e milho. Entretanto, deve-
se considerar que cada espécie responde diferente ao tipo de extrato e concentracdes testadas.

Todas as sementes obtiveram melhor desempenho germinativo quando submetidas as
concentragdes de 1,0 g/L e 1,5 g/L. Foi possivel perceber que a concentracdo 2,5 g/L neste estudo
pode ser considerada prejudicial ao processo de germinacdo e desenvolvimento das pléantulas,
provavelmente apresentou efeito toxico devido ao estresse causado as sementes pelo acumulo de
solutos durante a aplicacéo.

As sementes submetidas aos extratos das microalgas do género Chlorella obtiveram melhores
respostas germinativas considerando os parametros avaliados; porcentagem de germinacao e vigor
das plantulas, principalmente na concentracdo de 1,5 g/L. O efeito positivo desses extratos todas as
sementes, provavelmente pode ser relacionado a disponibilizacdo de macro e micronutrientes pelas
microalgas.

Deve-se ressaltar que, a resposta das sementes a acdo dos extratos ocorre de acordo com a

cultura agricola testada.
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INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € um dos alimentos mais consumidos no Brasil, pais
responsavel pela maior produgdo mundial, (CONAB, 2018), sendo é a principal fonte de proteina
vegetal na alimentagdo humana (MONDO; NASCENTE, 2018).

Os pequenos produtores sdo responsaveis por 90% dessa producdo (EMBRAPA, 2013). O uso
de bioestimulantes na cultura de feijdo tem sido utilizado em alguns casos, como alternativa para
solucionar as diversas dificuldades que os agricultores enfrentam para 0 aumento de sua
produtividade por falta de acesso as tecnologias (RAMOS et al., 2015). Essa utilizacdo é justificada
pelo baixo custo dos bioestimulantes, e por ser composto por varios nutrientes, considerados
elementos essenciais para as plantas (SOUZA; 1972). Os efeitos nutricionais via fornecimento de
macro e micronutrientes indicam que eles atuam como fertilizantes, além de outras funcdes (DU
JARDIN, 2015).

Os bioestimulantes atuam na fisiologia da planta através de diferentes vias, melhorando o
crescimento das culturas, rendimentos, qualidade, absor¢do de nutrientes, tolerancia a estresses
abioticos e a vida util dos produtos colhidos (DU JARDIN, 2015; YAKHIN et al.,2017), devido a sua
composicdo conter substancias naturais que sdo capazes de melhorar a quimica e propriedades
bioldgicas, estimulando a produtividade das plantas e restaurando a fertilidade do solo (ABDEL-
RAOUEF et al., 2012).

O cultivo protegido de determinadas culturas geralmente requer alta quantidades de
fertilizantes e pesticidas. Nem sempre € verdade que a alta disponibilidade de nutrientes corresponde
a maior qualidade dos produtos. Pelo contrério, a fertilizacdo excessiva e especialmente alto
suprimento de nitrogénio, estimula o crescimento vegetativo com maior suscetibilidade para
patogenos. Esses produtos podem aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes minerais reduzindo a
lixiviacdo e garantindo uma producdo mais sustentavel (VERNIERI et al., 2005).

A regulacdo do crescimento das plantas e o desenvolvimento e alivio dos efeitos negativos
dos estresses ambientais durante a ontogénese sdo fatores importantes na determinacdo da
produtividade de plantas cultivadas (YAKHIN et al., 2017). Além das tradicionais abordagens, 0s
bioestimulantes estdo sendo cada vez mais integrados com o0s sistemas de producdo com o objetivo
de modificar processos nas plantas para otimizar a produtividade (SHARMA et al., 2014).

O interesse nas aplicacdes tecnoldgicas das microalgas tem crescido consideravelmente em
todo o mundo. As microalgas sdao potenciais fontes de novos produtos e representam uma das
principais fronteiras tecnoldgicas e econdmicas com real potencial para atender demandas comerciais

nas areas de recursos alimenticios, energia, quimica, cosmética, farmacéutica e agricola (ARAUJO
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et al., 2022). Alinhado ao interesse cientifico, cresce o interesse comercial na producdo de biomassa
de microalgas devido as suas vantagens em termos de produtos mais eficazes e com custos menores.

Para o desenvolvimento e produtividade de pequenas e grandes culturas hoje sdo estudadas
varias tecnologias que buscam melhorar o desempenho agricola das culturas. Uma tecnologia que
pode melhorar o crescimento das plantas pode ser obtida por meio do uso de microalgas que podem
ser benéficas a agricultura (MARAFON & SIMONETT, 2016).

Impactos na germinagdo de sementes, estabelecimento de plantas e no crescimento e
desenvolvimento estdo associados a efeitos hormonais, que séo vistos como as principais causas da
atividade de bioestimulacdo em plantas cultivadas. Ha registros que citocininas, auxinas, acido
abscisico, giberelinas e outras classes de compostos semelhantes a horménios, como esterois e
poliaminas, tenham sido identificadas em extratos de algas por bioensaios (CRAIGIE, 2011),
evidenciando que os efeitos hormonais dos extratos podem agir em larga escala.

Por décadas, microalgas tém sido consideradas agentes benéficos do ponto de vista
agrondmico, pois contribuem para melhorar a fertilidade do solo e, portanto, para maiores
rendimentos das culturas (SINGH et al., 2016). Entre os beneficios que proporcionam, destacam-se
0 aumento da porosidade do solo, controle do pH, aumento da disponibilidade de nutrientes. Além do
importante papel que desempenham nos ciclos do carbono e nitrogénio, algumas espécies séo
conhecidas por acumular e excretar fitormonios (MEENA et al., 2017). Sabe-se que a producédo de
alguns desses fitormdnios pode envolver diretamente a ativacdo de mecanismos de resisténcia das
plantas (JANNIN et al., 2013; SIMURA et al., 2018).

Microalgas produzem diferentes compostos biologicamente ativos (hormonios vegetais e
substancias antimicrobianas) responsaveis pela atividade bioestimulante e biopesticida
(RANGLOVA et al., 2021). Em baixas aplicacBes, os bioestimulantes a base de algas ja
demonstraram em inumeras pesquisas seu potencial em estimular o crescimento das plantas, aumentar
o numero de flores, frutos e raizes, melhorando a tolerancia das plantas a salinidade, a seca e ao calor
(BATTACHARYYA et al., 2015).

Atualmente, o uso de microalgas como agentes promotores de crescimento vegetal em culturas
como arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum), algoddao (Gossypium), leguminosas e hortalicas, €
considerado uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos e defensivos. Uma vez que estes Gltimos
sdo prejudiciais do ponto vista ambiental e sanitario (PRASANNA et al., 2015). Devido ao exposto,
é necessario encontrar tecnologias alternativas para aumentar a produtividade e uso dos sistemas
agricolas sustentaveis (MOGOR et al., 2018).

A espécie da microalga Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat 1902 tém sido foco de

grande interesse devido a sua elevada produtividade lipidica, o que favorece a produgdo de
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biocombustiveis, além disso, tem uma alta produtividade de biomassa (BAUMGARTNER et al.,
2013). Devido a esse rendimento consideravel de biomassa, pode ser considerada como candidata em
potencial para formulacdo de bioestimulantes para plantas.

J& se tem conhecimento sobre o efeito da aplicacéo de extratos de microalgas na germinagao
de sementes (SUPRAJA et al., 2020; VIEGAS et al., 2021) e, principalmente da espécie S.
acuminatus (SANTOS et al., 2021) e, por isso, torna-se necessario compreender a agdo desses extratos
no crescimento e produtividade de plantas cultivadas.

O feijoeiro é uma cultura caracterizada como a maior fonte de proteina vegetal na alimentagédo
humana (MONDO; NASCENTE, 2018; CASTRO et al., 2019). Devido a sua extensa utilizacéo,
geralmente é cultivado em quase todas as regifes do pais, com técnicas mais rudimentares, sob
variadas condi¢des ambientais e em diferentes épocas do ano (TAVARES et. al., 2017). Considerando
a importancia social e econdmica do feijdo, é de extrema importancia que se busque alternativas para
proporcionar o aumento da qualidade, producdo das sementes, melhor desenvolvimento e facilidade
no manejo dessas lavouras.

Em virtude da necessidade de sistemas agricolas mais sustentaveis, que promovam o aumento
da producéo agricola, diversas alternativas de manejo para substituir o modelo convencional adotado
atualmente, tem sido estudado, visando aumentar a uniformidade e rapidez da germinacéo,
principalmente, pelos agricultores familiares (BARBOSA, 2018). Nesse contexto, a aplicacdo de
bioestimulantes podem favorecer um o melhor desenvolvimento da cultura de feijdo e tornar-se um
diferencial no aumento de produtividade.

Ja foi observado que a cultura de feijdo responde positivamente ao uso de bioestimulantes
(PAVEZI et al., 2017), a aplicacdo destes em plantas de feijdo favorece o aumento da produtividade
dos grdos, nimeros de vagens, altura das plantas, incremento da massa seca (PERIN et al., 2016;
ABREU et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do extrato da microalga dos Scenedesmus
acuminatus, no desenvolvimento de uma cultura de feijao, através dos parametros de qualidade do

rendimento e produtividade.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado entre os meses de abril e maio de 2021 e teve duracdo de 85
dias. A area de estudo foi a Fazendo Experimental de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de

Engenharia de Ilha Solteira - UNESP, localizada no municipio de Selviria - MS, situada a 20°20' de
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latitude Sul e 51°24' de longitude Oeste de Greenwich, com elevagéo aproximada de 335 metros. O
solo da area experimental é um latossolo vermelho distrofico tipico argiloso (SANTOS et al., 2018).

Segundo a classificacdo Kdppen (1948), o clima € do tipo Aw apresentando temperatura
anual maxima de 31 °C e minima de 19 °C, com precipita¢do pluvial anual média de 1.313 mm
(PORTUGAL et al., 2015).

O extrato da alga S. acuminatus foi utilizado na concentracéo de 1,5g/L. O cultivar utilizado
foi feijdo carioca IAC 1850, seguindo delineamento experimental blocos casualizados com quatro
repeticdes. As parcelas foram constituidas por 7 linhas com 5,0 m de comprimento e espacadas de
0,45 m entre si. Os tratamentos foram constituidos pelos seguintes tratamentos: T1 — controle; T2 —
Extrato aquoso aplicado em V4.3 (terceira folha trifoliada completamente formada); T3 — Extrato
aquoso aplicado em Rs (botdes florais formados); T4 - Acadian aplicado em Va.5; T5 — Acadian
aplicado em Rs.

As aplicacOes dos extratos de algas foram realizadas na forma de jato dirigido, com
pulverizador manual elétrico de pressdo constante e vazdo de 200 L ha™. A primeira aplicagdo ocorreu
em Va3 (extratos de algas) ocorreu no dia 02 de maio de 2021, aos 15 DAE. A segunda aplicagéo
(extrato de algas) por ocasido do estadio Rs, foi realizada em 19 de maio de 2021, aos 32 DAE no

periodo da tarde (entre 14:30 h e 15:30 h) sob boas condicdes de aplicacao.

A emergéncia das plantulas ocorreu no dia 17 de abril de 2021, 5 dias ap0s a semeadura. O
florescimento pleno das plantas de feijdo foi registrado em 23 de maio de 2021, aos 36 DAE e a
colheita do feijao foi efetuada manualmente e individualmente por unidade experimental no dia 07
de julho de 2021, aos 81 DAE, colhendo-se duas linhas centrais de cada parcela. As plantas ficaram
expostas ao sol para secar completamente e também foram colhidas separadamente 6 plantas de cada
parcela para avaliacdo dos componentes de producao.

Durante a conducdo do experimento e apds sua colheita, realizaram-se as seguintes

avaliacOes:

Componentes de producédo: populacao final de plantas; a contagem do numero de plantas
e transformado em plantas ha*. Para determinagdo do nimero de vagens por plantas e nimero de

grdos por planta, foram coletadas uma amostra de 6 plantas em cada parcela.

Produtividade de graos: as plantas da area Util de cada parcela foram arrancadas e deixadas
para secagem a pleno sol. Apds a secagem, foram submetidas a trilha manual, os grdos pesados e 0s

dados convertidos em kg ha (13 % base Umida).

Andlise de dados
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A partir dos dados obtidos foi realizada compara¢do multipla pos hoc de Tukey para testar a
significancia das diferencas entre as médias dos tratamentos, ao nivel de significancia de 5%,

utilizando software Assistat (Verséo 7.7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos componentes de producdo, ndo foi possivel perceber diferenca significativa
entre o numero de plantas por hectare, diferentemente dos outros parametros avaliados. O T2
apresentou diferenca significativa no nimero de gréos, e o nimero de vagens também foi superior
aos demais tratamentos, com uma média de 19,37 vagens por planta (Tabela 1), representando um
incremento de 62,23% no numero de graos. Estes dados concordam com os resultados obtidos por
Abreu et al. (2020), que perceberam um incremento de 17,5% em gréos na cultura do feijoeiro quando
aplicou-se o bioestimulante. Esse fator possivelmente relaciona-se com a atuacdo de diversos
compostos presentes no extrato de algas, que podem estimular o crescimento vegetativo, biossintese
de clorofila e aumentar a taxa fotossintética, que por sua vez afetam a producéo de flores e sementes
(AHMED; SHALABY, 2012).

Tabela 1: Valores médios dos componentes de producéo: gréos por planta, nimero de vagens e
plantas por hectare.

Tratamentos Gréos p/ planta N° de vagens Plantas/ha
Controle (T1) 60,90 b 13,17 b 154.642 a
T2 98,80 a 19,37 a 183.348 a
T3 49,42 be 13,25b 181.496 a
T4 41,72 be 10,42 bc 163.902 a
T5 50,27 bc 11,30 bc 182.422 a

A acdo do bioestimulante na producdo de grdos do feijao é atribuida, provavelmente a
presenca de auxina no sistema radicular das plantas, pois um sistema radicular mais vigoroso possui
maior capacidade para absorver agua e sais minerais disponiveis na solu¢do do solo, garantindo assim
uma rapida alocacdo de substdncias para os drenos preferenciais das plantas, como 0s graos
(DOURADO NETO et al., 2014; SANTOS et al., 2021). Este fitormonio afeta o enraizamento

ativando a bomba de prétons da membrana plasmatica (H*) (OLIVEIRA et al., 2021) e aumentando
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0 crescimento das raizes laterais devido & expansdo das células radiculares, ajudando assim na
absorcdo de agua e nutrientes, proporcionando estabelecimento mais eficaz das plantas (SILVA,
2019).

Outros estudos ja constataram que Scenedesmus sp foi capaz de produzir diferentes
concentragdes de auxina, sugerindo que microalgas sejam uma fonte potencial para obtencdo desse
tipo de fitormonio (PIETRO et al., 2011; BARONE et al., 2018; RONGA et al., 2019). Desta forma,
é possivel inferir que o bioestimulante, quando aplicado via foliar, é capaz de promover carreamento
de fotoassimilados para as sementes, 0s quais resultariam em maior acimulo de massa nas sementes.

Para o numero de vagens, o T2 foi significativamente superior, com uma média de 19 vagens.
Resultados semelhantes foram obtidos por FRASCA et al. (2020) que obtiveram em média 16 vagens,
quando aplicou bioestimulantes a base da alga Ascophyllum nodosum. Magor et al., (2008), também
observaram que todos os tratamentos contendo extrato da mesma alga, tiveram médias superiores ao
controle, contendo de 20 a 18 vagens por planta de feijoeiro. Esses resultados podem ser atribuidos
acdo dos bioestimulantes na protecdo vegetal contra fitopatdgenos, promovendo producgéo de
moléculas bioativas, proporcionando entdo o desenvolvimento das plantas. Ja se tem conhecimento
sobre a capacidade de microalgas quando aplicadas a plantas, induzirem-na resisténcia, gerando
compostos antimicrobianos que podem restringir ou matar bactérias, fungos e/ou nematoides
patogénicos e, portanto, podem ser utilizadas como uma alternativa aos fungicidas quimicos e outras
classes, que sdo extremamente nocivos aos organismos e meio ambiente (ARAUJO et al., 2022; GUO
et al., 2020). Além disso, sabe-se que a acdo dos bioestimulantes a base de algas em plantas também
promovem maior toleréncia ao estresse abiotico (BAYONA-MORCILLOet al., 2020).

A produtividade dos grdos apresentou diferenca significativa, sendo o T2 o tratamento que
obteve maior produtividade com uma média de 2.614 kg/ha (Tabela 2). A aplicacdo dos extratos nos
botdes florais formados também apresentou diferenca significativa quando comparado ao tratamento
controle, alcancando 2.331 kg/ha. Outros estudos verificaram um aumento de até 30% da
produtividade de leguminosas quando tratadas com extratos de algas, visto que uma das causas se
deve a variabilidade de nutrientes que pode ser disponibilizada para a planta (FUKAMI et al., 2016;
GALINDO et al., 2018).
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Tabela 2: Valores médios de produtividades dos grdos em kg/ha.

Tratamentos kg/ha*
Controle 2.107,00 b
T2 2.614,25 a
T3 2.331,00 ab
T4 2.238,00 ab
T5 2.080,00 b

O efeito do bioestimulante apresentou interacdo positiva no que diz respeito a produtividade
da cultura. Resultados semelhantes foram obtidos por Alobwede et al. (2019) que utilizando extratos
de Spirulina platensis e Chlorella vulgaris em uma cultura de arroz observaram que 0sS
bioestimulantes aumentaram o rendimento do arroz em 20%. A utilizacdo desses produtos
proporciona um aumento na produtividade de grdos tanto em aplicacdo realizada por meio do
tratamento de sementes quanto a aplicacdo foliar (BERTOLIN et al., 2010; BEIGZADEH et al.,
2019). Esse aumento da produtividade pode ser explicado pelo aumento da disponibilizacéo de
nutrientes e hormonios vegetais provocados pela aplicacdo do extrato de algas e consequentemente
potencializagdo de atividades metabdlicas relacionadas a “relagao fonte dreno” para a formagao dos
grdos (FERNANDES et al., 2022). A aplicacdo foliar da microalga Spirulina platensis em pimenta,
em condicGes de campo, no Egito, proporcionou produtividade semelhante a adubacéo padrdo com
NPK (ALY; ESAWY, 2008).

Esse efeito positivo do extrato de S. acuminatus no rendimento e produtividade da cultura de
feijao, pode ser atribuido a disponibilizacdo de micronutrientes presentes na microalga (Tabela 3).
Abreu et al. (2008) afirmam que o extrato de algas possui a propriedade de estimular o crescimento
vegetal devido a sua composicao rica em macro e micronutrientes. Os micronutrientes encontrados

em maior quantidade na composicao da biomassa algal foram ferro, manganés e zinco.
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Tabela 3: Composi¢do de macronutrientes e micronutrientes na biomassa algal de S. acuminatus.

Elemento (9/Kg)
Nitrogénio 43,3
Fosforo 21,6
Potassio 13,0
Calcio 18,0
Magnésio 58
Enxofre 6,3
Boro 14,5
Cobre 32,0

Ferro 842,0

Manganés 348,0
Zinco 86,0

O ferro é de grande importancia na rota metabolica de sintese de cloroplastos, dessa maneira
sua escassez promove a reducdo da taxa fotossintética. Além de atuar na sintese proteica, a deficiéncia
do mesmo inibe o crescimento. (SILVA et al., 2019).

O manganés é o segundo micronutriente mais abundante em solos tropicais, perdendo apenas
para o ferro, desempenha papel importante em diversos processos vitais das plantas como
fotossintese, respiracdo, eliminacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), sinalizacdo de hormonios
entre outros (ALEJANDRO et al., 2020). Este elemento também tem efeito significativo sobre a
capacidade e a velocidade de absorcdo de agua através do tegumento, interferindo assim, na
quantidade de lixiviados liberados para 0 meio externo durante a fase de embebicédo do processo de
germinacdo de sementes (TEIXEIRA et al., 2005).

O zinco é responsavel por agir na atividade enzimatica e no metabolismo de carboidratos e
proteinas. Vale destacar a presenca desse elemento na formacao da superoxido dismutase, enzima de
grande relevancia ao mecanismo de defesa antioxidante das plantas. (FELISBERTO, 2018). Lana et
al. (2008), ao avaliarem micronutrientes na cultura do feijdo, observaram que os maiores indices
de produtividade estavam relacionados ao uso ao micronutriente zinco, que proporcionou
aumento de 41,5% na produtividade do feijoeiro.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que bioestimulantes sdo benéficos quando
aplicados a culturas agricolas e, que na concentragéo utilizada neste estudo obteve respostas positivas

no que diz respeito ao rendimento e produtividade da colheita, nos parametros componentes de
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producéo e produtividade de gréos. Desta forma, pode ser considerado como uma prética sustentavel,
em substituicdo a agroquimicos tradicionais, pois atualmente a presenca de herbicidas em meio
aquatico tém se tornado cada vez maior (BREDA-ALVES et al., 2021), devido ao seu uso
indiscriminado resulta na alteracdo desse ecossistema. Assim uso de bioestimulantes se torna uma

alternativa aplicavel a agricultura orgénica e contribui para conservacao do ambiente natural.

CONCLUSAO
O extrato de Scenedesmus acuminatus é eficiente na promocéo do crescimento e aumento da

produtividade da cultura de feijdo IAC 1850. A cultura de feijdo apresentou aumento nos
componentes de producdo e produtividade dos graos, quando a aplicacdo do extrato ocorre no estagio
vegetativo da planta, por meio da aplicacéo via foliar.

A concentracao do extrato utilizada neste estudo foi eficaz para o rendimento e produtividade
da colheita desta cultura.

O aumento da produtividade da cultura pode ser explicado pela atuacdo dos extratos nas
atividades metabdlicas das plantas e consequentemente aumento da disponibilizacdo de nutrientes
presentes na microalga, tais como ferro, manganés e zinco que atuam na sintese proteica, fotossintese

e metabolismo de carboidratos, respectivamente.
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RESUMO

O potencial bioestimulante de extratos de algas representam uma oportunidade para ampliar a
eficiéncia na producdo de alimentos. As microalgas cultivaveis sdo candidatas vidveis em fungéo da
elevada capacidade de producdo. Neste trabalho foi avaliada a composicéo quimica e efeito do extrato
de microalga Scenedesmus acuminatus e produto comercial AMPEP (Acadian Marine Plant Extract
Powder) derivado da macroalga Ascophyllum nodosum na germinacdo de sementes de feijdo BRS
Estilo. Os tratamentos analisaram a metodologia de exposi¢ao das sementes aos extratos: embebicdo
por 5 horas (T1) e aplicacdes a cada 48 horas (T2). Os parametros avaliados foram: porcentagem de
germinacdo (PG), indice de velocidade (IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG). Os valores de
PG e IVG foram superiores no T2, representando cerca de 50% de rendimento maior que 0 T1. Em
relacdo a composicdo quimica, o extrato de Scenedesmus acuminatus obteve maiores teores de
proteinas e carboidratos. Dessa forma, S. acuminatus € potencial produtora de extratos
bioestimulantes, enquanto feijdo obteve menor desempenho germinativo quando submetido ao
processo de embebicao.

Palavras-chave: Ascophyllum nodosum, bioestimulante, embebicédo, germinacéo, microalgas

ABSTRACT

The biostimulating potential of algae extracts represents an opportunity to increase efficiency in food
production. Cultivable microalgae are viable candidates due to the high production capacity. In this
work, the chemical composition and effect of the microalgae extract Scenedesmus acuminatus and
commercial product AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder) derived from the macroalgae
Ascophyllum nodosum on the germination of BRS Estilo bean seeds were evaluated. The treatments
analyzed the methodology of exposure of seeds to extracts: soaking for 5 hours (T1) and applications
every 48 hours (T2). The parameters evaluated were: germination percentage (PG), speed index
(IVG) and mean germination time (TMG). The values of PG and VG were higher in T2, representing
about 50% higher yield than T1. In relation to chemical composition, Scenedesmus acuminatus
extract obtained higher levels of proteins and carbohydrates. Thus, S. acuminatus is a potential
producer of biostimulant extracts, while beans obtained lower germinative performance when
submitted to the soaking process.

Keywords: Ascophyllum nodosum, biostimulant, soaking, germination, microalgae
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem sido observado crescente interesse em substancias bioestimulantes
naturais na agricultura (Craigie 2011), devido ao desafio de equilibrar o desenvolvimento tecnol6gico
com a conservacdo ambiental, além da necessidade de melhorar a produtividade e qualidade das
culturas e produtos derivados (Mdgor et al. 2017, Navarro-Ldpez et al. 2020).

As definigdes classicas consideram como bioestimulante qualquer substancia de origem
natural ou microrganismo capaz de melhorar a eficiéncia nutricional, a tolerancia aos estresses
abidticos e/ou a qualidade dos cultivos, independente do seu contetido nutricional (Du Jardin 2015).
Desta forma, bioestimulantes foram classificados como produtos derivados de material organico que,
aplicados em baixas doses & semente, colheita ou solo, sdo capazes de estimular o crescimento e
desenvolvimento de varias culturas em condicdes ideais e estressantes (Yakhin et al. 2017).

No ambito legal, os bioestimulantes sdo qualificados como produtos que contém componentes
ativos ou agentes bioldgicos capazes de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, e que seja isento de substancias proibidas pela regulamentacdo de organicos, de
acordo com a Instrucdo Normativa 64 de 18/12/2008 (MAPA 2008).

A aplicabilidade das algas a agricultura é conhecida desde que o melhoramento de plantas se
tornou uma prética (Craigie 2011). Sao utilizadas nas formas secas ou de extratos, comercializadas a
nivel mundial como bioestimulantes e/ou como fertilizantes. No Brasil, assim como os aminoacidos
e substancias humicas, estes produtos sdo considerados aditivos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), categorizados no grupo de compostos naturais e, tem seu uso
aprovado em fertilizantes (Costa et al. 2014).

Atualmente, o interesse no uso de microalgas aumentou devido a sua versatilidade e potencial
aplicacdo em diferentes setores, bem como bioestimulantes (Barone et al. 2017). E a utilizacdo de
extratos de algas vem ganhando popularidade devido ao seu potencial uso na agricultura organica e
sustentavel (Arioli et al. 2015). Na producdo agricola, microalgas contém altos niveis de
macronutrientes e micronutrientes, essenciais no processo de germinacdo e crescimento de plantas
(Ronga et al. 2019). Ao contrario dos fertilizantes quimicos, extratos derivados de algas podem
apresentar maior biodegradabilidade sendo, desta forma, menos tdxicos e poluentes, e reduzindo
riscos para o meio ambiente (Rathore et al. 2009).

Microalgas apresentam muitas vantagens em seu uso, tais como na remoc¢do de matéria
orgénica e demanda quimica de oxigénio no tratamento de efluentes, desintoxicacéo bioldgica e por
ter uma composicdo quimica rica em proteinas, vitaminas, acidos graxos poli-insaturados e

pigmentos, sua biomassa pode ser utilizada em diversos setores. Com relagdo a fixacdo de CO, as
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microalgas, por seu aparato fotossintético, sdo capazes de fixar mais CO2 que cultivos de plantas
(Schmitz et al. 2012).

O efeito promotor do crescimento vegetal de produtos obtidos de algumas espécies de
macroalgas marrons é bem conhecido. Entretanto, estudos da utilizacdo da biomassa de microalgas
cultivaveis como matéria prima para esse setor, ainda sdo escassos e em geral identificados em
bioensaios (Mdgor et al. 2018). O potencial das microalgas ainda é pouco desenvolvido no setor
agricola, bem como existe limitacdo quanto as evidéncias dos efeitos de extratos em culturas (Garcia-
Gonzélez & Sommerfeld 2016).

O feijdo é considerado a segunda leguminosa mais importante no mundo, e umas das
principais fontes alimentares na Africa, india e América Latina (Xu & Chang 2011). O Brasil é um
dos maiores produtores mundiais de feijao, que se constitui no alimento proteico basico na dieta do
brasileiro. Para atender a essa demanda, o feijdo € plantado durante todo 0 ano, nos mais variados
sistemas de cultivo (Cargnin & Albrecht 2010).

A producao de feijao é realizada por diversos tipos de produtores, em diversas regides do pais,
utilizando diferentes niveis tecnologicos. Dentre estes produtores, a agricultura familiar é apontada
como a grande responsavel pela producdo de feijdo no pais, por isso com o objetivo de viabilizar a
producdo desse grdo, atualmente estdo sendo utilizadas técnicas para aplicacdo de bioestimulantes
naturais na cultura do feijao (Silva & Wander 2013).

Embora o Brasil esteja entre os paises principais produtores de feijdo, a produtividade média
nacional ainda é considerada baixa. Essa situacao pode ser atribuida a alguns fatores, tais como: a alta
incidéncia de doencas e pragas, baixa utilizacdo de sementes certificadas, cultivo em condicgdes
climaticas adversas e de deficiéncias nutricionais (Souza et al. 2013). Além da melhoria de praticas
culturais, uma alternativa vidvel do ponto de vista econdbmico e ambiental encontrada por
pesquisadores € o desenvolvimento de cultivares superiores, mais resistentes a estresses bioticos e
abioticos, mais produtivas e com melhor qualidade de gréos, além de adaptadas a colheita
mecanizada. E com esse propadsito foi desenvolvida um tipo de grdo comercial, a cultivar carioca BRS
Estilo, com destaque para seu alto potencial produtivo, além da resisténcia a oito patétipos do fungo
causador de antracnose e ao mosaico-comum (Cargnin & Albrecht 2010).

A cultivar BRS Estilo é uma variedade de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) do grupo
carioca, desenvolvida pela Embrapa através do cruzamento de outras cinco cultivares, visando
produzir cultivares de alto potencial produtivo e mais resistentes a doengas, de modo que possibilitem
aos produtores ofertar um produto de melhor qualidade ao consumidor final e atingir melhores

rendimentos com a cultura (Silva & Wander 2015).
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A germinagdo das sementes é influenciada por diversos fatores, tais como temperatura,
substrato, fotoperiodo e até mesmo a forma de aplicacdo dos bioestimulantes, seja via solo, sistemas
de irrigacdo ou pulverizagdo (Hong et al. 2007). Assim, o conhecimento das condi¢cdes que
proporcionam uma germinacao uniforme das sementes, é extremamente Gtil para fins de semeadura,
pois maximiza o crescimento e desenvolvimento das plantulas, resultando em plantas mais vigorosas
e produtivas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos na germinagéo e crescimento de mudas
em resposta a diferentes metodologias de aplicacdo dos extratos de microalgas cultivadas e produto
comercial derivado de macroalga marinha em sementes de feijdo BRS Estilo. Adicionalmente foram
realizadas analises dos teores de proteinas e carboidratos sollveis totais nos extratos avaliados.

MATERIAIS E METODOS

A espécie de microalga Scenedesmus acuminatus utilizada no experimento foi selecionada no
banco de cultivo do Laboratdrio de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais da Universidade
Federal do Espirito Santo. A microalga foi cultivada durante 20 dias em condicdes ideais de
temperatura, luminosidade e pH, sob temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 12/12h (luz/escuro) com
iluminancia maxima de 40 pmol m? s e pH de 7 + 0,05.

Foram avaliados o AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder), extrato comercial
derivado da macroalga Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis e extrato aquoso das microalga
Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat na concentragdo de 1,5 g L. O extrato aquoso da
microalga foi obtido por meio da aplicacdo de agua destilada a 60 °C, durante 45 minutos.
Posteriormente, foi filtrado com auxilio de papel filtro e conservado a 4 °C (Anisimov & Chaikina
2014). Foi realizada a medicdo do potencial osmotico e do pH para verificar a influéncia destas
varidveis nos extratos analisados sobre a germinacdo e crescimento radicular, a fim de garantir que
os resultados observados podem ser atribuidos ao efeito bioestimulante. A determinacédo do potencial
osmotico foi realizada com o potencidmetro WP4 modelo C — Decagon, no Laboratério de Solos do
Instituto Federal do Espirito Santo, campus Santa Teresa. Para determinar o pH foi utilizado o
pHmetro SBOOM5 — Symphony.

As sementes de feijdo BRS Estilo foram submetidas a dois tratamentos, sendo: T1 (embebicédo
das sementes por um periodo de 5 horas nos extratos) e T2 (aplicacdes diretas dos extratos nas
sementes a cada 48 horas), além do controle com dgua em cada tratamento. O ensaio de germinacgéo
foi conduzido em rolos de papel Germitest®, com trés repeti¢cbes de 25 sementes, totalizando 600
sementes. O experimento foi mantido em incubadoras B.O.D, fotoperiodo de 12 h e temperatura de
25 °C, seguindo delineamento inteiramente casualizado. A avaliagéo foi realizada diariamente durante

8 dias. Os pardmetros avaliados foram: porcentagem de germinacgdo (%G): calculada pela férmula G
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= (N/A) x 100. Sendo N = total de sementes germinadas; A = total de sementes. Indice de velocidade
de germinagdo (IVG): calculado pela formula IVG = X (ni/ti), em que: ni = nimero de sementes que
germinaram no tempo “i”’; ti = tempo ap0ds instalacdo do teste (Maguire 1962). Tempo médio de
germinagdo (TMG): calculado pela formula TMG = (Zniti)/Zni, onde: ni = nUmero de sementes
germinadas por dia; ti = tempo de incubacdo (Labouriau 1983) e crescimento radicular. O
comprimento da radicula (CR) foi determinado com auxilio de paquimetro, na regido de transi¢cdo
entre a raiz e caule até a extremidade da raiz principal, expresso em centimetros.

A partir de uma aliquota de 1 mL do extrato (n = 3) foi realizada a extracdo e quantificacdo
de proteinas sollveis e carboidratos totais presentes nos extratos com base na curva padrdo de
absorbancia em espectrofotometro de 750 nm e 490 nm respectivamente, em fungédo da concentragéo
de albumina sérica bovina (BSA) e glicose (Lowry et al. 1951, Dubois et al. 1956). Esses dados
posteriormente foram transformados e comparados com as concentra¢fes informadas no rétulo do
fabricante do Acadian® Marine Plant Extract.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e comparacdo maultipla teste pos hoc de
Tukey, com nivel de significancia a 1%. As analises foram realizadas com o software ASSISTAT
(Versdo 7.6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes submetidas ao T2 (48 horas) obtiveram maior porcentagem de germinacdo em
todos os extratos testados, sendo significativamente superior ao T1 (embebicdo) (p<0,01%). Em
ambos os tratamentos o extrato de Scenedesmus acuminatus promoveu maior porcentagem de
germinacao, os valores obtidos foram 50,6% parao T1 e 97,3% para o T2. (Figura 1). Estes resultados
indicam efeito positivo dos extratos no processo germinativo, padrdo que também foi encontrado no
estudo de Dineshkumar et al. (2019) que testou sementes de milho (Zea mays L.) e cebola (Allium
cepa L.) submetidas a tratamentos com extrato de Chlorella vulgaris onde obtiveram maior
rendimento em comparacdo a fertilizantes quimicos sintéticos. Bumandalai & Tserennadmid (2019)
também demonstraram que a aplicacdo de extratos aquosos da mesma microalga aumentou a
germinacdo, melhorando o crescimento e rendimento do tomate (Solanum Lycopersicum L) e do

pepino (Cucumis sativus L.).
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de feijio BRS Estilo (Phaseolus vulgaris) submetidas a diferentes

tratamentos com extratos de algas e controle. Barras representam o desvio padrdo da média.

O maior valor de pH registrado foi de 7,99 no controle e 0 menor valor 6,45 no extrato de
Scenedesmus acuminatus. Para o potencial osmotico, o maior valor encontrado foi 0 para o controle
e menor valor -0,33 no extrato de Ascophyllum nodosum (Tabela 1). A partir destes resultados, pode-
se sugerir que tais parametros ndo influenciaram na germinacéo das sementes, uma vez que ndo houve

reducdo das suas taxas de germinacdo e a variacdo dos valores foram baixos segundo estudos de
Villela et al. (1991).

Extrato pH ¥s (MPa)
S. acuminatus 6,45 -0,31
A. nodosum 6,88 -0,33
Agua 7,99 0,0

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos e da agua.

O T1 influenciou diretamente a acdo dos extratos testados, promovendo alteraces no indice
de velocidade de germinagéo (Tabela 2), apresentando uma reducdo dos valores neste tratamento. Os
resultados demonstram que houve diferenca significativa entre os tratamentos de aplicacdo dos
extratos, sendo maior em T2. Garcia-Gonzalez & Sommerfeld (2016) obtiveram resultados

semelhantes nas sementes de tomate em resposta a extratos da microalga Acutodesmus dimorphus,
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favorecendo o aumento da velocidade de germinacdo, aumentando em até 63%, sugerindo que de

acordo com o método de aplicagdo dos extratos o efeito bioestimulante tende a ser melhor.

Tratamento VG TMG CR
= S. acuminatus  3,92143 " 6,04092 8,0863%
T1 g A. nodosum 2,17579° 381562 3,8833°
£ Agua 0,74524¢ 2,93332 1,2000°
2 S. acuminatus 10,8809 2,3805% 11,5333°%
T2 S A nodosum 11,13882 12,1457 2 13,4902 2
®  Agua 10,3055 2 2,42452 12,3457 2

Tabela 2. Valores médios do indice de velocidade de emergéncia — IVG, tempo médio de germinacdo — TMG (dias) e
crescimento radicular — CR (cm) das sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris). Médias (n= 25) seguidas de letras iguais
na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, para o pardmetro avaliado em resposta aos tratamentos de aplicacdo dos
extratos (T1 e T2), pelo teste de Tukey com significAncia de 1%.

No tratamento 2 ndo foi possivel observar diferenca significativa entre os diferentes extratos.
O aumento dos parametros avaliados em relagdo ao T1 provavelmente pode ser atribuido a maior
quantidade de agua disponivel para a semente, considerando que a aplicagdo dos extratos a cada 48
horas proporciona uma reidratacdo das sementes. A semente absorve agua até o nivel em que todos
0S processos preparatorios ocorrem (Ataide et al. 2016), abrangendo trés fases: fase de hidratacdo dos
tecidos, seguida pela fase de ativacdo do metabolismo e digestdo de reservas e, finalmente, fase de
germinacao, que se caracteriza inicialmente, em muitas espécies, pela protusdo da raiz primaria. Desta
forma, a agua atua como o principal estimulo, proporcionando, mediante reagdes quimicas, 0
enfraguecimento do tegumento, acréscimo no volume do embrido e dos tecidos de reserva, induzindo
a translocacdo e assimilacdo de nutrientes, com consequente crescimento do eixo embrionario
(Guimaraes et al. 2008). A hidratacdo das sementes apresenta-se como um método eficiente, capaz
de propiciar aumento da porcentagem e velocidade de germinacdo, favorecendo o desenvolvimento
das plantulas (Pinedo & Ferraz 2008).

Pode-se sugerir que o processo de embebicdo (T1) talvez ndo seja tdo eficaz na promocéo da
germinacdo e crescimento, pois ja foi relatado em outros trabalhos a diminuicdo da velocidade de
germinacdo das sementes quando embebidas em extratos vegetais (Lorensi et al. 2017, Mendonca
Junior et al. 2019), além de considerar o tempo de imersdo das sementes (Foelkel et al. 2015). Desta
forma, o tempo de embebicdo pode ser um fator determinante no desempenho germinativo,

considerando que Botelho & Perez (2001) observaram que o tempo em que a semente fica exposta
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ao extrato pode ocasionar um estresse, que por sua vez, diminui a porcentagem e a velocidade de
germinacdo. Isso se mostra uma desvantagem no que diz respeito a produtividade agricola, pois
predispde a semente e a plantula uma menor resisténcia a condi¢fes ambientais adversas.

O T1 e T2 ndo afetaram significativamente o tempo médio de germinacédo (Tabela 2), apesar
do T2 obter menor tempo de germinacgéo. Esses resultados concordam com Salma et al. (2014) que
embora tenha detectado aumento de 5% na porcentagem de germinacdo, também registrou
diminuicdo no tempo médio da germinagdo em 1.28 dia em resposta ao extrato de Sargassum vulgare
em duas cultivares de feijdo. Haber et al. (2006) também verificaram que sementes de cenoura
(Daucus carota) ndo obtiveram resposta significativa no tempo de germinagdo quando tratadas com
extrato de Ascophyllum nodosum. Isso ocorre provavelmente devido a interacdo desses parametros,
pois segundo Oliveira et al. (2009) quanto menor o tempo médio de germinacdo, maior sera o indice
de velocidade de germinacédo e quando associados permitem inferir sobre a qualidade das sementes.
Esses parametros dependem também da espécie em estudo e das condigbes experimentais ou
ambientais nas quais as mesmas sdo submetidas. Desta forma, neste estudo pode-se afirmar que o
menor tempo e a maior velocidade de germinagdo das sementes do tratamento 2 estdo diretamente
relacionados a forma de aplicacdo do extrato. Considerando que, a germinacao rapida é caracteristica
de espécies cuja estratégia € se estabelecer o mais rapido possivel ou quando oportuno, aproveitando
condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento do novo individuo (Ferreira & Borghetti 2004).

As concentracfes de proteinas e carboidratos totais do extrato de Scenedesmus acuminatus e

Ascophyllum nodosum foram expressas em porcentagem, e estdo listadas na Tabela 3.

Extrato Proteinas (%) Carboidratos (%)
Scenedesmus acuminatus 33,93 8,29
Ascophyllum nodosum 4,0 6,0

Tabela 3. Teor de carboidratos totais, proteinas sollveis em agua nos extratos aquosos de Scenedesmus acuminatus
(Lagerh.) Chodat e Ascophyllum nodosum (L.) Le Jol.. Valores para as concentragdes utilizadas neste trabalho (n=3).

Os valores de proteinas encontradas no extrato de S. acuminatus podem ser relacionados ao
melhor desempenho das sementes em resposta a este extrato. Outros trabalhos também relacionaram
a concentracdo de proteinas a respostas positivas das sementes aos extratos algais (Machado et al.
2017, Jannin et al. 2013, Mattner et al. 2013). Machado et al. (2018) sugere que a analise da
concentracdo de proteinas pode ser uma ferramenta para selecdo de espécies de algas com potencial
aplicacdo na agricultura.

A caracterizagdo bioquimica neste trabalho € de extrema importancia, considerando que,

microalgas também s&o organismos que prestam servigos ecossistémicos, devido a sua capacidade de
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retencdo e imobilizacdo de alguns compostos presentes em aguas residuais, tais como amonia, nitrato,
fosfato e oxigénio quimico (Nayak et al. 2016). E essa disponibilidade de nutrientes exerce influéncia
no crescimento, composicdo bioquimica e metabolismo primério das microalgas (Lourengo 2006).

Estes resultados demostram que as microalgas apresentam um potencial de producdo de
moléculas bioativas, tais como proteinas e carboidratos (Derner et al. 2006), capazes de estimular o
crescimento das plantas (Mogor et al. 2017) e proporcionar maior tolerdncia a tensfes bidticas e
abidticas (Ertani et al. 2009).

Os extratos promoveram crescimento radicular das plantulas (Figura 2), houve diferenga
significativa apenas do extrato de Scenedesmus acuminatus no T1. Isso ocorreu devido ao
crescimento radicular das plantulas submetidas ao extrato de S. acuminatus apresentarem um aumento
de 29% no comprimento total em relacdo as plantulas controles. JA no T2 ndo houve diferencga
significativa entre 0s extratos e controle. Este padrdo tambem foi registrado no trabalho de Barone et
al. (2017) que verificou que extratos liquidos de Chlorella vulgaris e Scenedesmus quadricauda
foram capazes de induzir o desenvolvimento radicular de plantas de beterraba (Beta vulgaris L.).
Outros estudos também atestaram efeito benefico dos extratos de algas na estimulagao do crescimento
de raizes em plantulas de feijao tratadas com extrato de Osmundaria obtusiloba (Machado et al.
2018) e em tomate, tratadas com extrato de Aphanothece sp. e Chlorella pyrenoidosa, apresentando
um aumento no comprimento das raizes de até 112,65% e 84,8%, respectivamente (Chanda et al.
2020).

Figura 2. Plantulas resultantes dos diferentes métodos de aplicacdo dos extratos das algas, embebicéo (T1) e 48 horas
(T2), respectivamente. A. controle (agua); B. extrato de A. nodosum; C. extrato de S. acuminatus.
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O estimulo ao crescimento radicular pode ser atribuido a provavel presenga de auxinas nos
extratos, fitorménio responsavel pelo alongamento celular e promog&o do crescimento. A capacidade
de producédo de fitormonios em algas verdes como Chlorella sp. e Scenedesmus sp. foi descrita em
varios estudos (Tarakhovskaya et al. 2007, Lu & Xu 2015). Scenedesmus sp foi capaz de produzir
diferentes concentracGes de auxina, sugerindo que microalgas sejam uma fonte potencial para
obtencédo desse tipo de fitormonio (Pietro et al. 2011). J& foi constatado anteriormente que extratos
de algas aplicados em calos de soja (Glycine max) provocam incremento no numero de raizes
emitidas, de forma anéloga a aplicacdo de &cido indolbultirico (Foelkel et al. 2015). A auxina é
produzida nos meristemas apicais aéreos, e exigida em baixas concentracdes para 0 crescimento de
raizes, altas concentragdes inibem seu crescimento (Taiz & Zeiger 2004).

Chanda et al. (2019) afirma que os polissacarideos presentes nas microalgas, sdo ricos em
grupos funcionais com a capacidade de se ligar a alguns microelementos com importante valor
nutricional das plantas, melhorando assim a disponibilidade de nutrientes das raizes. Ja Mogor et al.
(2018) atribui o crescimento radicular a bioatividade de aminoacidos presentes na biomassa de
Arthrospira platensis como responsavel pelo aumento do crescimento das raizes de feijao mungo
(Vigna radiata) em até 27,9% do comprimento total da raiz.

Deve-se ressaltar que, mesmo com a presenca de alguns compostos bioativos, as respostas das
plantas podem variar, pois dependem tanto do método (tratamento de sementes, pulverizacao foliar
e/ou irrigacdo), quanto das dosagens e frequéncias de aplicacdo (Carvalho & Castro 2014).

Diante da crescente demanda por produtos e servigos, € necessario aliar desenvolvimento
econdbmico com protecdo ambiental, desenvolvendo-se novos produtos, novas alternativas de
processos e técnicas eficientes na minimizacao e remediacao da poluicédo, tornando assim, a atividade
agricola menos impactante ao meio ambiente (Gadd et al. 2008). Desta forma, a utilizacéo de extratos
derivados de algas pode ser considerada uma préatica sustentavel por ser de origem natural e gerar
subprodutos menos nocivos ao meio ambiente.

Este trabalho reafirma a importancia do uso de algas na producdo agricola, sendo consideradas
promissoras no desenvolvimento de produtos bioestimulantes, especialmente para o tratamento de
sementes. Desta forma, compreender os mecanismos de acdo indutora na germinacdo de sementes é
uma ferramenta Gtil no avanco para enfrentar os desafios da agricultura com uma demanda por
alimento cada vez maior, além de mudancas climaticas.

Os resultados do presente estudo sugerem que extratos de microalgas apresentam potencial
bioestimulante em sementes de feijdo BRS Estilo, entretanto, deve-se considerar os métodos de
aplicagdo. Pode-se afirmar que o feijdo ndo obteve uma boa resposta apds ser submetido ao processo

de embebicdo, quando comparado ao processo de aplicacdo dos extratos a cada 48 horas,
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apresentando um menor desempenho germinativo. Apesar da embebicdo ser um método menos
eficiente, as sementes deste tratamento obtiveram melhores parametros germinativos do que o
controle 4gua, sugerindo que mesmo em condicdo desfavoravel ha efeito benéfico dos extratos no
processo germinativo.

Deve-se destacar que, a acdo dos extratos utilizados pode obter diferentes respostas
germinativas das sementes de acordo com a culturaagricola testada. Pesquisas futuras sdo necessarias
para determinar 0s mecanismos de acao e a composicao quimica refinada dos extratos e sua atuagdo

nas plantas. Desta forma definir o pacote tecnoldgico para desenvolvimento e aplicacdo de produtos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos foi possivel evidenciar que extratos aquosos obtidos a partir de
microalgas apresentam potencial bioestimulante de crescimento, considerando que todas sementes
utilizadas neste trabalho apresentaram respostas germinativas positiva. Esse desempenho benéfico
das sementes foi registrado nos diferentes parametros avaliados, concentracOes e, extratos das
microalgas estudadas. Entretanto, a maioria das sementes obtiveram maiores valores de germinacao,
tempo médio, bons indices de velocidade, e melhor desempenho inicial quando submetidas aos
extratos das espécies do género Chlorella sp., principalmente nas concentracdes consideradas
intermediarias (1,0 g/L e 1,5 g/L). Vale destacar que a aplicagéo de altas concentracfes de extratos
podem ser prejudicial ao desenvolvimento da planta, inibindo sua germinacdo e posterior
crescimento.

Pode-se sugerir que neste estudo o teor de carboidratos obtidos na biomassa das microalgas
do género Chlorella sp. esteja relacionado a um melhor desempenho germinativo das sementes
quando submetidas a estes extratos. Isso devido a sua alta capacidade superior de fixacdo de carbono,
utilizado como substrato para desenvolvimento de plantas.

Sabe-se que algas dos géneros Chlorella sp. atuam como promotoras do crescimento vegetal,
estimulando a germinacdo de sementes e diminuindo seu tempo de germinacdo, isso provavelmente
ocorre por essas microalgas serem capazes de produzir fitohormdnios que influenciam diretamente
na divisdo celular e diferenciacdo dos tecidos vegetais, fatores envolvidos no crescimento e
desenvolvimento de plantas.

E necessario destacar que para avaliar a acdo dos extratos produzidos a partir de algas, deve-
se considerar a cultura agricola a ser testada, e concentracfes. Pois as sementes podem apresentar
uma fisiologia diferente e isso influencia no mecanismo de acdo dos extratos, consequentemente
apresentar respostas germinativas diferentes das registradas neste estudo.

Algas do género Chlorella sp. possui grande importancia econdémica devido a sua utilizacédo
na producdo de cosméticos, suplemento animal, alimentacdo humana, produgéo de biodiesel. A partir
dos dados obtidos neste estudo pode-se atribuir importancia dessas microalgas também na agricultura.

Além disso, essas algas possuem componentes com atividade antimicrobiana e anti herbivoria,
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através da clorelina, por exemplo, é capaz de controlar o crescimento bacteriano e flngico, inibindo
o crescimento de fitopatégenos garantindo a produtividade das culturas agricolas.

Este trabalho demonstra extrema importancia pois atualmente tem crescido a conscientizacdo
da sociedade com relacdo as questbes ambientais, preocupacdo com a saude e qualidade dos
alimentos, consequentemente ampliou-se a busca por alimentos organicos. Considerando que 0sS
extratos apresentaram potencial bioestimulante para a germinagao, crescimento e desenvolvimento
dos sistemas de producdo, estes podem ser considerados uma alternativa vidvel e ecologicamente
correta ao uso de agroquimicos na agricultura convencional.

Espera-se os resultados obtidos nesta pesquisa forneca subsidio para utilizacdo de microalgas

na agricultura e auxilie no desenvolvimento de novos produtos bioestimulantes.
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