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RESUMO

O agronegécio € o setor responsdvel por grande parte do PIB do Brasil, mas para obter a
elevada produtividade anual do pais € necessdria a utilizacdo de fertilizantes e estimulantes, os
quais sdo importados em sua maioria. A utilizacdo de fertilizantes organicos (biofertilizantes)
€ uma opc¢ao para driblar os altos custos de importacao desse tipo de insumo, sendo os adubos
de dejetos animais a opcdo mais utilizada. Esses, entretanto, ndo podem ser utilizados em
algumas hortalicas consumidas cruas, como a alface, devido a possivel contaminacdo com
microrganismos patogénicos. A alface € a folhosa mais consumida do Brasil e, nesse caso, os
extratos de macroalgas marinhas se tornam uma boa opc¢do gragas ao seu carater
biodegraddvel e atéxico ao ambiente e aos seres vivos. O presente trabalho teve como
objetivo a obtencdo de um extrato aquoso com potencial bioestimulante e/ou biofertilizante
para plantas a partir da macroalga vermelha Gracilaria birdiae. Para isso, realizou-se uma
extracdo aquosa da macroalga e a composicdo bioquimica, bem como o rendimento desse
extrato, denominado EB-Gb, foram determinados. O efeito de diferentes concentragdes de
EB-Gb (0,1; 0,2; 0,3 e 04 g.L'l) sobre a percentagem, tempo, velocidade e indice de
sincronizagdo de germinacdo de sementes foram determinados para as alfaces americana e
crespa em duas condi¢des de temperatura distintas (20 e 28 °C). J4 o efeito de diferentes
concentracdoes de EB-Gb sobre o desenvolvimento de mudas de alface americana em meio
liquido in vitro foi avaliado sobre a biomassa da parte drea e sistema radicular, nimero de
folhas, comprimento da folha e da raiz principal. Os resultados sugeriram potencial
biofertilizante e bioestimulante do EB-Gb uma vez que mostrou efeitos positivos sobre a
sincronizagdo da germinacdo nas duas cultivares utilizadas no estudo, a porcentagem de
germinacdo de alface crespa em condicdes de estresse, o crescimento da parte aérea e da raiz
principal, nimero de folhas e de raizes laterais e porcentagem de biomassa seca da parte aérea

dessas plantas.

Palavras-chave: Biofertilizante; bioestimulante; macroalgas vermelhas; horticultura.



ABSTRACT

The agribusiness is responsible for a major part of Brazil’s GDP, but to achieve its high
annual productivity, Brazil needs to utilize fertilizers and stimulants, which are mostly
imported. The use of organic fertilizers (biofertilizers) is an option to overcome the high costs
of this input, being manure of animal rejects the most used option. These, however, cannot be
used in some vegetables consumed rawly, such as lettuce, due to possible contamination of
pathogenic microorganisms. Lettuce is the most consumed leafy vegetable in Brazil and, in
this case, extracts from marine seaweeds are a good option thanks to their biodegradable
character and because they are atoxic to both environment and living beings. The present
work aimed to obtain an aqueous extract with potential of being biostimulating and/or
biofertilizer to plants from the red macro algae Gracilaria birdiae. For that, an aqueous
extraction was performed and the biochemical composition as well as the yield of this extract,
named EB-Gb, were determined. The effect of different concentrations of EB-Gb (0.1, 0.2,
0.3 and 0.4 g.L'") on percentage, time, speed and synchronization index of germination of
seeds were determined for iceberg and baby lettuce in two distinct temperature conditions (20
and 28 °C). The effect of different concentrations of EB-Gb on the development of iceberg
lettuce sprouts in liquid medium in vitro was evaluated upon biomass of shoot and root,
number of leaves, length of leaf and primary root. The results suggest biofertilizer and
biostimulating potential of EB-Gb, once it has showed positive effects on germination
synchronization on both crops used in the study, percentage of baby lettuce germination in
stress conditions, growth of shoot and primary root, number of leaves and secondary roots and

percentage of shoot dry biomass of these plants.

Keywords: Biofertilizer; biostimulating; red seaweed; horticulture.
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1. INTRODUCAO
1.1. Impacto econémico do agronegdcio no Brasil

O agronegodcio, que engloba agropecudria, insumos, agroinddstria € Servigos
relacionados a essa cadeia, é o setor que atualmente representa cerca de 23% do Produto
Interno Bruto (PIB) do Brasil (AGRONEGOCIO, 2017). Levando-se em conta somente o PIB
agropecudrio, esse € 0 que tem menor peso na economia, representando apenas 5,85% do PIB
nacional, entretanto ele foi o setor responsédvel pelo avanco do PIB no primeiro trimestre de
2017 em relagdo ao trimestre anterior, gracas a uma alta de 13,4%, em compara¢do ao avanco

de 1% da inddstria e um crescimento nulo no setor de servigos (IBGE, 2017).

Para o pais alcancar suas elevadas safras anuais sdo utilizadas grandes quantidades de
fertilizantes, substancias que fornecem macro e micronutrientes necessirios para o
desenvolvimento de vegetais, para nutrir uma variedade de culturas (mais de 34 milhdes de
toneladas em 2016), estando na quarta posicdo entre os paises que mais consomem esse tipo
de insumo (IPNI, 2017). Entretanto, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), 70% desses fertilizantes tém origem estrangeira, o que influencia
diretamente no custo da lavoura e obriga os fazendeiros a incluir a cotacdo do ddlar na conta
da producdo da safra (BERALDO; FIGUEIREDO, 2016). Assim sendo, se os custos de
producdo sao maiores, isso ird refletir também no preco final dos produtos agricolas, afetando

diretamente o consumidor.

Figura 1. Relacdo entre quantidade de fertilizantes produzidos, importados e exportados pelo Brasil por ano.
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A Figura 1 mostra a comparacao da produgdo, importagcdo e exportacao de fertilizantes
no Brasil nos anos de 2015 a 2017 (ANDA, 2017), onde € possivel notar uma grande
diferenca, principalmente entre esses dois ultimos parametros. Essa superioridade do niimero
de importacdes sobre o de exportacdes afeta negativamente a balanga comercial, que € um dos
fatores que influenciam o crescimento econdmico do Brasil, visto que quanto maior o nimero

de importacdes, mais dinheiro sai do pais e menor serd o PIB.

1.2. Fertilizantes, Biofertilizantes e Bioestimulantes de Plantas

Inicialmente, fertilizantes sdo definidos pela legislagdo brasileira como substincias
organicas ou inorganicas, naturais ou sintéticas, que fornecem nutrientes essenciais para o
desenvolvimento de vegetais, tendo como func@o repor os elementos retirados do solo em
cada colheita, com a finalidade de manter ou ampliar o seu potencial (BRASIL, 2004). Como
as principais deficiéncias das terras cultivdveis sdo nitrogénio, fésforo e potdssio, os
fertilizantes amplamente produzidos e comercializados sdo, geralmente, produtos compostos
pela mistura desses trés nutrientes (RODRIGUES et al., 2015). Em geral, esses produtos sdao
classificados em minerais, organicos ou organomineral, segundo sua natureza. Na Tabela 1

sdo apresentadas as subdivisdes de cada uma dessas classes.

Tabela 1. Classificacdo de fertilizantes com base em sua natureza segundo a legislagdo brasileira.

Classificacdo  Subclasse Definiciao
| Produto formado, fundamentalmente, por um composto quimico,
Simples
contendo um ou mais nutrientes de plantas.
Mineral Produto formado de dois ou mais compostos quimicos, resultante da
Complexo

reacdo quimica de seus componentes, contendo dois ou mais nutrientes.

Misto Produto resultante da mistura fisica de dois ou mais fertilizantes minerais.

Produto natural de origem vegetal ou animal, contendo um ou mais

Simples )
nutrientes de plantas.
Produto obtido por processo fisico, quimico, fisico-quimico ou
Orgéanico bioquimico, natural ou controlado, a partir de matéria-prima de origem

Complexo industrial, urbana ou rural, animal ou vegetal, isoladas ou misturadas,
podendo ser enriquecido de nutrientes minerais, principio ativo ou agente

capaz de melhorar suas caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas.
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Produto de natureza organica, resultante da mistura de dois ou mais
Misto fertilizantes organicos simples, contendo um ou mais nutrientes de

plantas.

) Produto resultante da mistura fisica ou combinacdo de fertilizantes
Organomineral - o )
minerais e organicos.

Fonte: BRASIL (2004).

Ao longo do tempo, o uso de fertilizantes minerais (ou quimicos) em larga escala
resultou numa reducdo da qualidade dos solos agricolas, bem como na degradacao ambiental
através da eutrofizacio e da polui¢do por metais pesados (ZHU et al., 2012). Parte do impacto
ambiental se deve ao fato das plantas cultivadas, tipicamente, utilizarem menos da metade dos
fertilizantes aplicados e o restante, muitas vezes, ser lixiviado para os len¢oéis subterrdneos de
dgua, fixando-se ao solo ou contribuindo para a poluicdo do ar (MARSCHNER, 1995). Os
fertilizantes nitrogenados estdo entre os mais utilizados e s3o os que causam maior impacto
ambiental. Sua producdo € responsavel por 94% do consumo de energia de toda producdo de
fertilizantes e o processo mais utilizado, denominado Haber-Bosch, foi desenvolvido hd mais
de cem anos e consiste em extrair o N, da atmosfera, que nao é assimildvel pelas plantas, e
transformé-lo em uma molécula assimildvel (amonia), baseando-se na reacdo N, + 3H; <
2NH; (KYRIAKOU et al., 2017). Para realizar esse processo sdo empregados catalisadores a
base de ferro na faixa de temperatura de 400-500 °C e a pressdes de 130-170 bar e como fonte
energética sdo utilizados dois combustiveis fosseis (gds natural e carvdo mineral), cuja queima

emite didéxido de carbono, CO, (GARAGOUNIS et al., 2014).

O uso desses fertilizantes provoca danos ainda maiores ao meio ambiente que sua
producdo, pois causa um desequilibrio no ciclo do nitrogénio ao entrarem em contato com o
solo. O aumento da quantidade de NH4 disponivel no solo aumenta também a taxa de
desnitrificacdo realizada por bactérias, principalmente Pseudomonas, as quais utilizam
carbono organico como fonte redutora e, em condi¢des anaerdbias, utilizam os 6xidos de
nitrogénio como aceptores de elétrons, resultando na produ¢do de N, (que fecha o ciclo do
nitrogénio), NO e N,O (DAVIDSON et al. 1991). O 6xido nitroso (N,O) é um gds de efeito
estufa, porém com potencial 300 vezes superior ao CO, (ECYCLE, 2015).

Atualmente, visando tornar a agricultura uma prética mais sustentivel e ao mesmo
tempo manter sua produtividade, sistemas alternativos para a aplicacdo de nutrientes no solo

vém sendo pesquisados como forma de substituir ou diminuir o uso dos fertilizantes quimicos
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convencionais, como é o caso dos biofertilizantes. Segundo a legislacdo brasileira,
biofertilizantes sdo produtos que contém principio ativo ou agente organico, isento de
substincias agrotéxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou
estimulante (BRASIL, 2004). Tal definicdo ndo € dada de forma global, pois em outros paises
biofertilizantes podem ser entendidos também como sendo produtos que cont€ém
microrganismos com atuagdo favordvel ao crescimento de plantas (BHARDWALI et al., 2014),
o que no Brasil recebe a classificagdo de produto inoculante. Os principais constituintes dos
biofertilizantes, assim como dos fertilizantes minerais, si0 0sS macro € micronutrientes,
compostos essenciais para o desenvolvimento das plantas. A importancia de cada um deles é

destacada no Anexo A.

Os biofertilizantes sdo uma alternativa aos fertilizantes quimicos e seu emprego tem
aumentado muito, devido ao seu baixo custo, a sua variada composicao e especialmente a sua
boa concentracdo de nutrientes (SOUZA; RESENDE, 2003). Outros produtos que estdo sendo
bastante utilizados sao os chamados bioestimulantes, definidos como substincias naturais
oriundas da mistura de dois ou mais biorreguladores vegetais (fitormdnios) ou destes com
outras substancias (aminodcidos, nutrientes e vitaminas), que podem ser aplicados
diretamente nas plantas ou no tratamento de sementes (KLAHOLD et al., 2006). Muitos
desses produtos aumentam a absor¢do de dgua e de nutrientes pelas plantas, bem como sua
resisténcia aos estresses hidricos e aos efeitos residuais de herbicidas no solo, além de
promoverem o desenvolvimento do sistema radicular (CASTRO; VIEIRA, 2001;
VASCONCELQS, 2006). A atuacdo desses fitormonios € ilustrada na Figura 2, mas deve-se
deixar claro que raramente esses hormoOnios vegetais agem sozinhos, mesmo quando uma
resposta no vegetal € atribuida a aplicacdo de um tnico regulador vegetal, pois o tecido que
recebeu a aplicacdo contém hormonios endégenos que contribuem para as respostas obtidas

(IPNT, 2008).

Para que haja resposta, promogao, inibi¢do ou alteracio metabdlica do vegetal a um
determinado hormoénio, este deve estar em quantidade suficiente nas células adequadas, ser
reconhecido e capturado por receptores especificos localizados na membrana plasmatica de
células vegetais e ter seus efeitos amplificados por mensageiros secundarios, geralmente um
mineral (IPNI, 2006), como mostrado na Figura 3. Por isso, é importante sempre manter na

planta, primeiro, o equilibrio nutricional e depois o hormonal. Sabendo-se disso, vé-se que um
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bom modo de potencializar resultados nas plantas € aliar um biofertilizante (fornecedor de

nutrientes) com um bioestimulante (fornecedor de fitormonios) em quantidades adequadas.

Figura 2. Funcdes dos hormdnios vegetais no crescimento vegetativo (A) e no crescimento reprodutivo e na
senescéncia (B).

A B > o
Divs3o calular - AX, CK, GA Al pronee Diferenciagdo sexual - AX, GA, ET, BR
Vermelho  nibigao

Diferenciagdo de feixes vasculares - AX, CK, BR, GA

Mudanca fase vegelativa/reprodutiva - AX, GA
Partenocarpia - AX, CK, GA, BR

Azul - promogae
Vermelho - inibi¢ao Expans3o foliar - CK
Abscisdo de orgdos - ABA, ET, JA/ GA, AX

Alongamento do caule - AX, GA, CK, BR/ABA, ET, JA

Fechamento dos estématos - ABA/ CK

Crescimento das gemas laterals - CK { AX
Crescimento radial do caule - CK, ET

Crescimento das sementas - AX, "GA"
Crescimento dos frulos - GA, CK

Trafisportedesolutos-GA, ET Maturacio dos frutas - ET/ GA

Formagdo de raizes adventiclas - AX, ET / CK, BR
Senescéncia foliar - ABA, ET, BR, JA/GA, CK

s

FI777 77777777777 T77777 7777777
Formag3o de raizes laterais - AX

il

Tubérculos - CK, JA/AX, GA
Alongamento da raizes - AX, GA/AX, ABA, ET

- Diferenciagio dos feixes vasculares - AX, CK, BR, GA
Divisao celular - AX, CK, GA

Legenda: AX — auxina; CK — citocinina; GA — giberelina; BR — brassinosteréide; ABA - 4cido abscisico; ET —
etileno; JA — 4cido jasmdnico.

Fonte: IPNI (2006).

Figura 3. Ciclo hormonal das plantas e seus nutrientes-chave em cada etapa do crescimento vegetal.

Maturagio e
‘senescéncia

Acido abscisico

Crescimento

S celular
Iniciagao celular

(Divisdo celular)

Nutrientes-chave Nl Ca, Pl an Cal Cul Mgl BI Cal Bl Mgr N B.r Cul Pr KI Mol
Co-fatores hormonais Mg, K, Mn Mn, N, Zn, NO; aminico Mg, N aminico

Fonte: Adaptado de fisiologiavegetal.es (2013).
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Os testes das respostas das plantas a esses produtos normalmente € feita in sifu, porém
ha uma ferramenta biotecnoldgica que pode ser utilizada para a avaliacdo desses efeitos € a
cultura de tecidos vegetais, que permite que esses testes sejam realizados em qualquer época
do ano. Nessa técnica sdo utilizadas condicdes assépticas e as plantas permanecem em
solucdes nutritivas que permitem que elas se desenvolvam in vitro quando condicionadas em
salas com controle de temperatura, luminosidade e fotoperiodo. Tal ferramenta permite nao
apenas a obten¢do de plantas através da germinacdo de sementes, mas também através de
qualquer segmento de tecido ou 6rgdo vegetal (como segmentos foliares, segmentos nodais,
raizes, 4pices caulinares, entre outros) via organogénese ou embriogénese somadtica,
baseando-se na capacidade das células vegetais expressarem sua totipoténcia e se organizarem
em tecidos ou em plantas completas (KERBAUY, 1997; TORRES et al., 2000). Para o teste
dos efeitos de fertilizantes ou estimulantes em determinada planta, esses produtos podem ser

suplementados nos meios nutritivos da mesma.

Os meios nutritivos para cultura de tecidos consistem numa mistura de macro e
micronutrientes (fornecidos na forma de sais), vitaminas, fontes orgadnicas de nitrogénio e
carboidratos, podendo ser adicionadas de reguladores de crescimento e/ou agente gelificante,
normalmente o dgar (QUISEN; ANGELO, 2008). Para George e Sherrington (1984), no
desenvolvimento in vitro de muitas espécies, a fotossintese realizada é baixa, fazendo com
que as culturas sejam dependentes do suporte externo de carboidratos, dai a importancia da

adicao de uma fonte de carbono ao meio, geralmente sacarose.

Dentre os fertilizantes naturais, alguns dos mais utilizados, principalmente em culturas
familiares, advém de dejetos animais. Ressalta-se, entretanto, que no Brasil ndo € permitido o
uso desse tipo de adubo no cultivo de hortalicas que sd@o consumidas cruas, isso porque
durante o tratamento podem ter ocorrido falhas e estes biofertilizantes ainda poderdao conter
microrganismos patogénicos capazes de contaminar os alimentos (AMARAL et al., 2004),
necessitando-se assim de outras alternativas para esse tipo de cultura, como por exemplo as
algas marinhas ou produtos advindos elas, como seus extratos brutos, que t€ém mostrado
efeitos favordveis sobre culturas no campo (MATYSIAK; KACZMAREK; KRAWCZYK,
2011) e que, por serem ambientalmente benignos e seguros para a saide, sdo considerados

uma producdo agricola organica (KHAN et al, 2009).
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1.3. Macroalgas marinhas como fontes de biofertilizantes e bioestimulantes de plantas

As macroalgas sao organismos multicelulares fotossintéticos avasculares que contam
com uma grande diversidade de compostos de interesse comercial em sua constituicao, o que
faz delas uma excelente fonte de produtos naturais (VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004).
A 4agua representa cerca de 90% do peso timido desses organismos, sendo os 10% restantes
compostos de carboidratos, proteinas e compostos nitrogenados de baixo peso molecular,
minerais, vitaminas, compostos voldteis, pigmentos e lipidios, estes ultimos em pequenas
quantidades (ITO; HORI, 1989). Além de sua rica composicdo, essas macroalgas geralmente
crescem rapidamente e produzem altos rendimentos de biomassa, atributos que tornam sua
exploracdo comercial atrativa para diversos fins (STADNIK; PAULERT, 2008). Existem
milhares de espécies de macroalgas que sdo classificadas como vermelhas (Rhodophyta),
verdes (Chlorophyta) ou pardas (Ochrophyta). Os dois primeiros filos pertencem ao reino
Plantae e o dltimo ao reino Chromista (BONNANO; ORLANDO-BONACA, 2017). Esses
organismos vém sendo explorados hd bastante tempo como fonte de polissacarideos e outros
produtos bioativos naturais, como dcidos graxos, proteinas, vitaminas e elementos minerais,
compostos que possuem aplicacdes potenciais na medicina, indudstria, alimentacdo e
agricultura (PEREZ, 1997). As algas vermelhas, encontradas na costa do Nordeste brasileiro,
sdo matérias-primas importantes em industrias de doces e cervejeiras, como a Ambev, que
utiliza a carragenana, ficocoldide de macroalgas carragendfitas, no processo de clarificacdo de
suas cervejas. Além disso, a Associacdo das Maricultoras de Rio do Fogo (AMAR) e a
Associagdao de Produtores de Alga de Flecheiras e Guajiru (APAFG) vém produzindo
cosméticos, como shampoos e sabonetes liquidos, a partir da biomassa de Gracilaria birdiae.
Essas associacOes encontram-se no Rio Grande do Norte e no Ceard, respectivamente

(FABIO, 2013).

Ha centenas de anos, as macroalgas j4 eram utilizadas na agricultura em sua forma
bruta através de sua aplicacdo direta como adubos e como agentes condicionadores do solo
(HONG et al., 2007). Os beneficios dessa aplicac¢do se dao tanto por conta do fornecimento de
nutrientes essenciais providos da degradacdao da matéria orginica, quanto pela melhoria da
textura do solo e da capacidade de retencdo de dgua pelo mesmo (JANNIN e al., 2013). A
busca por métodos que facilitassem o transporte desse material por longas distancias resultou
no desenvolvimento de uma metodologia descrita hd cerca de 160 anos por Gardissal (1857),
que consiste na compressdo dessas macroalgas. Mais recentemente, surgiu uma nova

metodologia que se baseia na obtencdo de extratos aquosos de macroalgas marinhas. Esse
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tltimo método além de facilitar o transporte do produto também facilita a sua aplicacdo no
solo, no tratamento de sementes, na imersao de raizes e nas folhas via aspersdo. No contexto
de uma biorrefinaria, a extragdo aquosa dos componentes das macroalgas frescas gera um
extrato bruto que, ao ser submetido a um processo de salting out, resulta na precipitacdo de
pigmentos e na obtencdo de um liquido fertilizante, contendo macro e micronutrientes
(BAGHEL et al., 2015). Além da extracdo aquosa, outros métodos sdo descritos na literatura
para a obtengdo de extratos de macroalgas, como a extracdo alcalina (MILTON, 1952) e a

moagem a baixas temperaturas (HERVE; ROULLIER, 1977).

A composicao dos extratos de macroalgas marinhas € bastante complexa e, em fungdo
da espécie da macroalga, da época de coleta e do método de extragdo, os tipos de compostos e
suas quantidades podem ser alterados (CARVALHO; CASTRO, 2014). As macroalgas em si,
por possuirem diferentes estidgios de desenvolvimento em seu ciclo de vida, podem ter uma
variabilidade em sua composicdo quimica, o que pode refletir na consisténcia € no
desempenho do seu extrato (RAYORATH et al., 2008). Diferentemente dos fertilizantes
quimicos, extratos derivados de macroalgas sdo biodegraddveis, ndo-téxicos, ndo-poluentes e
ndo-nocivos para os seres humanos e animais (RATHORE et al., 2009) e, como sua
composicdo contém ndo apenas nutrientes, mas também fitormonios, eles sdao considerados
tanto fertilizantes naturais como bioestimulantes (KHAN et al., 2009). Esse potencial vem
sendo estudado em uma grande diversidade de macroalgas, principalmente nas pardas
(Ochrophyta), em especial na espécie Ascophyllum nodosum L., que se destaca em quantidade

de estudos e de produtos ja comercializados (CHATTERIJEE et al., 2017).

Deve-se atentar, entretanto, que alguns dos produtos que estdo no mercado nio sdo
extratos puros de macroalgas marinhas. O fertilizante BioGain Algamino®, por exemplo, é
um fertilizante organomineral a base de extrato de macroalgas marinhas, ou seja, ele ¢ uma
mistura de um componente organico com componentes minerais, ndo sendo considerado um
biofertilizante. Plenno® ¢é um fertilizante mineral que contém célcio associado com extrato de
macroalgas marinhas Ascophyllum nodosum e aminoacidos. H4 produtos também compostos
ndo apenas pelo extrato de uma tnica macroalga, mas por uma mistura deles, como € o caso
do fertilizante AlgaminoPlant®, que é composto pela mistura de extratos de algumas espécies
de macroalgas marinhas do gé€nero Sargassum, Laminaria, Ascophyllum e Fucus

(CARVALHO; CASTRO, 2006).
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Na literatura foram encontrados relatos de diversos efeitos dos extratos de macroalgas
marinhas em plantas (Figura 4), como aumento da porcentagem de germina¢do de sementes
(RAYORATH et al., 2008; KAVIPRIYA et al., 2011), aumento da velocidade de emergéncia
de plantulas (CARVALHO et al., 2013), aumento do nimero de folhas, massa fresca e massa
seca da parte aérea (PINTO et al., 2010; SILVA et al., 2012; CECATO; MOREIRA, 2013),
aumento do crescimento da raiz principal e nimero de raizes laterais (KAVIPRIYA et al.,
2011), aumento da produtividade (SUNARPI et al., 2010; FERNANDES; SILVA, 2011),
melhoria da qualidade de frutos e hortalicas (KOO; MAYO, 1994; PINTO et al., 2005;
LOLA-LUZ; HENNEQUART; GAFFNEY, 2013), resisténcia a estresses abioticos (ERVIN;
ZHANG; FIKE, 2004; ZHANG; ERVIN, 2004; SPANN; LITTLE, 2011; AZIZ;
MAHGOUB; SIAM, 2011) e resisténcia a estresses bidticos (MANILAL et al., 2009; ALI;
RAVIKUMAR; BEULA, 2013).

Figura 4. Efeitos do uso de extratos de macroalgas no crescimento de plantas.
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Fonte: Adaptado de Arioli, Mattner e Winberg (2015).

Os efeitos benéficos da aplicacdo dos extratos de macroalgas marinhas sdo resultados
de muitos componentes que podem funcionar sinergicamente em concentracdes diferentes,
porém seu modo de acdo ainda permanece desconhecido (PAULERT et al., 2010). Estudos
genOmicos aliados a ferramentas de bioinformatica, entretanto, ja revelaram centenas de genes

vegetais que respondem aos tratamentos com extratos de macroalgas marinhas (NAIR et al.,
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2012; JANNIN et al., 2013). No entanto, as respostas das plantas podem variar de acordo com
o método, as dosagens e a frequéncia de aplicacdo. Essas respostas também podem variar
dependendo da espécie e da cultivar da planta selecionada, estacio do ano e localizagdao
geografica do cultivo, dentre outros fatores (CARVALHO; CASTRO, 2014). Além das
macroalgas pardas, outras espécies que vém sendo cada vez mais exploradas sdo as

pertencentes ao filo Rhodophyta, as macroalgas vermelhas (CHATTERIJEE et al., 2017).

1.3.1. Macroalgas vermelhas

O filo Rhodophyta inclui 700 géneros e entre 4.000 a 6.000 espécies de macroalgas
vermelhas, majoritariamente bentOnicas. Essas macroalgas sdo encontradas em maior
abundancia em 4guas tropicais quentes, mas também podem ser observadas nas regides mais
frias do planeta, e quase todas sdo marinhas, sendo apenas 20 géneros de dgua doce. Elas
possuem pigmentos acessOrios azuis e vermelhos, sendo estes ultimos dominantes,
mascarando a cor da clorofila a. Existem cinco classes de macroalgas vermelhas:
Cyanidiophyceae, = Compsopogonophyceae, = Rhodellophyceae, = Bangiophyceae e
Florideophyceae, sendo essa dltima a que agrupa a grande maioria das Rhodophyta (RAVEN;
EVERT; EICHONNORN, 1996; FRANCESCHINI et al., 2010). O homem vem se utilizado
desse tipo de macroalga hd pelo menos 2.800 anos, principalmente por se tratarem de uma
fonte de ficocoldides que produzem géis termorreversiveis, como o dgar (presentes em
géneros como Gelidium e Gracilaria) e a carragenana (presentes nos géneros Solieria,
Hypnea e Kappaphycus, por exemplo), compostos com inimeras aplicacdes na industria
alimenticia, farmacéutica e biotecnoldgica (KINCH; BAGITA; BATE, 2003; ZIA; ZUBER;
ALI; 2017).

O potencial biofertilizante e bioestimulante dos extratos de Rhodophyta tem sido foco
de varios estudos laboratoriais. No mercado, a companhia mexicana Algas y Bioderivados
Marinos, S.A. de C.V. (Albamar) ja disponibiliza o produto AgroKelp® a base da macroalga
vermelha Macrocystis pyrifera, biofertilizante indicado para o cultivo de hortalicas (KHAN et
al., 2009). H4 ainda produtos como Acid Buf®, a base da macroalga vermelha calcéria
Lithothamnium calcareum, ¢ Emerald-RMA® feito a base de macroalgas vermelhas, com
espécies ndo especificadas pelo produtor (CARVALHO; CASTRO, 2006). Selvam e
Sivakumar (2014) mostraram os efeitos do extrato de Hypnea musciformis no melhoramento

dos parametros de crescimento, constituicdes bioquimicas e de pigmentos em plantas de
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amendoim. Extratos da mesma espécie também promoveram o aumento da germinacdo de
sementes, de parametros de crescimento e rendimento, quantidade de pigmentos, nimero de
ramos, de nddulos radiculares e de constituintes bioquimicos em feijao-preto (SELVAM;
SIVAKUMAR, 2016) e o aumento da germinacdo de sementes, comprimento da parte aérea,
nimero de folhas, flores e frutos em berinjela (REVATHI; ALEXANDER, 2011). A
aplicacdo de extrato de Hypnea valentine em cultura de feno-grego apresentou influéncia

sobre esses mesmos parametros (MANTRI; CHAUGULE, 2008).

Extratos de Solieria robusta, além de serem apontados como fertilizante por
influenciarem no crescimento da parte aérea e da raiz e no nimero de flores em plantas de
soja (SULTANA et al., 2011) e no crescimento de plantas de pimentdo (SULTANA; ARA;
EHTESHAMUL-HAQUE, 2008), também mostraram seu potencial na aplicacdo de outra
vertente importante na agricultura: o controle de pragas. Sultana et al. (2011) comprovaram o
efeito supressor sobre os fungos Fusarium solani (principal fungo envolvido na podridao de
raizes), Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani e sobre o nematdide do nd da raiz

(Meloidogyne javanica).

Ha ainda relatos de atividades fertilizantes e estimulantes de macroalgas vermelhas do
género Kappaphycus, principalmente da espécie K. alvarezzi, em culturas de arroz (DENI,
MANI, 2015; SINGH et al., 2015; SHARMA et al., 2017), batata, feijao (ZODAPE et al.,
2010; PRAMANICK et al., 2014; RAVERKAR et al., 2016; PRAMANICK et al., 2017),
quiabo (ZODAPE et al., 2008), trigo (SHAH et al., 2013) e milho (SINGH et al., 2016).
Extratos de macroalgas do género Gracilaria (como a G. corticata € a G. edulis) também tém
sido alvos de estudos sobre seu potencial fertilizante, mostrando efeitos positivos em culturas
de arroz (SINGH et al., 2015; SHARMA et al., 2017), batata, feijao (CHITRA; SREEJA,
2013; PRAMANICK et al., 2014; PRAMANICK et al., 2017), quiabo, tomate (ARUN et al.,
2014) e trigo (SHAH et al., 2013; SINGH et al., 2016).

1.3.1.1. Gracilaria birdiae

A macroalga marinha vermelha Gracilaria birdiae ¢ uma espécie agaréfita que se
distribui naturalmente ao longo da costa do Ceard at€ o Espirito Santo (PLASTINO;
OLIVEIRA, 2002) e que ja vem sendo cultivada por meio da técnica de maricultura,

denominada long-line (Figura 5) nos estados do Ceard e Rio Grande do Norte. Esse modelo é
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constituido por uma corda principal onde sdo penduradas ou nio cordas secunddrias e, para a
sua instalacdo em mar, as extremidades sdo fixadas através de blocos de concreto (poitas) para
evitar ou minimizar danos durante o cultivo (CARVALHO FILHO, 2004). Trata-se de uma
das agardfitas mais exploradas economicamente no Brasil, principalmente na regiao Nordeste,

para a extracdo de seu ficocoloide, o dgar (PLASTINO; URSI; FUJII, 2004).

De acordo com Oliveira (1997), as condicdes ideais de crescimento da maioria das
espécies de macroalgas brasileiras estdo numa faixa de temperatura entre 22 e 28 °C e de
salinidade entre 28 e 36 %o, embora algumas espécies tolerem variagdes mais amplas. Além
disso, as algas do gé€nero Gracilaria necessitam de iluminagdo solar abundante para o seu
desenvolvimento. Assim sendo, o Nordeste brasileiro mostra-se um produtor em potencial
dessa biomassa, visto que além de condi¢cdes ambientais favordveis e espaco disponivel para o
cultivo, nele verifica-se ainda uma grande disponibilidade de mao-de-obra barata
(CARVALHO FILHO, 2004). Um exemplo desse potencial é apresentado por Alves (2016),
que com a realizagdo de cultivos de G. birdiae em sistemas long-line na praia de Flecheiras,
municipio de Trairi—CE, obteve uma taxa de crescimento didrio de 5% ao dia para essa

macroalga com um ciclo de cultivo de 45 dias.

Figura 5. Cultivo de macroalgas marinhas em sistema de maricultura por meio da técnica de long-line. Desenho
esquematico de uma estrutura de cultivo long-line (A) e Maricultura de macroalga a 200 m da costa na praia de
Flecheiras, municipio de Trairi/CE (latitude -3.2159133 e longitude -39.2629757), a uma profundidade média de
5 m(B).
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Em sua composicdo bioquimica (Tabela 2) pode-se observar um elevado contetido de
compostos inorganicos (elementos traco, macro e micronutrientes), fibras, carboidratos e
proteinas, em contraste com um baixo teor de lipideos (GOMES et al., 2015). Além disso,
Yokoya et al. (2010) quantificaram trés classes de fitormonios em G. birdiae: citocininas
(229,623 pmol.g'l), auxinas (924,7 pmol.g) e dcido abscisico (44,44 pmol.g’l), sendo essas

quantidades relativas ao peso seco da macroalga.

Tabela 2. Composi¢ao centesimal da macroalga marinha vermelha Gracilaria birdiae Gmida.

Umidade 88,83 £0,54
Cinzas 4,568 + 0,429
Proteinas 1,119 +£ 0,030
Lipideos 0,135 £ 0,004
Fibras 3,513 £ 0,089
Carboidratos 1,837 £ 0,577

Fonte: Gomes et al. (2015).

Quanto as propriedades bioldgicas das biomoléculas de G. birdiae, foram descritas
atividades: antioxidante (SILVA, 2009; SOUZA et al., 2012; GUARATINI et al., 2012),
anticoagulante, inibitéria de células de adenocarcinoma de colo de ttero e de carcinoma de
pancreas humano (OLIVEIRA, 2014) e protetora contra danos gastrointestinais (SILVA et al.,
2012; BRITO et al., 2014). Ela também € apontada como uma boa fonte proteica para frangos
de corte, por melhorarem a carcagca e o desempenho zootécnico dos mesmos
(VASCONCELOS; ARRUDA, 2014) e seu extrato aquoso mostrou atividade contra os
fungos Candida albicans e Candida parapsilosis (SILVA, 2009). Nao hd, até o momento,
nenhum registro do uso de seu extrato aquoso como biofertilizante ou bioestimulante em

culturas agricolas, apesar de sua boa composicao nutricional e hormonal j4 caracterizada.

Visto a abundancia dessa espécie no litoral brasileiro, seu potencial de cultivo no mar
do Nordeste brasileiro, sua caracterizacdo bioquimica e os estudos dos efeitos de extratos de
outras espécies desse género, como a G. corticata (CHITRA; SREEJA, 2013) e a G. edulis
(SHAH et al., 2013; ARUN et al., 2014; SINGH et al., 2015; SINGH et al., 2016; SHARMA
et al., 2017) como fertilizantes e estimulantes de plantas, a G. birdiae (Figura 6) foi

considerada um bom material para estudo e uma promissora biomassa para a producdo de um
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fertilizante de origem nacional e eco-friendly. Um produto com tal caracteristica tem a

N

vantagem de ndo oferecer riscos a saide humana ao ser aplicado em espécies agricolas
comestiveis, incluindo hortalicas que sdo consumidas cruas, como € o caso da alface, principal

hortalica folhosa comercializada e consumida pela populagao brasileira (UDSEN, 2016).

Figura 6. Macroalga marinha vermelha Gracilaria birdiae coletada na praia de Flecheiras, municipio de Trairf,

Ceara.

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria
Espécie: Gracilaria birdiae

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4. Consumo e cultivo de alface no Brasil

A alface (Lactuca sativa) é uma planta pertencente a familia Asteraceae cultivada e
consumida em todo o territorio brasileiro, além de ser comumente cultivada em hortas
domésticas (COSTA; SALA, 2005). Sua classificagdo se dd com base em sua morfologia e,
no Brasil, sdo cultivados cinco diferentes tipos de alface: lisa, americana, crespa, crespa roxa
e romana (HENZ; SUINAGA, 2009). Na Figura 7 s@o apresentadas algumas caracteristicas de

cada um desses tipos de alface.

A alface lisa era o grande foco da alfacicultura do Brasil até o final dos anos 90,
quando foi adotada a alface crespa tanto pelo mercado do alfacicultor como pelo consumidor
e essa vem liderando o mercado nacional nos ultimos dez anos. Além disso, devido a
demanda de mercado pela alface do tipo americana gracas ao aumento do nimero de redes

fast foods, somada a demanda e preferéncia do consumidor da classe média alta que ja
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conhecia esse produto através de viagens ao exterior, o consumo dessa alface passou de 9%
em 1995, para mais de 34% em 2010 e ocupa atualmente o segundo lugar entre os tipos mais
consumidos dessa hortalica no pafs. Observa-se ainda uma tendéncia positiva para o segmento
de alfaces crocantes, pois essas t€ém demonstrado ser uma grande revolucdo para o setor por
esse visar dar sustentabilidade ao cultivo de alface no periodo de verdo, uma vez que as

plantas desse segmento apresentam uma maior resisténcia ao calor se comparadas as demais

(SALA; COSTA, 2012).

Figura 7. Ranking dos tipos de alface mais consumidos no Brasil com algumas das suas caracteristicas

morfoldgicas, sensoriais € nutricionais.

Alface crespa 1°

Folhas soltas verde-amareladas, rica em fibras,
ajudando na boa digestao.

0 e
29 Alface americana
Cabeca compacta, pobre em nutrientes, crocéncia
caracteristica e maior resisténcia ao calor.

40 Alface romana

Folhas soltas alongadas e crespas com coloragao verde-
escura. Sao rigidas e possuem nervuras claras.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A alface além de ser cultivada em solo também € uma das espécies mais cultivadas em
sistemas hidropdonicos. Esses sistemas protegidos além de possibilitarem o cultivo da espécie
em todas as épocas do ano (OTTO ef al., 2001) também possibilitam ciclos de produ¢ao mais
curtos (45-60 dias) e geram produtos de facil aceitacdo no mercado (LOPES et al., 2003).
Apesar de agradar ao consumidor, Luz et al. (2006) apontam que muitos agricultores
tradicionais sentem inseguranca em mudar do sistema de producdo convencional para o
hidropdnico. Esses sistemas consistem basicamente na substituicdo do solo por uma solugao
aquosa que contém todos os nutrientes indispensdveis aos vegetais (FURLANI et al., 1999),

instalados preferencialmente em ambientes sob protecao contra insetos, como estufas.

Cada vez mais se vem aumentando a preferéncia do consumidor por produtos

agricolas desenvolvidos em culturas orgéanicas, ou seja, sem a influéncia de produtos quimicos
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que possam prejudicar a satide humana e o meio ambiente. Para aumentar o desempenho de
plantas nesse tipo de cultivo s6 podem ser utilizados, portanto, biofertilizantes ou
bioestimulantes, e ndo a versao sintética desses produtos. Considerando-se, entdo, a relevancia
da busca por novos insumos para agricultura organica, assim como a importancia econdmica
da alface no Brasil e também suas particularidades quanto ao impedimento do uso de
determinados fertilizantes orginicos em seu cultivo, essa espécie mostra-se bastante
interessante para a realizacdo de testes de insumos biofertilizantes ou bioestimulantes, como

extratos de macroalgas marinhas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou a obtengdo de um extrato aquoso a partir da macroalga
marinha vermelha Gracilaria birdiae com potencial bioestimulante e/ou biofertilizante no

cultivo de alface.

2.2. Objetivos Especificos
e Obter o extrato aquoso da macroalga marinha Gracilaria birdiae.
e (aracterizar bioquimicamente o extrato aquoso obtido.
e Determinar os efeitos da aplicagdo do extrato obtido na germinacdo de sementes de
alface americana e alface crespa em condi¢cdes Otimas e condi¢des de estresse por

temperatura.

e Determinar os efeitos da suplementacdao do meio nutritivo com o extrato de G. birdiae

sobre o desenvolvimento de mudas de alface americana in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Macroalga marinha

Exemplares da macroalga Gracilaria birdiae foram obtidos de uma maricultura,
mantida pela Associacdo de Produtores de Alga de Flecheiras e Guajiru (APAFG), em
estruturas long-line localizadas na regido costeira da praia de Flecheiras, municipio de
Trairi/CE (latitude -3.2159133 e longitude -39.2629757), distante 200 m da costa a uma
profundidade média de 5 m (Figura 8). As macroalgas foram transportadas em sacos plasticos
ao Laboratério de Aplicacdo Biotecnoldgica de Algas e Plantas (BioAP), onde foram

estocadas em frezzer a -18 °C até seu uso.

Figura 8. Localizacdo do banco natural de algas na praia de Flecheiras, municipio de Trairi/CE (latitude -

3.2159133 e longitude -39.2629757).

Polsa d__,ViFa-S

Fonte: Google Maps.

3.2. Obtencao do extrato aquoso de Gracilaria birdiae (EB-Gb)

As macroalgas foram descongeladas a temperatura ambiente e lavadas com &4gua
corrente e dgua destilada para a remocdo de areia, epifitas e/ou organismos incrustantes. O
material devidamente limpo e pesado foi processado em um liquidificador industrial de SL
juntamente com dgua destilada na proporcao 1:1 (m/v). O processado foi filtrado em tecido de
nylon de malha fina para a retirada de residuos maiores e centrifugado por 10 minutos a 2500
xg a temperatura ambiente (KUDA; IKEMORI, 2009). O residuo foi descartado e o volume
do sobrenadante (extrato bruto) foi aferido e denominado EB-Gb. Parte desse volume foi
utilizada para sua caracterizacdo bioquimica e o restante foi liofilizado para sua melhor

conservacgdo e posterior utilizagao.
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3.3. Caracterizacao bioquimica do EB-Gb
3.3.1. Proteinas soliveis

Para essa andlise utilizou-se o método de Bradford (1976). A curva padrdo do reagente
de Bradford, composto por Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,01% (m/v), etanol 95% a 5%
(v/v) e acido fosférico 85% a 10% (v/v) foi determinada utilizando albumina sérica bovina

(BSA) como proteina padrao.

3.3.2. Carboidratos

A dosagem de carboidratos totais foi feita pelo método de Dubois et al. (1956)
aprimorado por Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei (2013), sem a necessidade da utilizagdo de

fenol. A curva padrio foi determinada utilizando galactose como padrao.

3.3.3. Umidade

Baseando-se nos métodos de anélise descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (1985), foi
utilizado o método de gravimetria para a determina¢do da umidade do extrato. Em trés
cadinhos secos em estufa até peso constante, foram adicionados 10 mL de extrato e pesados
novamente. Os cadinhos foram deixados em banho-maria a 80 °C por 4 horas para que o
excesso de agua fosse eliminado. Em seguida, eles foram levados a estufa a 105 °C por 1
hora, deixados 30 minutos esfriando em um dessecador e, por fim, pesados. Esse processo foi
repetido até a obtencdo de pesos constantes. O célculo da porcentagem de umidade foi feito

utilizando a Equagdo 01:

Umidade {%s) = I _[Pfﬂﬂ'ﬂi-id"ﬂ.:.'lﬁ::'.'f‘r Ieea - Pm:l'lsi.-'i:lj x 100 (01}

P-:'u:'l’ﬂ'l g Fermasirg imida — P-:’:Tﬂ'l 1t

3.3.4. Lipidios

Foi utilizado o método de delipidacdo com solvente organico descrito pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985). Nos trés cadinhos contendo o extrato seco obtido na etapa anterior,
adicionou-se éter de petréleo, o qual foi removido e renovado a cada 1 hora. Passando-se 3

horas, o excesso de éter foi retirado da amostra e deixou-se que o restante evaporasse
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completamente. Todos esses procedimentos foram realizados em capela de exaustdo.
Terminada a delipidag¢do, os cadinhos com as amostras foram levados a estufa a 105 °C,
esfriados em um dessecador e pesados, repetindo-se o processo até peso constante. O cdlculo
da massa lipidica se deu pela subtracdo da massa seca inicial da massa seca delipidada

(descontando-se sempre a massa dos cadinhos).

3.3.5. Residuos minerais

Utilizou-se o método de incinerac¢ao descrito por Goldin (1987). Os cadinhos contendo
o extrato seco delipidado foram colocados em uma mufla a 550 °C por 3 horas para a
obtencdo das cinzas. Passado esse tempo, o equipamento foi desligado e as amostras
permaneceram overnight em seu interior, até que o mesmo atingisse a temperatura ambiente.

A quantidade de residuos minerais foi calculada utilizando a Equagao 02:

Chvizas (%) = Pradmia+cinza: - Peadinio x 100 (02)

Pmdisi T -Hamasire miclal — Pmdl.'i.-'i-:l

Uma amostra do extrato liofilizado foi enviada ao Laboratério de Estudos em Quimica
Aplicada (LEQA) para que fosse realizada a andlise dessa por espectrometria de emissao
Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-PES) visando a quantificagdo dos seguintes

elementos minerais: N, K, P, S, Mg, Mn, Ca, Na, Fe, Cu, Zn, B, Mo, Ni, Si, Co e Se.

3.4. Teste qualitativo da presenca de auxina e citocinina

Esse teste se baseou no ensaio realizado por Skoog e Miller (1957). Com o auxilio de
um cortador de cortiga, foram obtidos explantes foliares circulares de plantas in vitro de
Nicotiana tabacum (fumo). Os discos foram inoculados em meios de cultura Murashige e
Skoog (MS), cuja composi¢ao € descrita na Tabela 3, contendo 3% de sacarose, 0,7% de agar

e as seguintes suplementacoes:

e Controle Negativo (CN): MS sem regulador de crescimento.
e Controle Positivo Para Citocinina (CPC): MS com 1 uM BAP (6-benzilaminopurina).
e Controle Positivo Para Auxina (CPA): MS com 4 uM ANA (4cido naftalenoacético).
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e Controle Positivo Para Auxina e Citocinina (CPCA): MS com 4 uM ANA e 1 uM
BAP*,
e EB-Gb 1,0: MS com 1,0 gL' de EB-Gb.

*0 balango hormonal utilizado baseou-se no balanco descrito por Yokoya et al. (2010) para a alga marinha em

questdo.

Tabela 3. Composicido do meio nutritivo Murashige e Skoog (MS) utilizado em cultivo de plantas in vitro.

CaCl, 2 H,O 440
KH,PO, 170
KNO; 1900
MgSO, 7 H,0 370
NH4NO; 1650
CoCl, . 6 H,O 0,025
CuSO, .5 H,0 0,025
H;BO; 6,2
KI 0,83
MnSO, . 4 H,O 22,3
Na,MoO; . 2 H,0 0,25
ZnSO4 . 7 H,O 8,6
FeSO, . 7H,0 27,8
Na, EDTA . 2 H,0 37,2
| VimbetmEIODEED  SEEESShEm)
Inositol 100
Tiamina HI 0,1
Acido Nicotfnico 0,5
Piridoxina HCI 0,5
Glicina 2

Fonte: Murashige e Skoog (1962).

A inoculacdo dos explantes foi feita com a face adaxial voltada para o meio de cultura.
Para cada tratamento utilizaram-se quatro frascos do tipo baby-food com meio de cultura,

cada um contendo quatro discos foliares. Os frascos permaneceram em sala de cultura de
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tecidos com condi¢des controladas de temperatura (25 °C £ 2), luminosidade (35 pEm-?s-1) e

fotoperiodo (16:8 horas de luz/escuro) por quatro semanas.

3.5. Obtencao e desinfestacio superficial das sementes de alface

Sementes de alface das variedades Rafaela (americana) e Grand rapidis TBR (crespa)
da marca Feltrin foram obtidas comercialmente. Elas foram desinfestadas utilizando-se o
protocolo descrito por Hunter e Burritt (2002). As sementes foram submersas em etanol 70%
durante 30 segundos e em solug¢do de hipoclorito de sédio com 1% de cloro ativo, onde
permaneceram sob agitac@o orbital por 15 minutos. Apds a esterilizagdo, as sementes foram
lavadas trés vezes com dgua destilada estéril e colocadas em placa de Petri com papel de filtro

estéril para retirar o excesso de dgua.

3.6. Efeito do EB-Gb na germinacio de sementes de alface
I) Teste preliminar

Baseando-se no protocolo utilizado por Baratto et al. (2008), sementes de alface
crespa foram dispostas em Placas de Petri estéreis contendo um disco de papel de filtro e, em
seguida, o papel foi embebido com 1,5 mL de dgua destilada estéril (controle) ou de EB-Gb
nas concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0 g.L'l, concentragdes obtidas a partir da solubilizacdo do
extrato liofilizado. A esterilizagdo do extrato foi feita utilizando dois filtros de seringa
diferentes: na primeira filtracdo utilizou-se um filtro de poro de 0,45 um e na segunda um
filtro de poro 0,25 um. Utilizaram-se quatro placas com 25 sementes/placa para cada
tratamento, as quais permaneceram durante sete dias em camara de germinacdo do tipo
B.O.D. a 20 °C + 2, temperatura 6tima descrita pelo produtor das sementes, com fotoperiodo

de 16:8 horas luz/escuro.

11) Otimizagdo do teste

Seguindo o mesmo protocolo do teste anterior, sementes de alface americana e crespa
foram dispostas em placas de Petri estéreis contendo um disco de papel de filtro e, em
seguida, o papel foi embebido com 1,5 mL de dgua destilada estéril (controle) ou de EB-Gb

nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3 ou 0,4 g.L'1 esterilizado com filtros de seringa. Esse teste
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foi conduzido durante sete dias em ambientes com duas condic¢des distintas de temperatura,
ambas com fotoperiodo de 16:8 horas luz/escuro, sendo utilizadas cinco placas com 20

sementes por tratamento em cada um deles:

1) Condigdo 6tima — Camara de germinacdo do tipo B.O.D. (20 °C £ 2).
2) Condicao de estresse™ — Sala de Cultura de Tecidos (28 °C % 2).

*A temperatura de estresse para a espécie em questdo.

Para ambos os testes, as andlises foram realizadas diariamente para se observar as
etapas de germinacdo da semente de alface (Figura 9), na qual o inicio da germinac¢do foi

considerado como sendo o momento da exposi¢cdo da radicula (Figura 9-B).

Figura 9. Etapas da germinagéo de semente de alface americana cv. Rafaela.

A B &

Radicula

N

3.5 mm 3.5mm 3.5 mm

Cotiledone

Legenda: A - Semente recém-inoculada; B - Exposi¢do da radicula; C - Separacdo dos cotilédones.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap6s sete dias de experimento, foram calculados os parametros de germinabilidade
(%G), tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade média de germinacdo (VMG) e indice
de sincronizacdo da germinacdo (ISG), utilizando-se as equagdes citadas por Labouriau e

Valadares (1976) e apontadas nos itens 3.6.1 a 3.6.4.

3.6.1. Germinabilidade

Esse valor indica a porcentagem de sementes germinadas no ensaio. Ele é calculado

utilizando a Equagdo 03:
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= Ng x 100 (03)
N

onde N é o nimero de sementes utilizadas no ensaio e Ng € o nimero de sementes

germinadas.

3.6.2. Tempo Médio de Germinagdo
Refere-se ao tempo que as sementes demoram desde a semeadura até o inicio de sua

germinagdo. Ele € calculado através da Equacao 04:

TMG = (Yni.ti) (04)
¥

onde ni é o numero de sementes germinadas por dia e ti é tempo de incubagdo.

3.6.3. Velocidade Média de Germinagdo

Essa velocidade é determinada pelo inverso do tempo médio de germina¢do, como

mostrado na Equacao 05:

FMG= 1 (03)

TMG

3.6.4. Indice de Sincronizacdo da Germinagdo

Esse indice indica de forma inversamente proporcional o grau de sincronia da
germinacdo, ou seja, quanto maior seu valor menor a sincronia. Ele é determinado pela

Equacdo 06:

ISG =-¥1fi log:ft (06)

onde fi € a frequéncia relativa da germinac¢do,calculada através da Equacdo 07:
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fi= ni (07)

onde ni € o nimero de sementes germinadas por dia ¢ N € o nimero total de sementes

germinadas.

3.7. Obtencao de mudas in vitro de alface americana

Oitenta plantulas obtidas a partir da germinacdo de sementes em condi¢cdes Otimas
(B.O.D. a 20 °C) com 4gua, utilizando-se o protocolo descrito no item 3.6, foram transferidas
para tubos de ensaio contendo pontes de papel de filtro com uma perfuracdo central, como
ilustrado na Figura 10, e 15 mL de meio de cultura liquido Murashige e Skoog (MS) com 3%
de sacarose. Elas permaneceram nesse meio por duas semanas em sala de cultura de tecidos
com condi¢des controladas de temperatura (25 °C £ 2), luminosidade (35 pEm-%s-1) e
fotoperiodo (16:8 horas de luz/escuro). Nesse tempo, ocorreu o enraizamento das plantulas e o

surgimento das primeiras folhas verdadeiras.

Figura 10. Ilustracdo do sistema de cultivo de plantas de alface em meio liquido in vitro.

Vedagiio de plastico =—————=
N
Tubo de
21sa10
Perfinagao
s
o [S-Y I Plantula
[
Ponte de papel | g £
W -
]
S
Meio de cultura
Ponte de papel N
montada
Ponte de papel \._J/
aberta

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.8. Efeito de EB-Gb no desenvolvimento de mudas de alface americana

Das mudas obtidas na etapa anterior (Figura 11) foram selecionadas 60 que possuiam
um perfil mais similar quanto ao nimero de folhas, tamanho da parte aérea e desenvolvimento
radicular. Essas plantas foram transferidas para novos meios, no mesmo sistema de cultivo

ilustrado na Figura 10, com quatro tratamentos diferentes:

e Controle: Meio MS sem adicao de EB-Gb

e EB-Gb 0,5: Meio MS com 0,5 g.L"' de EB-Gb

e EB-Gb 0,75: Meio MS com 0,75 g.L"' de EB-Gb
e EB-Gb 1,0: Meio MS com 1,0 g.L”" de EB-Gb

Foram utilizadas 15 plantas para cada tratamento, as quais foram deixadas por quatro
semanas em sala de cultura de tecidos nas condi¢des descritas anteriormente e o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Foram realizadas avaliagGes semanais
quanto ao comprimento da parte aérea e, ao final do experimento, além desse parametro
foram determinados: nimero de folhas, comprimento da maior folha, comprimento da raiz
principal, nimero de raizes laterais e massa fresca da parte aérea e das raizes e porcentagem

de biomassa seca (%BS) da parte aérea e das raizes utilizando a Equagao 8:

2385 = massa liofilizada x 100 (08)

massa fresca

Figura 11. Desenvolvimento de mudas de alface americana em meio liquido in vitro.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.9. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa BioEstat®. Os
dados dos experimentos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao bioquimica e rendimento do EB-Gb

O método utilizado para a extracdo dos componentes da macroalga imida possibilitou
a obtencdo de 0,135g de proteinas, 1,331 g de residuos minerais, 0,128 g de lipideos e 9,477 g
de carboidratos a partir de 1,285 kg de biomassa fresca. O volume de extrato restante apds os
ensaios de caracterizacdo bioquimica foi liofilizado e recuperaram-se cerca de 41,22% da
massa seca total obtida na extragdo. Em relacdo a composi¢do centesimal da Gracilaria
birdiae descrita por Gomes et al. (2015), foi observado um baixo rendimento da extracdo,
uma vez que os teores de proteinas, residuos minerais, lipidios e carboidratos corresponderam

a 0,939; 2,267; 7,382 e 40,111%, respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Composicdo bioquimica e rendimento do extrato EB-Gb da macroalga marinha G. birdiae.
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No presente trabalho, utilizou-se uma propor¢do 1:1 (m/v) de macroalga fresca e dgua
destilada na etapa de processamento, o que gerou um processado muito denso que ndo
permitia uma agitagdo eficiente em agitador magnético. Assim sendo, o aumento do volume
de solvente e a adicdo de uma etapa de agitacdo e/ou aquecimento poderiam ter contribuido
para um maior rendimento da extracdo. O aumento de solvente tornaria o processo de

liofiliza¢do mais longo, entretanto considerando o fato de que, segundo Crouch e Van Staden
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(1993), extratos de macroalgas marinhas sdo bioativos a concentracdes baixas (diluidos a
1:1000 ou mais), esse processo poderia ser substituido por um outro método de conservacao.
Kumar e Sahoo (2011) utilizaram a proporcdo 1:1 (m/v) de macroalga fresca Sargassum
wightii e agua destilada para a obtencdo do extrato bruto dessa macroalga, entretanto
realizaram uma etapa de cozimento da alga durante uma hora em banho-maria, etapa de
extracdo ndo utilizada neste trabalho. Kuda e Ikemori (2009) obtiveram extratos de diferentes
macroalgas marinhas, contendo polissacarideos e minerais, a partir de uma extracao com agua
destilada na propor¢do 1:4 (m/v), mesma propor¢ao utilizada por Rivero et al. (2003). Eles
realizaram ainda uma etapa de agitacdo a 120 rpm por 30 minutos, o que provavelmente
contribuiu para um melhor rendimento das extragdes. Os valores dos rendimentos obtidos

nesses trabalhos ndo sdo apresentados pelos autores.

Dos compostos quantificados no extrato, os que se mostraram presentes em maiores
quantidades foram carboidratos e residuos minerais, respectivamente. Chatterjee et al. (2017)
apontam que os carboidratos presentes nos extratos de macroalgas marinhas utilizados na
agricultura s3o importantes por apresentarem boas propriedades de retencdo de umidade, além
de melhorarem a aeracdo e a estrutura do solo, especialmente os argilosos, por
proporcionarem a ele uma maior agregacdo, que afeta diretamente sua temperatura, aeragao e
taxas de infiltracdo, melhorando o ambiente fisico da cultura, ou seja, a fertilidade desse solo
(FALCHINI; SPARVOLI; TOMASELLI, 1996). O alginato, carboidrato presente nas
macroalgas pardas, e diversos polissacarideos sulfatados, como a carragenana presente em
algumas macroalgas vermelhas, caracterizaram-se por estimularem o crescimento radicular
tanto direta quanto indiretamente em associacio com microrganismos (GONZALEZ et al.,
2013), desencadearem mecanismos de defesa da planta (SUBRAMANIAN et al., 2011) e
induzirem genes envolvidos na defesa relacionada a patogénese (VERA et al., 2011). Até o
momento, entretanto, ndo hd relatos sobre esses efeitos de polissacarideos de macroalgas
agardfitas.

Quanto aos residuos minerais, esses sdo os componentes de maior interesse quando se
trata de fertilizantes. O resultado da quantificacdo dos minerais no EB-Gb € apresentado na
Tabela 4. A técnica utilizada ndo permite uma quantificacdo precisa de N e S, portanto esses
valores ndo foram apresentados. Além disso, ocorreram problemas com a detec¢do de Na, K e
P, ndo se tendo obtido resultados satisfatdrios em sua quantificagdo e sendo necessdria a
repeti¢do dessa andlise. Os elementos presentes em maior concentragdao foram o Ca (3441,49

mgkg’) e o Mg (3291,75 mgkg"), elementos envolvidos na sintese de parede celular,
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respiracdo, fotossintese e sintese de acidos nucleicos nas plantas. Ressalta-se também que o
Mg faz parte da estrutura da molécula de clorofila (MARSCHNER, 1995). Também fo1
possivel quantificar B, Cu, Fe, Mn e Zn no EB-Gb, elementos envolvidos no alongamento da
célula, sintese de dcidos nucleicos, respostas a hormonios, integridade estrutural da parede
celular, respiracdo, fotossintese e composicao de biomoléculas (MARSCHNER, 1995). Além
disso, sdo nutrientes-chave como co-fatores hormonais em todas as fases de desenvolvimento
da planta, ou seja, germinagdo, estabelecimento, crescimento, florescimento, reprodugao,
maturacdo e senescéncia (STOLLER, J.; LECLERE, S.; LIPTAY, 2005). Os elementos Co,
Se, Mo e Ni apresentaram-se abaixo do limite de deteccdo do equipamento. Os resultados
obtidos corroboram os de Khan ef al. (2009), que relatam que extratos de macroalgas
marinhas comumente possuem em sua composicdo macronutrientes, como K, P e Ca, e

micronutrientes, como Fe, Cu, Zn, B, Mn, Co e Mo.

Tabela 4. Concentracio de minerais (mg.kg") no extrato liofilizado de G. birdiae (EB-Gb).

Elemento Linha de Emissao Concentracao (mg.kg'l)
B 249,677 176,59 +20,76
Ca 317,933 3441,49 + 209,22
Co 228,616 <0,001
Cu 324,752 26,68 = 1,32
Fe 259,939 99,07 £ 3,65
Mg 279,77 3291,75 £322,23
Mn 259,372 84,25 + 7,69
Mo 281,616 <0,012
Ni 231,604 <0,013
Se 196,026 <0,036
Zn 202,548 698,38 + 63,27

4.2. Teste qualitativo da presenca de auxinas e citocininas no EB-Gb

Os resultados referentes ao desenvolvimento de explantes foliares de fumo visando
avaliar a presenca de auxinas e citocininas no EB-Gb estdo mostrados na Figura 13. Os

segmentos foliares submetidos ao tratamento CN ndo sofreram alteracdes, exceto quanto a
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perda de coloragdo (clorose) e a ocorréncia de leves oxidacdes (Figura 13-B). Um resultado
esperado, visto que os explantes utilizados ndo se tratavam de tecidos meristemaéticos, sendo
necessdria uma indug¢do de competéncia celular através do uso de reguladores de crescimento.
Os explantes que estavam em meio CPC desenvolveram brotos via organogénese direta
(Figura 13-C), ou seja, sem passar antes por um estidgio de calo (massa de células
desenvolvidas desordenadamente), resultado coerente com a presenca de citocinina. Os que se
encontravam em meio CPA apresentaram expansdo tecidual e desenvolveram raizes via
organogénese direta (Figura 13-D). Os segmentos foliares em meio CPCA desenvolveram
brotos e raizes por organogénese indireta (Figura 13-E), ou seja, ocorreu formagao de calos e,

a partir deles, desenvolveram-se essas estruturas.

Figura 13. Desenvolvimento de explantes foliares de Nicotiana tabacum em meio MS contendo fitormOnios e

extrato de G.birdiae (EB-Gb) ap6s quatro semanas.

B

Legenda: Explantes foliares recém-inoculados (A); Meio MS, (B); Meio MS + 4uM ANA (C); Meio MS +
1uM BAP (D); Meio MS + 4uM ANA + 1uM BAP (E) e meio MS + 1 g.L'l de EB-Gb (F).
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Quando em meio EB-Gb, os explantes apresentaram expansdo tecidual e
desenvolveram raizes via organogénese direta (Figura 13-F), resultado similar ao controle
CPA. Com a andlise dos explantes desenvolvidos nos meios de cultura utilizados como
controles negativo e positivo foi possivel observar resultados que se assemelham aos obtidos
por Skoog e Miller (1957), estudo no qual esse experimento se baseou. Além disso, o
resultado sugeriu a presenca de auxina no EB-Gb corroborando os resultados de Yokoya et al.
(2010), que demonstraram em seu estudo que as auxinas s3o os hormonios presentes em
maior quantidade na macroalga vermelha G. birdiae, o que justificaria ainda o fato da
extracdo ter possibilitado a obten¢do desse hormonio e ndo dos demais. Ressalta-se ainda o
fato das macroalgas ndo apresentarem diferenciacdo tecidual, o que sugere uma composi¢ao
bioquimica similar em todas as suas células. Gragas a isso, 0 método de extracdo através do
processamento desses organismos pode ser suficiente para a obtencdo desses fitormonios e
também de outros compostos. Entretanto, considerando-se a composi¢do complexa do EB-Gb
seria necessdrio um estudo quantitativo para confirmar que os resultados desse ensaio foram

de fato devido a presenca do fitormdnio.

4.3. Efeito do EB-Gb na germinacao de sementes de alface

No teste preliminar, a germinag¢do acumulada de sementes de alface na presenca do
EB-Gb estd mostrada na Figura 14. Os tratamentos controle, EB-Gb 0,5 e EB-Gb 0,75
apresentaram uma porcentagem de germinacao similar ao final dos sete dias de experimento
(70, 72 e 69%, respectivamente), enquanto o tratamento com EB-Gb 1,0 apresentou apenas
55%. O perfil da curva de germinagdo das sementes em dgua mostrou a falta de uniformidade
desse processo, observada pela distribui¢do heterogénea da germinagdo no decorrer do tempo,
e a consequente velocidade reduzida dessa germinagdo, isso devido a dorméncia ja descrita
para diferentes linhagens de alface Grand rapids (BEWLEY; BLACK, 1994). Os tratamentos
com o extrato EB-Gb ndo influenciaram no tempo médio e na velocidade média de
germinagdo, mas nas concentragdes 0,5 e 0,75 g.L'1 o indice de sincroniza¢cdo da mesma foi

influenciado negativamente (Tabela 5).
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Figura 14. Germinagdo acumulada de sementes de alface crespa na presenca de extrato de G. birdiae (EB-Gb).

== Controle
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Germinacao acumulada (%)

Tabela 5. Germinabilidade (%G) em %, tempo médio (TMG) em dia, velocidade média (VMG) em dia' e
indice de sincronizagdo de germinagdo (ISG) de sementes de alface crespa cv. Grand rapids na presenca de

diferentes concentracdes de extrato de G. birdiae (EB-Gb).

Parametro Agua EB-Gb 0,5 EB-Gb 0,75 EB-Gb 1,0
%G 70,00 £ 12,3094 72,00 £ 13,2660 69,00 + 13,8297 55,00 + 13,8297
TMG (dias) 3,9003 £0,0862  4,0835 £0,0559 14,2005 +0,1377  4,2113 £0,1378
VMG (dias™)  0,2565 +0,0056  0,2449 +0,0034 0,2383 +£0,0077  0,2376 +0,0077
ISG 1,6960 £0,0661  1,7812 +£0,1602 1,9622 £0,1323  1,6886 £0,0414

Herndndez-Herrera et al. (2014) também obtiveram um padrdo decrescente da
porcentagem de germinagdo de sementes de tomate conforme a concentragdo dos extratos de
Ulva lactuca e Padina gymnospora aumentava, aumento que também causou um atraso nesse
processo. Arun et al. (2014), em ensaios de germinacdo com sementes de quiabo, realizaram
aplicacOes de extratos de Gracilaria edulis € Chaetomorpha linum nas concentracdes 20, 40,
60, 80 e 100% (v/v) e obtiveram resultados positivos até as concentragdes 60 e 80% (v/v),
respectivamente, mas com o aumento delas obtiveram, repentinamente, uma taxa zero de
germinagdo. Herndndez-Herrera et al. (2016) atribuiram parcialmente o efeito negativo da
aplicacdo de altas concentracdes de extratos de macroalgas (no caso, 4 e 10 mg.mL’l) aos
minerais, como Na, K, Ca e P, presentes nesses extratos, que podem influenciar o potencial
osmoético. Com base no resultado obtido no presente estudo e no que se tem descrito na

literatura, realizou-se um novo teste de germinacdo com concentragdes mais baixas do EB-
Gb.
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Diante dos resultados obtidos no teste preliminar, um novo delineamento experimental
foi executado para as sementes de alface crespa e americana em condi¢cdes Otimas e de
estresse, onde os resultados estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7. Para a alface americana nas
condi¢des 6timas, ndo foram observadas diferencas quanto a germinabilidade, tempo médio e
velocidade de germinacdo entre os tratamentos. A sincronizacao, entretanto, foi prejudicada
nos tratamentos EB-Gb 0,2 e EB-Gb 0,4 e melhorada no EB-Gb 0,1. Estudos utilizando
extratos de outras gracilarias também ndo obtiveram diferenca na porcentagem de germinacao
de sementes em condicdes ideais de temperatura, como foi o caso de Balakrishnan et al.
(2007), que utilizaram extrato de G. corticata em Cyamopsis tetragonolobu, e Demir et al.
(2006), que utilizaram extrato de G. gracilis em tomate, pimentdo e berinjela. Haber et al.
(2006), utilizando extrato de A. nodosum em sementes de cenoura também sO observaram
diferenca na sincronizacdo da germinacao, que no caso foi prejudicada. No teste em condicdes
6timas com sementes de alface crespa (Tabela 6), o tempo e a velocidade de germinagao ndo
foram afetados. A porcentagem de germinacao foi prejudicada nos tratamentos EB-Gb 0,2 e
Eb-Gb 0,3, enquanto que o indice de sincronizagdo foi prejudicado nos tratamentos EB-Gb

0,1 e EB-Gb 0,4 ¢ melhorado no EB-Gb 0,2.

Tabela 6. Germinabilidade (%G) em %, tempo médio (TMG) em dia, velocidade média (VMG) em dia” e
indice de sincronizac¢do de germinagdo (ISG) com sementes de alface americana e crespa em condi¢des 6timas

de temperatura (20 °C).

Alface Americana

Agua EB-Gb 0,1 EB-Gb 0,2 EB-Gb 0,3 EB-Gb 0,4
%G 91,33 +6,3508 92,67 10,7860 89,00 + 14,9332 92,6667 +6,4291 95,67 £ 26,9506
TMG 2,6073 £0,5749 2,3765 +0,0803 2,8716 +£0,2613  2,7113 £0,5818  2,7644 £0,1783
VMG 0,3951 £0,0786 0,4211 £0,0143 0,3501 £0,0314  0,3809 +0,0854  0,3627 +0,0229
ISG 11,2787 £0,7125 1,0677 £0,2105 1,4223 £0,2849  1,2554 £0,6531  1,4873 +0,3365

Alface Crespa

Agua EB-Gb 0,1 EB-Gb 0,2 EB-Gb 0,3 EB-Gb 0,4
%G 6533 +£10,0664 60,00+4,0000 53,33+20,5264 49,33 +15,1438 62,67 +8,3267
TMG 4,1458 £0,3083 4,6149 +£0,2302 4,1857 £0,4504  4,8028 £0,2416  4,3973 £0,2772
VMG 0,2421 £0,0173 0,2170 £0,0111  0,2409 £0,0276  0,2086 + 00,0107  0,2280 + 0,0139

ISG

1,5913 £0,1697

1,8909 +0,0958

1,4497 +0,4763

1,6206 +0,1560

1,7304 £ 0,1909
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Em condig¢des de estresse (Tabela 7), pode-se observar que a germinagdo das sementes
de alface crespa foi mais afetada que a das sementes de alface americana (que mantiveram
cerca de 40-50% de germinabilidade), isso por essa variedade ser mais suscetivel ao calor,
como ¢é apontado pelo préprio fabricante das sementes utilizadas no ensaio. No teste com
alface americana, mais uma vez s6 observou-se diferenga na sincronizacdo. Da mesma forma
que em condic¢des Otimas, esse parametro foi afetado negativamente no tratamento EB-Gb 0,4.
No teste com a alface crespa, o tratamento com a maior concentracao de extrato (EB-Gb 0,4)
proporcionou a maior porcentagem de germinag¢do, com um aumento de 55,5% em relacdo ao
controle. As sementes submetidas ao tratamento EB-Gb 0,2 e EB-Gb 0,4 foram as mais

prejudicadas quanto a sincronizagdo da germinacdo, enquanto que aquelas submetidas aos

tratamentos EB-Gb 0,1 e EB-Gb 0,3 apresentaram as germinacOes mais sincronizadas.

Inderjit et al. (2006) apontam que as alteracdes no padrao de germinacdo podem
resultar de diversos efeitos causados em nivel primdrio, como a permeabilidade de
membranas, a transcricao e tradu¢do de DNA, o funcionamento de mensageiros secundérios, a
respiragdo, a conformacdo de enzimas e receptores, o padrdo osmético ou mesmo a
combinacdo desses fatores. As auxinas presentes em bioestimulantes aplicados em sementes
podem aumentar a permeabilidade do tegumento, permitindo maior hidratacdo e diminuindo a
resisténcia desse tegumento (LARCHER; PRADO, 2000). Levando-se em conta que o extrato
EB-Gb possui esse fitormonio em sua composicdo, além de possuir grande quantidade de
carboidratos que sdo excelentes retentores de umidade, como ja citado anteriormente, esses
componentes podem ser os responsaveis pelas respostas positivas encontradas nesse ensaio
quando combinados com um padrdo osmoético ndo prejudicado pelos minerais também

presentes no extrato.

Tabela 7. Germinabilidade (%G) em %, tempo médio (TMG) em dia, velocidade média (VMG) em dia’ e
indice de sincronizagcdo de germinacdo (ISG) com sementes de alface americana e crespa em condicdes de

estresse por temperatura (28 °C).

Alface Americana

Agua EB-Gb 0,1 EB-Gb 0,2 EB-Gb 0,3 EB-Gb 0,4

%G 45,00 £10,8012 51,25 +7,5000 38,75 +£17,9699 40,00 + 16,8325 45,00 £7,0711
TMG 3,7301 £0,5154 3,6610 +0,2822 3,8242 +0,5540 3,6236 +0,2439 3,9500 +£0,3317
VMG 0,2721 £0,0391 0,2744 £0,0226 00,2664 +0,0448 0,2769 +0,0186 0,2546 +0,0223

ISG 11,0425 +£0,7548 11,1144 £0,4492 1,2694 £0,6697 11,1145 £0,3541 1,4296 +0,3893
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Alface Crespa
Agua EB-Gb 0,1 EB-Gb 0,2 EB-Gb 0,3 EB-Gb 0,4
%G 2250+11,9024 23,75 +14,4614 20,00+7,0711 18,75 £10,3078 35,00 + 10,8012
TMG 3,7619 £0,3159 3,6319 £0,1310 4,1667 +£0,6804 3,8083 +0,4969 3,7702 +0,1026
VMG 0,2673 £0,0236 0,2756 +£0,0102  0,2450 £0,0401 0,2657 £0,0322  0,2654 +0,0072
ISG 11,1488 +£0,4115 0,3208 £0,1529 1,3066 £0,4311 0,0306 +0,0204 1,3596 +0,0958

4.4. Efeito do EB-Gb no desenvolvimento de mudas ir vitro de alface americana
4.4.1. Parte aérea

O efeito de diferentes concentragcdes do EB-Gb sobre o perfil de crescimento da parte
aérea da alface americana estd mostrado na Figura 15. Durante o decorrer das quatro semanas
do experimento foi possivel observar que o tratamento com maior concentracdo de extrato
EB-Gb (1,0 g.L'") apresentou um perfil de crescimento da parte aérea bastante similar ao
controle, cerca de 1,40 cm, apresentando um tnico pico de crescimento na primeira semana e

valores decrescentes no decorrer do tempo.

Figura 15. Crescimento médio, por semana, da parte aérea (cm) de mudas de alface americana cultivadas em

meio de cultura liquido suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb). Valores nao cumulativos.
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As plantas desenvolvidas sob efeito de EB-Gb 0,5 apresentaram um retardo no
desenvolvimento da parte aérea, apresentando o menor valor de crescimento na primeira

semana (0,80 cm) se comparado aos demais tratamentos, um primeiro pico na segunda
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semana (1,48 cm) e um segundo pico na quarta semana (1,14 cm). O tratamento EB-Gb 0,75
apresentou um pico na primeira € outro na quarta semana e, diferentemente de todos os
outros, houve pouca flutuacdo no crescimento médio semanal da primeira a terceira semana

(1,16, 0,96 e 1,02 cm, respectivamente).

Ap6s trinta dias, foi possivel observar um aumento de 18,47% no comprimento da
parte aérea das mudas cultivadas em meio com EB-Gb 0,75 em relacdo as cultivadas em meio
MS, (Figura 16). Esse valor foi superior ao obtido por Kumar e Sahoo (2011) com a aplicag¢do
de extrato de Sargassum wightii em cultura de trigo (6,7%) e ao obtido por Pramanick et al.
(2014) com extrato de Gracilaria sp. em cultura de feijao (9,06%). O resultado foi similar ao
obtido por Rathore er al. (2008) com a aplicacdo de extrato da macroalga vermelha
Kappaphycus alvarezii em cultura de soja (16,77%) e por Selvam e Sivakumar (2013) com
extrato de Ulva reticulata em cultura de feijdo preto (18,75%). Outros resultados similares
foram por descritos Pramanick et al. (2014) para plantas de feijao com a aplicac@o de extratos
de Gracilaria sp. (15,33%) e de Kappaphycus sp. (15,42%), esse ultimo também
apresentando resultados parecidos em plantas de batata (17,57%). Aplicacdes de extratos de
Kappaphycus sp. e Gracilaria sp. geraram resultados superiores (28,99% e 27,64%,
respectivamente) ao obtido no presente trabalho quanto aplicados em arroz (PRAMANICK et
al., 2014), assim como os extratos de K.alvarezii, S.robusta e S.wightii em quiabo (31,77%),
pimentdo (31,72%) e feijao (30,66%), respectivamente (ZODAPE et al., 2008; SULTANA;
ARA; EHTESHAMUL-HAQUE, 2008; VIJAYANAND; RAMYA; RATHINAVEL, 2014).
Neste trabalho, foi observado um aumento do tamanho da parte aérea com a aplicacdo de EB-
Gb conforme o aumento da concentragdo desse extrato no meio, mesmo que nao tenha havido
diferenca significativa entre o controle e o tratamento EB-Gb 0,5. Houve, entretanto, o
decréscimo quando comparamos o tratamento EB-Gb 0,75 e EB-Gb 1,0, que também foi
observado em outros trabalhos (KALAIVANAN; CHANDRASEKARAN_.;
VENKATESALU, 2012; SELVAM; SIVAKUMAR, 2013; VIJAYANAND; RAMYA;
RATHINAVEL, 2014).

Muitos autores sugerem que os compostos responsaveis pelas respostas de aceleracao
e melhoramento do desenvolvimento das plantas sdo os fitormonios presentes nos extratos de
macroalgas marinhas, como auxinas ou citocininas, ou seja, a aplicacdo de hormonios
exdgenos. Khan et al. (2009), entretanto, demonstrou que a aplicacdo de extrato da macroalga
marinha A. nodosum induziu a atividade de citocinina endégena em folhas e raizes de

Arabidopsis thaliana, porém o mecanismo envolvido nessa resposta ndo esta claro. Jannin et
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al. (2013), em estudos utilizando microarrays e andlises fisiologicas, observaram que os
primeiros eventos ocorridos em plantas de colza (Brassica napus) apés a aplicacao de extrato
de A. nodosum foram o incremento no nimero de cloroplastos por célula e na concentragao da
citocinina iP (isopenteniladenina), além da melhoria da expressdao de genes que codificam
transportadores de nitrato e enxofre na raiz. Esses foram efeitos preliminares da mudanca
global do metabolismo da planta. As vias metabdlicas mais afetadas por esse tratamento
foram: metabolismo geral da célula, metabolismo do carbono e fotossintese, resposta a
estresse € metabolismo do nitrogénio e enxofre. O melhoramento de N, C e S nas plantas pode

explicar o aumento do crescimento de plantas tratadas com o extrato de macroalga.

Figura 16. Comprimento médio da parte aérea (cm) de mudas de alface americana cultivadas em meio de
cultura liquido suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb) ap6s 30 dias. Letras distintas indicam diferenca

significativa entre as médias (p < 0,05).
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No decorrer do experimento, houve um problema na refrigeracdo da sala de cultura de
tecidos onde as plantas foram armazenadas. O aquecimento do ambiente resultou na
condensacdo de 4gua na parede dos tubos que continham as mudas e isso fez com que
ocorresse a murcha de algumas delas, o que explica o grande desvio padrdo na massa fresca
das plantas (Figura 17A). Essa variabilidade considerdvel pode ter afetado o resultado de
forma que nio foi observada diferenca significativa nesse parimetro. E necesséria, entretanto,
a repeti¢do desse ensaio para certificar-se que o EB-Gb de fato ndo tem efeito sobre a massa
fresca dessas plantas ou se o resultado obtido simplesmente foi decorrente do problema

ocorrido durante o experimento, visto que ha registros na literatura que mostram efeitos muito
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promissores da aplicacdo de extratos de macroalgas sobre o aumento da massa fresca de
plantas. Selvam e Sivakumar (2014), por exemplo, obtiveram um incremento de 44,71% de
massa fresca em plantas de amendoim com a aplicacio de extrato de H. musciformis. Pinto et
al. (2010) testaram duas diferentes doses e dois métodos de aplicacdo de extrato de A.
nodosum em alface crespa e ndo observou diferenga estatistica na menor dose testada, mas a

maior incrementou esse valor em mais de 100%.

No parametro de porcentagem de biomassa seca, obteve-se diferenca significativa nos
tratamentos EB-Gb 0,5 e EB-Gb 0,75 em relacdo ao controle (Figura 17-B), com um aumento
maximo de 13% observado nessa segunda concentracdo. Visto que, segundo o estudo de
Jannin et al. (2013), a assimilag@o e a sintese de alguns nutrientes sdo melhoradas em plantas
tratadas com extratos de macroalgas marinhas, uma explicacdo para esse incremento de
biomassa seca pode ser esse acumulo de minerais na planta. Esse aumento nutricional é
bastante interessante em plantas de alface americana, levando-se em conta que seu teor
nutricional € bastante reduzido, correspondendo a 0,63% de sua massa fresca (OHSE et al.,
2009). O resultado obtido foi similar ao descrito por Mugnai et al. (2008), que obtiveram um
incremento de biomassa seca de 10,31% em mudas de videira com a aplicagcdo de extrato de
macroalgas Fucales, e foi menor que o obtido por Spinelli ef al. (2010), que descreveram um
aumento de 27% nesse parametro em plantas de morango com a aplicacdo de um extrato
derivado da macroalga A. nodosum. Vale ressaltar, entretanto, que nesse segundo estudo foi

utilizado um extrato comercial suplementado com minerais, o que potencializou o resultado.

Figura 17. Biomassas fresca (A) e seca (B) da parte aérea de mudas de alface americana cultivadas em meio de
cultura liquido suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb) in vitro. Letras distintas indicam diferenca

significativa entre as médias (p < 0,05).
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4.4.2. Folhas

O comprimento médio da maior folha das plantas de alface cultivadas em meio
suplementado com EB-Gb in vitro estd mostrado na Figura 18. Dentre todos os tratamentos,
nenhum apresentou diferenca significativa quanto ao tamanho da maior folha (cerca de 0,45
cm) e apenas o EB-Gb 0,75 apresentou diferenca significativa quanto ao nimero de folhas em
relacdo ao controle, com um aumento de 17,36% (Figuras 19 e 20). Esse resultado foi similar
ao obtido por Cecato e Moreira (2013) com a aplicagdo de extrato de macroalgas dos géneros
Sargassum e Laminaria em alface crespa cv. Vera (16,63%) e ao obtido por Rayorath et al.
(2011) com a aplicacdo de extrato de A. nodosum em mudas de A. thaliana (20%).

Limberger e Gheller (2013) utilizaram em seus ensaios fertilizantes organominerais a
base de extrato de macroalgas marinhas em cultura de alface crespa e ndo obtiveram
resultados significativos quanto ao numero de folhas, o que mostra que nas condi¢des testadas
o extrato EB-Gb, preparado simplesmente através da extracdo aquosa de G. birdiae, mostrou-
se vantajoso em relacdo a esse parametro frente a tais produtos comerciais mais elaborados e
consequentemente, de maior custo de producdo. Souza et al. (2010) também ndo obtiveram
diferencas significativas na aplicacao de extrato de macroalgas do género Lithothamnium em
mudas de maracujazeiro doce. J4 Guimaraes et al. (2012), utilizando outro extrato comercial

enriquecido com aminodcidos, obteve um aumento de 37,7% em cultura de mamoeiro.

No sistema de produc¢d@o da alface, o maior nimero de folhas proporciona maior taxa
de fotossintese e por consequéncia maior serd o tamanho e volume da planta (LIMBERGER;
GHELLER, 2013). Nas condi¢des em que as plantas foram cultivadas nesse estudo, tal

beneficio ndo pode ser explorado, visto que em plantas in vitro, principalmente em meio
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contendo fontes externas de carboidrato, as taxas fotossintéticas sdo muito baixas ou até
mesmo nulas (GEORGE; SHERRINGTON, 1984). Se for pensado em condi¢des ex vitro, o
resultado do aumento do nimero de folhas poderia potencializar o resultado ja obtido quanto

ao tamanho da parte aérea (descrito no item 4.4.1).

Figura 18. Tamanho médio da maior folha (cm) de mudas de alface americana cultivadas em meio de cultura
liquido suplementado com extrato de G.birdiae (EB-Gb) in vitro. Letras distintas indicam diferenca significativa

entre as médias (p < 0,05).
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Figura 19. Nimero médio de folhas em mudas de alface americana cultivadas em meio de cultura liquido
suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb) in vitro. Letras distintas indicam diferenca significativa entre

as médias (p < 0,05).
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Figura 20. Aspecto visual de mudas de alface americana cultivadas em meio de cultura liquido sob o tratamento

controle (A) e com extrato de G. birdiae (EB-Gb) a 0,75 g.L’1 (B).

4.4.3. Raizes

O comprimento médio da raiz principal de mudas de alface americana cultivadas na
presenca de EB-Gb estd apresentado na Figura 21. Quanto ao comprimento da raiz principal,
observou-se uma diferenca significativa nos tratamentos EB-Gb 0,5 (12,0 cm) e EB-Gb 1,0
(11,45 cm) em relacdo ao controle (9,18 cm), com aumentos de 30,71% e 24,73%,
respectivamente. O resultado maximo desse ensaio superou o maximo obtido por Ramya,
Vijayanand e Rathinavel (2015) com a aplicacio do extrato da macroalga parda
Stoechospermum marginatum em cultura de berinjela, onde obtiveram um incremento de
24,49% no comprimento da raiz principal. Também foi superior ao resultado obtido por
Cecato e Moreira (2013) com a aplicacdo de extrato de macroalgas dos géneros Sargassum e
Laminaria em alface crespa cv. Vera (13,29%) e por Rayorath et al. (2011) com a aplicacao
de um tipo de extrato de A. nodosum em A. thaliana (16,9%). Nesse ultimo estudo, a
aplicacdo de outro extrato advindo da mesma espécie de macroalga resultou em um acréscimo
no comprimento da raiz de 34%, valor similar ao obtido no presente estudo. Marafon e
Simonetti (2016) ndo obtiveram resultados significativos nesse parametro com o uso de
extrato de A. nodosum em plantas de soja, enquanto que Balakrishnan et al. (2007)

alcancaram incrementos de 43,29%, 50,5% e 91,55% com a aplicacio de extratos de Padina
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tetrastromatica, Ulva lactuca e Gracilaria corticata, respectivamente, em plantas de

Cyamopsis tetragonolobu.

Figura 21. Comprimento médio da raiz principal (cm) de mudas de alface americana cultivadas em meio de
cultura liquido suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb). Letras distintas indicam diferenca significativa

entre as médias (p < 0,05).
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No que diz respeito ao nimero de raizes laterais, o tratamento EB-Gb 0,75 foi o tnico
que diferiu de maneira significativa do controle, com um aumento de 28,26% (Figuras 22 e
23). Esse foi o dnico tratamento que ndo diferiu do controle no parametro de comprimento da
raiz principal, o que indica que ele foi mais eficiente na promoc¢do do crescimento lateral
dessas raizes que do longitudinal. Rayorath et al. (2011) observaram que a aplicacdo de uma
auxina exdgena (4cido indolacético) em determinadas concentragdes em meio de cultura
incrementa o nimero de raizes laterais a0 mesmo tempo que suprime o crescimento da raiz
principal em Arabidopsis, o que poderia explicar o ocorrido no tratamento EB-Gb 0,75,
considerando-se que o extrato possui auxina em sua composi¢ao. Bai, Christi e Kala (2011)
realizaram ensaios em mudas de feijado com aplicacdo de extrato da macroalga parda Padina

pavonia e obtiveram um aumento de 24,56% no nimero de raizes laterais dessas plantas.

Resultados positivos quanto a estrutura radicular sdo de grande importincia, uma vez
que se pode correlaciond-lo com a capacidade das raizes absorverem 4gua e os principais
nutrientes disponiveis no solo ou em meios nutritivos. Dessa forma, quanto maior o tamanho,
o volume e o nimero estruturas do sistema radicular, maior serd seu potencial de absor¢cdo de

nutrientes (CECATO; MOREIRA, 2013). Apesar das diferencas quanto ao comprimento e ao
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N

nimero de raizes, ndo se observou diferenca significativa quanto a massa fresca e a
porcentagem de biomassa seca dessas raizes. Binsfeld er al. (2014) apontam como os
principais responsaveis pelo desenvolvimento radicular em bioestimulantes sdo as auxinas e
as citocininas, por promoverem o alongamento e a divisdo celular, respectivamente.
Considerando-se, entdo, que hd auxina no extrato EB-Gb e que segundo Khan ef al. (2009) e
Jannin et al. (2013) os extratos de macroalgas marinhas promovem a sintese de citocinina, €

compreensivel o resultado obtido nesse ensaio.

Figura 22. Aspecto visual de raizes de mudas de alface americana cultivada in vitro em meio liquido (A) e

suplementado com de G. birdiae (EB-Gb) a 0,75 g.L'1 (B) quatro semanas ap6s a aplicagdo do extrato.

1 4

Figura 23. Niumero médio de raizes laterais em mudas de alface americana cultivadas em meio de cultura
liquido suplementado com extrato de G. birdiae (EB-Gb). Letras distintas indicam diferenga significativa entre

as médias (p < 0,05).
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4.4.4. Consideracoes finais

Todos os resultados obtidos no teste de desenvolvimento com mudas de alface
americana sdo apresentados resumidamente na Tabela 7. Dos nove parametros avaliados, o
EB-Gb mostrou efeitos significativos em cinco deles, o que mostra que esse produto pode ser
utilizado como um insumo agricola bastante interessante para cultura em questdo. As raizes
apresentaram as maiores respostas ao tratamento com o extrato de G. birdiae, assim como ja
se tem descrito na literatura para outros extratos de algas marinhas. A maior concentracao
testada (1,0 g.L’l) obteve o menor desempenho quando comparada as demais e os valores
maximos de quatro dos cinco parametros influenciados pelo EB-Gb se deram quando
utilizada a concentra¢ao intermedidria (0,75 g.L'l). Tendo essa concentracdo como Otima, um
proximo passo para esse trabalho serd a realizagdo de um teste comparativo entre o EB-Gb e
alguns fertilizantes comerciais, de modo a avaliar se sua performance € suficiente para
competir no mercado com produtos ja bem estabelecidos. Pretende-se ainda, buscar métodos
para otimizar a extracdo a partir da G. birdiae para que se possa alcancar um maior
rendimento de extracdo sem, no entanto, aumentar muito os gastos com esse processo, visto
que altos rendimentos somados a um baixo custo de producdo tornariam o EB-Gb mais

atrativo para a industria.

Tabela 8. Resumo dos efeitos do extrato de G. birdiae (EB-Gb) sobre mudas de alface americana quando

suplementado em meio de nutritivo liquido.

Parametro Aumento observado em relacao ao controle
EB-GB 0,5 EB-GB 0,75 EB-GB 1,0

Comprimento NS 18,47% NS

Parte aérea Massa Fresca NS NS NS

Porcentagem de Massa Seca 7,49% 13,00% NS

Comprimento da maior folha NS NS NS
Folhas

Nimero NS 17,36% NS

Comprimento da raiz principal 30,71% NS 24,73%

. Numero de raizes laterais NS 28,26% NS
Raizes

Massa Fresca NS NS NS

Porcentagem de Massa Seca NS NS NS

*NS: Ndo significativo
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5. CONCLUSAO

O extrato aquoso obtido de Gracilaria birdiae apresentando composi¢do bioquimica
constituida principalmente de carboidratos e minerais melhorou a sincronizagdo da
germinacdo de sementes de alface americana e crespa, aumentou a germinabilidade de
sementes de alface crespa em condi¢Oes de estresse por temperatura e apresentou potencial
biofertilizante e bioestimulante de plantas, uma vez que promoveu o crescimento da parte
aérea e da raiz principal, nimero de folhas e de raizes laterais e porcentagem de biomassa

seca da parte aérea em mudas de alface americana cv. Rafaela in vitro.
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ANEXO A. Importincia dos macro e micronutrientes e sintomas relacionados a sua
deficiéncia.
Macronutrientes Importancia Deficiéncia

Nitrogénio (N)

Constituinte de muitos compostos da planta,
incluindo todas as proteinas e dcidos nucleicos.

Inibicdo do crescimento da planta.
Clorose nas folhas velhas. Queda das
folhas. Actimulo de antocianina nos
vacuiolos (produz colorag¢do purpura).

Fésforo (P)

Componente de agucares-fosfato (glicose 6P,
Frutose 6P, etc), fosfolipidios de membranas,
acidos nucleicos e nucleotideos usados como
fonte de energia (ATP).

Coloragao verde-escura de folhas mais
velhas associada ao aparecimento da
cor purpura, devido ao acumulo de
antocianina.

Potassio (K)

Executa importante papel na regulacio do
potencial osmético de células de plantas. E
também requerido para a ativagdo de muitas
enzimas da respiracdo e da fotossintese.

Clorose marginal, que se desenvolve
como necrose a partir do dpice,
inicialmente nas folhas maduras.

Enxofre (S)

Constituinte de compostos da planta (acetil-CoA,
glutationa, etc) e das proteinas (encontrado nos
aminodacidos cisteina e metionina).

Reducdo do crescimento da planta.
Clorose inicialmente nas folhas
jovens. Acimulo de antocianina.

Calcio (Ca)

Sintese de novas paredes celulares. Requerido
para o funcionamento normal da membrana
plasmatica. Tem sido implicado como mensageiro
secunddrio para vdérias respostas de planta
relacionadas com o ambiente e sinais hormonais.

Necrose de regides meristemdticas
(como dpices de raizes e da parte
aérea).

Ativacdo de enzimas da respiragio, da
Magnésio (Mg) fotoss}:mtese e da sintese de 4cidos nuc/lelcos. E (Clorose internervural, que ocorre
g g tambem parte da estrl'ltura\ da rriolecula de primeiro nas folhas velhas.
clorofila (pigmento associado a fotossintese).
Micronutrientes Importancia Deficiéncia
Ferro (Fe) Componente de  proteinas ~ envolvidas  na Clorose internervural, que ocorre
transferéncia de elétrons, como os citocromos € primeiro nas folhas mais novas.
os centros Fe-S.
Estd associado a algumas enzimas envolvidas nas
reacoes redoxes. O principal exemplo é o
complexo citocromo oxidase da cadeia de Producdo de folhas verde-escuras, que
Cobre (Cu) transporte de elétrons mitocondrial (respiracdo). podem conter manchas necréticas.
Outro exemplo é a plastocianina, a qual estd Queda prematura das folhas.
envolvida na transferéncia de elétrons durante as
reacdes de luz da fotossintese.
Co-fator de enzimas como desidrogenase
alcodlica, anidrase carbOnica, superdxido
dismutase, etc. Pode ser requerido para
. biossintese de clorofila em algumas espécies. Ha - . .
Zinco (Zn) & p Reducdo no crescimento internodal.

evidéncias de que pode ser requerido para a
biossintese do triptofano, o qual € um dos
precursores da auxina natural, 4cido indol-3-
acético (AIA).

Manganés (Mn)

Co-fator de enzimas como descarboxilases e
desidrogenases envolvidas no ciclo de Krebs
(respiracdo).  Participagdo na reagdo da
fotossintese na qual o O, é produzido a partir da
agua (H,0).

Clorose internervural associada com
pequenas manchas necréticas




Molibdénio (Mo)

Componente de algumas enzimas, incluindo a
redutase do nitrato e a nitrogenase, enzimas
envolvidas na reducdo de nitrato para nitrito
(NO3;” — NOy) e de nitrogénio atmosférico para
amdnio (N, — NH,"), respectivamente.
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Pode aparecer como deficiéncia de
nitrogénio se a fonte de N for o nitrato
ou se a planta depende da fixacdo
biolégica de N,.

Evidéncias sugerem que ele executa papéis
importantes no alongamento da célula, na sintese

Necrose de folhas jovens e gemas
terminais. Perda da dominancia apical.
Estruturas como frutos e tubérculos

Boro (B) L. . ~ .
de acidos nucleicos, nas respostas a hormdnios e podem exibir necroses ou
na integridade estrutural da parede celular. anormalidades relacionadas com a
degradacg@o de tecidos internos.
Nao tem sido verificada em plantas no
campo. Ao contririo, em ambientes
Cloro (Cl) Requerido na etapa da fotossintese em que O, € salinos as plantas podem acumular

produzido (foto-oxidacdo da H,O).

cloreto nas folhas em niveis toxicos,
produzindo a necrose de tecidos
foliares.

Sédio (Na)

A maioria das espécies que utiliza as rotas C4 e
CAM de fixacdo de carbono requerem fons sédio
para a regeneracdio do fosfoenolpiruvato.
Estimula o crescimento por meio de uma maior
expansdo celular, além de poder parcialmente
substituir o0 potdssio como um soluto
osmoticamente ativo.

As plantas exibem clorose e necrose
ou deixam de florescer.

Niquel (N1)

Co-fator da enzima urease.

Actmulo de uréia nas folhas, o que
pode causar necrose no apice.

Silicio (Si)

Algumas espécies acumulam silicio em seus
tecidos e apresentam melhoria no seu crescimento
e na fertilidade. Ele também forma complexos
com polifendis e serve como alternativa a lignina
no reforco de paredes celulares. Pode aliviar a
toxicidade de muitos metais pesados.

Suscetividade ao acamamento e a
infeccdo fungica.

Fonte: Marschner (1995).



