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RESUMO

A busca por tecnologias mais sustentaveis é imprescindivel no cenario de crise
climatica que vivemos hoje no mundo, principalmente na agricultura, que se
consolidou como uma das grandes razdes para muitos dos danos ambientais que
sdo causados até hoje. As algas se tornaram nos ultimos anos, uma grande fonte de
pesquisa em busca de estratégias e inovagdes tecnoldgicas que ajudem a substituir
as praticas agressoras por praticas mais sustentaveis, principalmente na agricultura.
Com isso, este trabalho avaliou o efeito do extrato liquido da alga vermelha
Kappaphycus alvarezii sobre plantas de interesse econdmico: alface (Lactuca
sativa); beterraba (Beta vulgaris); cenoura (Daucus carota); manjericao (Ocimum
basilicum); morango (Fragaria ananassa) e rucula (Eruca sativa) para a germinagao
e desenvolvimento inicial das plantulas. O experimento aconteceu em laboratorio,
com placas de Petri forradas com papel-filtro e subdivididas em seis triangulares de
mesma area para comportar as sementes estudadas. Utilizou-se o extrato aquoso
puro de K. alvarezii 100% para preparagao por diluigdo nas concentragdes de 20%;
10%; 7.5%; 5% e 2.5% de solugdo e sementes de microverdes da marca ISLA —
Multi. Apds dez dias de experimento, os desenvolvimentos foram analisados quanto
a: germinacéao; desenvolvimento da radicula; surgimento e desenvolvimento da parte
aérea, e surgimento do cotilédone. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA, seguida do teste a posteriori de Newman-Keuls, e
atencdo aos pressupostos. O resultado revelou variagdes significativas (p<0,05),
impostas pelo extrato na germinacdo e no desenvolvimento inicial das diferentes
espécies, sendo que as maiores concentragdes revelaram efeitos inibitoérios e a
menor concentracdo indugdo dos descritores avaliados. Nossas observagoes
corroboram aquilo que tem sido observado nas avaliagdes realizadas com a espécie
e do grupo de organismos em diferentes regides do globo, reforcando a viabilidade
de sua producao e utilizacdo ao redor do planeta, favorecendo uma agricultura

organica e ainda mais comprometida com a saude ambiental.

Palavras-chave: Kappaphycus alvarezii, bioestimulante, plantas, crise climatica,
extrato liquido.



ABSTRACT

The search for more sustainable technologies is essential in the current scenario of
climate crisis that we are facing worldwide, particularly in agriculture, which has
emerged as one of the major causes of environmental damage that persists to this
day. In recent years, algae have become a significant subject of research in the
quest for strategies and technological innovations that can replace harmful practices
with more sustainable alternatives, especially in agriculture. In light of this, this study
evaluated the effect of the liquid extract of the red algae Kappaphycus alvarezii on
economically important plants: lettuce (Lactuca sativa), beetroot (Beta vulgaris),
carrot (Daucus carota), basil (Ocimum basilicum), strawberry (Fragaria ananassa),
and arugula (Eruca sativa), specifically focusing on seed germination and early
seedling development. The experiment was conducted in a laboratory using Petri
dishes lined with filter paper and subdivided into six equally sized triangular sections
to accommodate the studied seeds. The pure aqueous extract of K. alvarezii was
used at concentrations of 20%, 10%, 7.5%, 5%, and 2.5% for preparation by dilution,
along with microgreen seeds from the brand ISLA - Multi. After ten days of the
experiment, the following aspects of development were analyzed: germination rate,
radicle development, emergence and growth of the aerial part, and cotyledon
emergence. The obtained results were subjected to ANOVA analysis (p<0.05),
followed by the Newman-Keuls post hoc test (p<0.05), taking into account the
assumptions. The results revealed significant variations induced by the extract in the
germination and early development of the different species, with higher
concentrations showing inhibitory effects and the lowest concentration demonstrating
an induction of the evaluated descriptors. Our observations corroborate previous
findings from evaluations conducted with this species and organism group in different
regions around the globe, further supporting the feasibility of its production and
utilization worldwide, promoting organic agriculture and a greater commitment to

environmental health.

Keywords: Kappaphycus alvarezii, biostimulant, plants, climate crisis, liquid extract
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1. INTRODUGCAO

Com o avango da crise climatica e ambiental, a ciéncia procura dedicar seus
esfor¢cos para cada vez mais substituir praticas que agridem o meio ambiente por
outras ecologicamente amigaveis, que podem reduzir os impactos ja causados, ou
que possibilitem substituir recursos nao-renovaveis por recursos renovaveis (Ingle et
al. 2017). No ambito da agropecuaria, temos inumeras praticas que até hoje sdo
aplicadas em grande escala, mas que ja foram comprovadas como danosas ao meio
ambiente e ao clima do planeta, como por exemplo o uso de agrotéxicos, que apesar
de elevarem a produtividade agricola, causam contamina¢des do ambiente e do
préprio ser humano (Bohner, Araujo e Nishijima, 2013). Da mesma forma que os
agroquimicos aumentam a produtividade, também causam fortes impactos, como o
comprometimento de aguas subterrdneas e superficiais pelo escoamento tanto do
agrotéxico quanto de seus residuos: a questao da deriva do agrotoxico durante a
aplicacdo, diminuindo a eficiéncia do mesmo, e contaminando o ambiente ao redor
que ndo deveria ser pulverizado pela substancia (Leite e Serra, 2013). Outro
exemplo € o uso constante de fertilizantes quimicos para acelerar o processo de
crescimento, e também aumentar a produtividade. Porém, assim como o0s
agrotoxicos, os fertilizantes quimicos também impactam o meio ambiente,
principalmente na questdo dos ciclos biogeoquimicos (Nogueira, Matsuura e Kulay,
2016).

Entretanto, com a disseminacdo e o entendimento cada vez maior da
problematica em questdo, criam-se estratégias de mitigagdo dos agroquimicos
amplamente utilizados, por inovagbes que podem gerar efeito semelhante ou
superior de produtividade, mas que agridem menos ou venham a recuperar 0 meio
ambiente e até a saude do consumidor final. O fertilizante quimico esta sendo cada
vez mais substituido por fertilizantes naturais a base de biomassa (Singh et al;
2015), ou por extratos de outros compostos que tem o mesmo efeito, como o
bioestimulante de extrato liquido feito a base de macroalgas (Featonby e Van
Staden, 1983). Um bioestimulante é um tipo de fertilizante que fornece nutrientes e
assisténcia para que as plantas tenham melhor desenvolvimento, geralmente
utilizado como aplicagao foliar, sendo comumente encontrado em forma de pd ou
liquido que pode ser aplicado em sementes para auxiliar na germinagao (Campos et
al., 2022).
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As macroalgas sao produtores primarios reconhecidos como algas
vermelhas (Rhodophyta); algas verdes (Chlorophyta) e algas marrons (Ochrophyta)
apresentam aplicagdes na agricultura e horticultura reconhecida por décadas
(Verkleij, 1992). Desses grupos que possuem o potencial de se tornar extrato ou
bioestimulante, destacam-se as algas vermelhas que apresentam representantes
que estdo sendo cultivados no litoral Brasileiro. Deste grupo, das espécies
potenciais para se produzir um extrato liquido, destaca-se a espécie Kappaphycus
alvarezzi. Conhecida também como eucheuma (Ask, 2001), ou gus6; € uma das
espécies mais utilizadas em cultivo (Valderrama, Cai e Hishamunda; 2013),
principalmente por sua grande capacidade de gerar biomassa (Tee et al. 2015) e
importancia industrial associada a extragdo de substancia coloidal conhecida como
carragenana (Bindu e Levine; 2011). Além disso, ela pode servir como fonte de
alimento, como acontece em paises da Asia, onde seu cultivo abastece uma das
poucas industrias disponiveis para populagdes costeiras (Ask; 1999).

Além destes usos ja consagrados no oriente, a biomassa de algas possui
varias outras aplicagbes relacionadas por exemplo a industria farmacéutica, de
cosméticos e de biocombustiveis, ou mais recentemente ao sequestro e crédito de
carbono (Brasil e Costa, 2016). Nos ultimos anos vem se destacando no mundo a
utilizacdo da biomassa de algas como fonte de extrato liquido com potencial
utilizacdo na agricultura. Alguns estudos, revelam que estas substancias tém
potencial de funcionar como bioestimulante para espécies diversas de plantas (da
Costa, 2015).

Considerando que o cultivo de algas remove N e P da agua do mar,
substancias que estao relacionadas a crescente eutrofizagdo das regides costeiras
do planeta, sua producéo além de gerar aplicagdes diversas pode ajudar a resolver
problemas ambientais. Ao mesmo tempo, sua produgédo pode contribuir de maneira
sustentavel, portanto, para a geracao de alimentos, energia, restauracédo ambiental e
auxiliar na mitigagao dos problemas relacionados ao aquecimento global, pois seu
crescimento é resultado de absorgdo de grandes quantidades de carbono (Ingle et
al, 2018).

Infelizmente hoje, durante o processo de produgdo e processamento,
grandes quantidades de biomassa de K. alvarezzi ainda sao desperdicadas e
tratadas como lixo (Ingle et al. 2018). Por exemplo, na extragdo de carragenana,

cerca de 70% de massa soélida é descartada (Ingle et al. 2018), sendo que,



14

juntamente com o extrato aquoso, poderiam ser utilizados como matéria-prima para
o desenvolvimento de outras aplicagdes (Eswaran et al. 2015). Por outro lado, além
da matéria-prima, a adicdo dessa biomassa no solo melhora os aspectos fisico-
quimicos e biologicos do mesmo (McHugh, 2003).

Nos ultimos anos, o extrato liquido a base de algas vem sendo estudado
como um potencial substituto para o fertilizante quimico através da transformagao
em extrato liquido aplicavel (Ingle et al, 2018). Essa possibilidade se da pela
presenca de elementos tragco na composi¢cdo dessas algas, como Mg, Mn, Fe, Zn,
entre outros; nutrientes indispensaveis ao crescimento vegetativo (fésforo, nitrogénio
e potassio); e hormdnios de crescimento: citocininas e auxinas (Singh et al; 2015).
Zodape et al. 2009 realizou um estudo sobre a composi¢gdo mineral e quimica do

extrato de K. alvarezzi, demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao quimica do extrato de Kappaphycus alvarezzi;
principais constituintes em % (porcentagem); ppm (partes por milhdo) e Mg L.

Nitrogénio (N)

0,45 — 0,7 (%) -

Fonte: Zodape et al 2009; Pramanick et al; 2017

Acido indol-3-acético (IAA) 25,14 (ppm) 27
Fosforo (P) 0,007- 0,01 (%) 17 (P3)
Potassio (K) 1,60 — 2,10 (%) 33,654 (K*)
Sadio (Na) 0,45 -0,70 (%) 198 (Na*)
Calcio (Ca) 0,04- 0,06 (%) 321 (Ca?*)

Magnésio (Mg) 0,06- 0,07 (%) 1112 (Mg?*)
Manganés (Mn) 6 —9 (ppm) 2,1 (Mn?*)
Ferro (Fe) 100 — 160 (ppm) 86 (Fe?*)
Cobre (Cu) 7—11 (ppm) 0.65 (Cu?*)
Zinco (Zn) 19 — 25 (ppm) 4,7 (Zn?)
Cobalto (Co) 2 -5 (ppm) -
Cromo (Cr) - 32 (Cr¥)
Molibdénio (Mo) 2 (ppm) —
Niquel (Ni) - 3,5 (Ni**)
Sulfato 1,06 — 1,20 (%) -
Cloreto 2,36 — 2,70 (%) -
Colina — 57
Glicina-Betaina - 79
Matéria Organica 1,05 -1,40 (%) -
Cinetina 8,50 (ppm) -
Zeatina 20,10 (ppm) 20
Giberelina 27,10 (ppm) 24
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Com isso em mente, é possivel destacar que o extrato tem a capacidade de
melhorar a qualidade da planta, seja em produtividade ou melhorando aspectos
biolégicos da mesma, ao mesmo tempo em que pode causar efeitos diferentes, uma
vez que o extrato pode ter seu conteudo alterado dependendo da época de coleta da
alga (Featonby e Van Staden, 1983). Aplicacbes foliares do bioestimulante de K.
alvarezzi foram feitas em soja e resultaram em um aumento de 57% em absorgéo de
nutrientes (Rathore et al., 2009). Um experimento com o mesmo extrato diluido em
diferentes concentragdes: 1%; 2%; 5% e 10%, demonstraram efeitos significativos
na germinagao e desenvolvimento de arroz (Oryza sativa L.), pimenta (Capsicum
annum L.), e amendoim (Arachis hypogea L.) para o extrato de concentragdo 2%
para os dois primeiros e para 1% para o ultimo (Babu & Rengasamy, 2012). Por
isso, hoje existe a possibilidade de criar biorrefinarias dessas macroalgas (Ingle et
al, 2018) para atender as necessidades ndo s6 de maneira industrial, mas também
sustentavel, e futuramente para producao dos bioestimulantes e biofertilizantes.

Dentro dessa mesma questédo, além de K. alvarezzi, diversas outras algas
também sao exploradas com essa finalidade: pesquisadores experimentaram o
efeito da adicdo de extratos de algas em plantagdes de trigo e ervilha, através do
uso de cinco espécies diferentes: Arthrospira platensis (Spirulina); Chlorella sp.
(Chlorophyta), Palmaria palmate (Rhodophyta); Laminaria digitata e Ascophyllum
nodoso (ambas Ochrophyta), e o resultado foi promissor em todas, com efeitos
diferentes. Por exemplo, P. palmata aumentou as concentracoes de P, N e C no solo
assim como Chlorella e L. digitata (Ammar et al., 2022), confirmando a capacidade
do fertilizante a base de alga de aumentar as concentragcbes de nitrogénio no solo.
Especificamente, Chlorella sp. junto com outras espécies de algas verdes por
exemplo, ja foram experimentadas como fertilizante em milho, promovendo
crescimento e aumento da composicdo de metais-trago na planta; melhora da
qualidade do fruto com aumento de acucares nos carotenoides e melhora na
germinagdo nos mesmos aspectos trabalhados neste estudo, também em arroz e
trigo com melhoras semelhantes (Ammar et al., 2022). No ambito das roddfitas, o
nitrogénio fixado foi um dos efeitos mais promissores, junto com a promogao de
substéncias que aumentam o crescimento, possivelmente hormoénios vegetais
(Ammar et al.,, 2022, Tabela 2). Hoje, ja existem produtos vendidos como

bioestimulantes que sdo a base de K. alvarezzi como o AgroGain, da empresa
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indiana Sea6Energy, comercializado com a promessa de efeitos estimulantes
durante o crescimento vegetativo da planta (SEAGENERGY, 2022).

Entretanto, em determinadas concentragdes do bioestimulante, ou
dependendo da espécie de planta, os bioativos das macroalgas podem inibir a
germinagao e o crescimento vegetativo, fato ocorrido com a espécie de trigo
Fagopyrum esculentum Moench (Anisimov et al., 2013). Isso é valido para todos os
extratos de algas, porém, vale ressaltar que uma determinada concentragdo pode
inibir o desenvolvimento de um componente da planta, mas melhorar o de outro,
indicando que diferentes concentragdes podem ser aplicadas dependendo do
estagio de vida da planta para obter melhores resultados (Anisimov et al., 2013).
Outros estudos ja trataram da inibigdo da germinagcdo através de outros
bioestimulantes, como extratos aquosos de diferentes plantas (Carley & Watson,
1968.), levando a conclusdo semelhante de que a questao inibicdo ou estimulo irdo
variar de acordo com a espécie, concentragao e periodo da vida da planta em que o
bioestimulante foi utilizado.

Vale ressaltar que o uso recorrente dos quimicos gerou um grande acumulo
de substancias téxicas nos solos. Esses compostos sdo absorvidos pelas plantas,
que sao ingeridas pelos seres humanos, e ao serem absorvidos, podem causar
problemas de saude crénicos (Silva, 2015). Por outro lado, o biofertilizante a base de
algas nao possui esse tipo de problematica, e, portanto, seu impacto ambiental é
baixo, além de fornecer nutrientes regularmente oriundos da decomposi¢cdo da
matéria organica (Sandoval, Villorin e Gonzalez, 2017). Entretanto, alguns aspectos
ainda sdo melhores se analisados a partir do fertilizante quimico. Por exemplo, nos
estudos de Sandoval, Villorin e Gonzalez, em 2017, a planta tratada com fertilizante
quimico teve maior tamanho em suas estruturas do que as tratadas com o algal, isso
devido a presencga maior de nitrogénio em compostos no fertilizante quimico. Em
outros estudos, por exemplo, o arroz foi alvo de um estudo semelhante na india por
Singh et al; 2015, onde aplicou-se extrato de Kappaphycus alvarezii durante todas
as fases de crescimento da planta, e o resultado foi positivo, produzindo mais graos,
inflorescéncias e melhorando o custo beneficio da plantagdo. Um mesmo teste, mas
com tubérculos de batata, obteve resultados semelhantes em melhoria vegetativa
(Pramanick et al; 2017).

Dito isso, abre-se a necessidade de entender cada vez mais como esses

bioestimulantes podem agir em diferentes espécies, e em diferentes estagios de vida
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da planta, principalmente as de interesse econémico, buscando o0 mesmo aumento
da produtividade concedido pelo fertilizante quimico, mas sem os impactos

ambientais do mesmo.

1.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do extrato liquido de Kappaphycus alvarezzi sobre a
germinagao e o crescimento vegetativo de espécies de importancia econdmica ao

longo de dez dias.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito do extrato de K. alvarezzi sobre a germinagado das
sementes;

e Analisar o efeito do extrato sobre o crescimento da radicula;
surgimento e desenvolvimento das partes aéreas e aparecimento do
cotilédone;

e Estimar qual faixa de concentracao sera 6tima para cada espécie.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 Area de Estudo

O estudo aconteceu nas dependéncias do Departamento de Boténica da
Universidade Federal de Santa Catarina, em Florianépolis; nas coordenadas 27 ° 36’
Sul e 48° 31’ Oeste. O experimento foi realizado em laboratério, de forma que as
condigbes como luminosidade, umidade e temperatura foram controladas. O
experimento iniciou-se no inverno do hemisfério sul de 2022, no fim do més de
agosto, e o crescimento vegetativo foi acompanhado durante dez dias, adicionando

o extrato apenas no inicio da germinagao.

2.1.2 Detalhamento do Extrato e Aplicagao

O extrato liquido de Kappaphycus alvarezzi ja se encontrava disponivel no
Laboratério de Ficologia, no Departamento de Botanica no mesmo local do
experimento, doado pelo produtor de algas Ruy Wolf, feito através da maceragao da
alga em liquidificador para extragéo liquida dos componentes (Zanella et al., 2022) e
em seguida o produto foi colocado sob uma prensa hidraulica para extragao total. O
extrato estava na concentracdo de 100%, e através deste fez-se os calculos de
diluicbes em agua destilada para a produgdo de concentracbes mais baixas
buscando melhores resultados (Babu & Rengasamy, 2012). Foram utilizadas cinco
concentracdes diferentes, mais o controle, totalizando seis diferentes cenarios. As
concentragcbes abordadas foram definidas com a letra “C” da seguinte forma: C1 =
20%; C2 = 10%; C3 = 7,5%; C2 = 5%; C1= 2,5%; Co (Controle) = 0% (agua
destilada).

As espécies estudadas foram: alface (Lactuca sativa), racula (Eruca sativa),
cenoura (Daucus carota), beterraba (Beta vulgaris), morango (Fragaria ananassa) e
manjericao shanti (Ocimum basilicum). O protocolo de germinagao foi igual para
todas as espécies de acordo com estudos passados (Araujo et al., 2007; Ramos,
2023; Morelatto, 2019) com pequenas alteragdes: Foram feitas cinco réplicas de
cada germinagao para cada concentragao de extrato, totalizando 30 réplicas. A
germinagao aconteceu dispondo dez sementes (para 5 das 6 espécies); e 6

sementes (no caso da Beterraba, devido ao tamanho da mesma ndo comportar 10
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no espago destinado) em placas de Petri esterilizadas (manipuladas com pinga
previamente esterilizada com alcool) sob um par de papel filtro qualitativo 80g (Unifil
— 12,5 cm diametro), assim como feito em outros estudos com germinacao (Gabriel
et al., 2002; Carley & Watson, 1968). O papel filtro foi previamente dividido em 6
partes semelhantes para que as espécies fiquem separadas e possam ser

analisadas individualmente conforme na Figura 1.

Figura 1: placas de Petri com as divisdes para a germinagédo das sementes,
assim como a distribuicdo das mesmas.

Fonte: elaborado pelo autor

Cada uma das placas foi banhada com 10mL de solugéo de extrato (de C1 a
C5) ou 10mL de agua destilada (para o CO — controle) aplicados via pipeta — 10 mL.
As placas foram vedadas com papel plastico para evitar desidratacédo, e germinadas
em camara de cultivo escura (Figura 2-b); separadas em bandejas e colocadas em
prateleiras conforme a Figura 2-a, a temperatura ambiente (25° C). As sementes
utiizadas foram de microverdes, 100% naturais, livres de agrotoxicos e
transgénicos; da marca ISLA — Multi. A validade e viabilidade das sementes foram

checadas e atestadas de acordo com o fabricante.
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Figura 2: (a) prateleiras para germinagao das sementes;
(b) entrada da camara de cultivo com porta vedada;
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PROIBIDO A ENTRADA DE PESSOAS NAO AUTORIZADAS

Fonte: elaborado pelo autor

Cada placa de Petri foi rotulada de acordo com a concentragao
aplicada, e a numeragéo da réplica para organizagdo. Em trés momentos, as
placas de Petri eram retiradas da camara de cultivo, e o plastico removido
para a captura das imagens, e em seguida substituido por outro para manter
a vedacao completa. A manipulacéao foi feita com extremo cuidado para evitar
qualquer tipo de contaminacdo que interferisse no desenvolvimento das

mesmas, e um exemplo de resultado da imagem pode ser visto na Figura 3.

Figura 3: exemplo de fotografia para analise da germinacao. Neste caso, na
concentragao de C2 = 10%, réplica 1.

Fonte: elaborado pelo autor



21

As placas eram retiradas apenas para fotografia e em seguida colocadas
novamente sob as mesmas condi¢des até que os dez dias de germinagao fossem

concluidos.

2.1.3 Medidas e Observagoes

Durante o crescimento, as plantas foram analisadas seguindo as Regras
para Analise de Sementes de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, 2009, em quatro momentos diferentes: um dia apds o inicio da
germinacgao; quatro dias; sete dias e dez dias respectivamente, para que todas as
espécies tivessem tempo de germinar e apresentar os primeiros componentes a
serem estudados. Para avaliacdo do efeito do extrato de K. alvarezzi foram
analisados aspectos como numero de germinagdes, o comprimento médio da
radicula entre todas as plantas de mesma espécie; o numero de plantas que tiveram
o surgimento da parte aérea; a média do comprimento da parte aérea, e por fim se
houve ou ndo a aparicdo do cotilédone conforme outros estudos com a mesma
tratativa (Ramos, 2022; Silva & Silva, 2021; Rover, 2021; Morelatto, 2019). A medida
tanto da primeira raiz como do primeiro caule também foi feita conforme Kavipriya e
Boominathan, 2018 em seu trabalho com tomates, usando extrato da mesma alga.

Foram avaliados o numero de germinagdes por espécie, por concentragéo e
por réplica para comparagao. Para a realizacdo das medi¢gdes, em cada dia de
andlise, as placas foram abertas utilizando luvas de borracha para evitar
contaminagdao das sementes, e manipuladas com pingca previamente esterilizada
com alcool 70%. De modo a evitar que as sementes fossem muito manipuladas e
visando diminuir o impacto sobre o crescimento das mesmas, utilizou-se uma
camera fotografica para captura de imagens de cada um dos cenarios.

Apos os dez dias de germinagdo, cada placa foi aberta novamente, uma
ultima foto foi capturada para cada uma das amostragens e descartou-se as plantas
e o papel filtro. As imagens foram analisadas pelo software ImagedJ ver. 1.53T, um
programa de livre acesso que permite analisar e processar imagens (Hartig et al.,
2013). As configuragbes para as medidas foram feitas utilizando a ferramenta de
“freehand lines” do préprio Imaged, permitindo que as partes morfolégicas fossem
contornadas e medidas livremente (Hartig et al., 2013).

Foi necessario ajustar a escala para que o tamanho da linha tragada em
pixels correspondesse a métrica desejada (centimetros), e para isso o Imaged
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fornece essa ferramenta através do menu superior em “Analyze”, e em “Set Scale”
(Hartig et al., 2013). Utilizou-se uma imagem base de uma régua para que a linha
fosse tracada em pixels simbolizando um centimetro, e dada as propor¢des da
imagem, e também visando diminuir ao maximo os erros de fotos proximas e
afastadas, encontrou-se a métrica de 200 pixels correspondendo a 1 centimetro.
Assim sendo, repetiu-se o procedimento para cada individuo de cada
espécie, contornando o aspecto morfolégico com a linha, e em seguida o proprio
software conferindo a medida do tamanho desta linha em pixels e em centimetros,
como demonstrado na Figura 4 para a medida da radicula de uma das plantas de

Beterraba.

Figura 4: Exemplo de medida de radicula de Beterraba;
Na pequena janela Results, a coluna Length representa o tamanho em centimetros
(cm)
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Fonte: Imaged; imagem obtida pelo autor com Ferramenta de Captura — Microsoft Windows

Para analise comparativa dos comprimentos, foi necessario calcular a
meédia aritmética das medidas de todos os individuos de cada espécie tanto para a
radicula quanto para a parte aérea, utilizando o numero inicial de sementes como
total para o calculo (dez), e ndo o numero de sementes germinadas (variavel). Para
o primeiro e ultimo dia analise, foram feitas tabelas no Microsoft Excel com 8
colunas: espécie; concentragdo; réplica; numero de germinagdes; meédia do
comprimento da radicula em centimetros (cm); numero de surgimentos de parte
aérea; média do comprimento da parte aérea (cm) e quantos cotilédones surgiram
por concentracao, para cada espécie. As linhas foram divididas por espécie, a cada

concentragéo.
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2.1.4 Analises Estatisticas

Apo6s a montagem das tabelas para cada espécie, os calculos estatisticos
foram feitos através do software Statistica versdo 7.0. Para isso, adicionou-se a
tabela ao software de modo que a primeira linha fosse reconhecida como o
cabecalho, a partir disso realizou-se o teste estatistico de ANOVA (Analise de
Variancia) unidirecional para as analises com uma unica variavel dependente
categorica (fator), e o teste fatorial ANOVA para analisar os efeitos interativos de
ordem superior de multiplas variaveis independentes categoricas (fatores) (Statistica
7.0, eletronic manual, 1984-2004). Primeiramente, foi realizado o teste de
significancia com a opcéao “All effects” do teste de ANOVA, de acordo com o retorno
do valor de “p”, identifica-se se houveram ou nao diferencas significativas com
aquelas variaveis. Caso o fator concentragao x dia demonstrava-se sem diferencas
significativas (p > 0,05), e o fator concentracao apresentasse diferengas notaveis (p
< 0,05), alterava-se para a analise unidirecional utilizando apenas o fator
concentragéo, e caso nenhuma variavel independente (concentragéo; concentragao
x dia) demonstrasse diferengas significativas, a analise era interrompida, pois os
testes estatisticos necessitam dessa significancia.

Para as analises com p < 0,05, realizou-se o teste pressuposto de
homogeneidade das variaveis com a estatistica de Cochran C., estatistica F-max
Hartley, e o teste chi-quadrado de Bartlett através do préprio teste de ANOVA em
“‘more results; homogeneity of variances/covariances; Cochran C., Hartley, Bartlett”
(Statistica 7.0, eletronic manual, 1984-2004). Em seguida foi feito o teste a posteriori
de Newman-Keuls para comparagdo entre cada fator, sendo que todos os
pressupostos foram verificados. Por ultimo, foi feita a analise descritivas das
estatisticas pelo ANOVA para montagem dos graficos através do Microsoft Excel,

utilizando os fatores que demonstraram alteragdes significativas.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Alface (Lactuca sativa)

As concentracbes C3 = 7.5% e C5 = 2.5% produziram estimulo na
germinagao; as diferentes concentragdo utilizadas produziram inibicdo do
desenvolvimento da radicula; C1 = 20% e C2 = 10% efeito inibitério no surgimento
da parte aérea no quinto dia de experimentacao; C1 inibiu o desenvolvimento da
parte aérea, enquanto C5 estimulou; e C3 e C5 estimularam o aparecimento do
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cotilédone, sendo estes processos dependentes do tempo, pois se maximizaram e
foram significativamente maior ao final dos 10 dias de experimentacao (Prancha de

Figuras 1, graficos A até E).

Prancha de Figuras 1: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
aparecimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e aparecimento do
cotilédone (E) de alface (Lactuca sativa. No eixo X estao as diferentes
concentragbes usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estao os 3
momentos de analise (1,2 e 3).
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Prancha de Figuras 1: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
aparecimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do surgimento do
cotilédone (E) de alface (Lactuca sativa). Em X estéo as diferentes concentracdes

usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estdo os 3 momentos de
analise (1,2 e 3).
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Prancha de Figuras 1: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
aparecimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do surgimento do
cotilédone (E) de alface (Lactuca sativa). Em X estéo as diferentes concentracdes

usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estdo os 3 momentos de

analise (1,2 e 3).
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2.2.2 Beterraba (Beta vulgaris)

Fonte: elaborado pelo autor

A concentragdo C1 = 20% produziu inibigdo na germinagdo, sendo este

processo dependente do tempo, pois se maximizou e foi significativamente diferente

ao final dos 10 dias de experimentagdo (Figura 5). As outras analises nao foram

significativas.
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Figura 5: Medias das germinacdes de beterraba (Beta vulgaris)
acompanhadas dos respectivos erros padroes. No canto superior direito, a tabela
dos valores de significancia (n= 5).
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2.2.3 Cenoura (Daucus carota)

A concentracdo C1 = 20% produziu inibicdo no desenvolvimento da radicula,
no desenvolvimento da parte aérea e no surgimento do cotilédone; sendo este
processo dependente do tempo, pois se maximizou e foi significativamente diferente
ao final dos 10 dias de experimentagcao (Prancha de Figuras 2, Graficos A até C). As

outras analises n&o foram significativas.
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Prancha de Figuras 2: Medidas da radicula (A); medidas da parte aérea (B)
e do aparecimento do cotilédone (C) de cenoura (Daucus carota). No eixo X estao
as diferentes concentragdes, e o controle (CO), e também os 3 momentos de analise

(1,2 e 3).
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Prancha de Figuras 2: Medidas da radicula (A); medidas da parte aérea (B)
e do aparecimento do cotilédone (C) de cenoura (Daucus carota). No eixo X estao
as diferentes concentragdes, e o controle (CO), e também os 3 momentos de andlise

(1,2 e 3).
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2.2.4 Manjericao (Ocimum basilicum)

A concentracdo C1 = 20% produziu inibicado no desenvolvimento da radicula,
e no surgimento da parte aérea; C3 = 7.5% e C5 = 2.5% estimularam o surgimento
da parte aérea; C1 e C2 = 10% inibiram o desenvolvimento da parte aérea, enquanto
C5 estimulou. Esses processos foram dependentes do tempo, sendo
significativamente diferentes ao final dos 10 dias de experimentagdo (Prancha de

Figuras 3, Graficos A até C).
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Prancha de Figuras 3: Medidas da radicula (A); surgimento da parte aérea
(B) e da medida da parte aérea (C) de manjericao shanti (Ocimum basilicum). No
eixo X estao as diferentes concentragdes, e o controle (CO).
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Prancha de Figuras 3: Medidas da radicula (A); surgimento da parte aérea
(B) e da medida da parte aérea (C) de manjericao shanti (Ocimum basilicum). No
eixo X estao as diferentes concentragdes, e o controle (CO).
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Fonte: elaborado pelo autor

2.2.5 Morango (Fragaria ananassa)

As concentragdes C1 = 20%, C2 = 10% e C4 = 5% produziram inibicao na
germinagao; C3 = 7.5% e C5 = 2.5% estimularam o surgimento da parte aérea; as
diferentes concentragdes utilizadas inibiram o desenvolvimento da radicula, o
surgimento da parte aérea, o desenvolvimento da parte aérea, e o surgimento do
cotilédone. Esses processos foram dependentes do tempo, sendo significativamente
diferentes ao final dos 10 dias de experimentagao (Prancha de Figuras 4, Graficos A
até E).
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Prancha de Figuras 4: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento do

cotilédone (E) de morango (Fragaria ananassa). No eixo X estao as diferentes

concentragdes, e o controle (CO).
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Prancha de Figuras 4: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento do

cotilédone (E) de morango (Fragaria ananassa). No eixo X estao as diferentes

concentragdes, e o controle (CO).
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Prancha de Figuras 4: Numero de germinagdes (A); medidas da radicula (B);
surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento do
cotilédone (E) de morango (Fragaria ananassa). No eixo X estao as diferentes
concentracgodes, e o controle (CO).
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2.2.6 Rucula (Eruca sativa)

A concentragcao C4 = 5% estimulou a germinagao, e o desenvolvimento da
parte aérea. C1 = 20% inibiu a germinagdo, o desenvolvimento da radicula, o
crescimento da parte aérea e a aparigdo do cotilédone (apenas no quinto dia de
experimentagdo para o ultimo). Esses processos foram dependentes do tempo,
maximizando-se e sendo significativamente diferentes ao final dos 10 dias de

experimentagao (Prancha de Figuras 5, Graficos A até E).
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Prancha de Figuras 5: Medias das germinagdes (A); medidas da radicula
(B); surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento
do cotilédone (E) de rucula (Eruca sativa). Em X estao as diferentes concentragdes
usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estdo os 3 momentos de
analise (1,2 e 3).
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Prancha de Figuras 5: Medias das germinagdes (A); medidas da radicula
(B); surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento
do cotilédone (E) de rucula (Eruca sativa). Em X estao as diferentes concentragoes
usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estdao os 3 momentos de

analise (1,2 e 3).
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Prancha de Figuras 5: Medias das germinagdes (A); medidas da radicula
(B); surgimento da parte aérea (C); medidas da parte aérea (D) e do aparecimento
do cotilédone (E) de rucula (Eruca sativa). Em X estao as diferentes concentragoes
usadas, e o controle (CO), em alguns graficos como o (B), estdo os 3 momentos de
analise (1,2 e 3).
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2.3 DISCUSSAO

Nossos resultados corroboram a literatura disponivel e reforcam que K.
alvarezii, assim com outras as algas marinhas, pode ser utilizado como
bioestimulante para diferentes espécies (Campos et al., 2022, Ingle et al, 2018).
Verificou-se que a aplicagado do extrato, especialmente nas menores concentracoes
afetou positivamente o desenvolvimento e crescimento das hortaligas avaliadas.
Eles funcionaram como estimulantes liquidos, e conforme descrito na literatura
(Panda et al. 2022), por serem ricos em horménios vegetais, ou por efeito
alelopatico. Os beneficios podem também estar relacionados aos polissacarideos de
parede que apresentaram efeito estimulante no crescimento das raizes e ativaram
os mecanismos de defesa das plantas. Acreditamos, portanto, que a aplicacao
destes produtos derivados de algas pode ser integrada a agricultura orgénica e
familiar estimulando uma agricultura sustentavel e socioambientalmente

responsavel.
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Por possuir giberelina em sua composicao (Zodape et al, 2009), era
esperado que o extrato tivesse efeito estimulante na germinacdo nas diferentes
concentragcdes, mas s6 ocorreram em C3 = 7.5% e C5 = 2.5% para alface, e em C4
= 5% para rucula, indicando que o extrato pode agir na velocidade de germinagéo,
ao invés do numero de germinagdes, sendo necessario estudos mais aprofundados
para sustentar essa hipdtese. Entretanto, esse resultado pode ter relagdo com as
faixas de concentracbes utilizadas que foram muito altas, uma vez que
concentracdées menores do que 2.5% como 0,02%; 0,05%; 0,2%; 1%; 2% e 5%
indicaram melhoria da germinacdo em alface, em um experimento com dois
bioestimulantes, sendo um deles a base de Kappaphycus alvarezzi, germinadas em
papel filtro semelhante a este estudo (Ramos, 2023). Para o desenvolvimento da
radicula, esperava-se estimulo por causa da presenga de auxina e citocininas no
extrato (Zodape et al., 2009), com ressalvas de que esses efeitos podem nao ser
necessariamente hormonais, mas por reagao com algum outro composto presente
no extrato ou por efeito alelopatico. Ndo houve estimulo em nenhuma espécie
estudada, e a maioria sofreu inibicdo na questdo do desenvolvimento da radicula
(principalmente por C1 = 20%), isso pode ter ocorrido por causa da estrutura do
horménio em algas ser diferentes daquelas em plantas, ou por causa dos niveis de
auxina e citocinina fora do ideal (Ramos, 2023).

Para o surgimento e desenvolvimento da parte aérea, vemos que C1 = 20%
inibe na maioria das amostras, e isso pode ter sido por causa dos valores elevados
de citocinina que atrapalharam o crescimento vegetativo, ou por estresse osmotico
(Silva & Silva, 2020; Ramos, 2023; Rover, 2020). Apenas C5 = 2.5% estimulou o
crescimento em alface, e C4 = 5% em rucula, provavelmente pelos mesmos motivos
citados anteriormente (Ramos, 2023). Os resultados foram semelhantes a um
estudo de germinacao de hortalicas com bioestimulantes a base de Ascophyllum
nodosum e Solieria filiformes (esta ultima sendo também uma alga vermelha assim
como Kappaphycus alvarezzi), germinadas em placa de petri, onde apenas a
concentragéo de 4 ml L foi efetiva no tratamento para rucula (Morelatto, 2019). Por
fim, para o cotilédone, é observado efeito estimulante apenas para alface (C3 =
7.5% e C5 = 2.5%).

Das concentracdes aplicadas, a concentragcdo C5 = 2.5% foi a que mais
causou efeitos estimulantes em diferentes espécies, e geralmente estava

acompanhada da concentracdo C3 = 7.5% (alface, manjericdio e morango),
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enquanto C4 = 5% teve mesmo efeito, porém apenas em rucula. Esses resultados
variados de estimulo corroboram com os estudos de que os bioestimulantes podem
causar efeitos diferentes dependendo da concentracdo; da espécie de planta; e do
estagio de vida em que foi utilizado (Anisimov et al., 2013; Rover, 2020). Os
resultados mais expressivos para C5 = 2,5% foram relacionados a parte aérea das
plantas, indicando que nessa concentragido, esse efeito pode ser explicado por
causa da quantidade proxima a ideal de citocininas, horménio responsavel pelo
auxilio ao crescimento do caule (Ramos, 2023). Além disso, o baixo numero de
resultados significativamente estimulantes pode estar relacionado com o fato de que
o crescimento em laboratério e as condigdes favoraveis com que o estudo foi feito
nao abram espaco para que o bioestimulante possa exercer o efeito desejado, tendo
em vista que muitos produtos desse tipo tém sua eficacia comprovada em condi¢des
consideradas desfavoraveis para a planta (Ramos, 2023). Vale ressaltar que o
método de extracdo influencia, e cada extrato pode ter caracteristicas diferentes
dependendo da forma de produgé&o e armazenamento (Battacharyya et al., 2015).

Por outro lado, devemos reforcar que a concentragdgo C1 (= 20%)
apresentou uma forte tendéncia em inibir o desenvolvimento geral da semente
desde os estagios iniciais em todas as espécies estudadas, acompanhada em
seguida por C2 = 10% (alface, manjericdo e morango). Esse resultado era esperado,
provavelmente devido as concentragdes muito altas do extrato que causam efeito
inibitorio, oriundos do efeito téxico de niveis elevados de alguns fito-hormbnios
(Ramos, 2023), ou devido a varios fatores relacionados as diferentes substancias
presentes no extrato (Tabela 1), até mesmo expressao e repressdo de genes e
desbalango hormonal causado pelas altas concentracdes, e até estresse osmotico
causado pela condutividade do extrato (Silva & Silva, 2020).

Vale ressaltar que as concentragcdes mais baixas C3, C4 e C5 apresentaram
potencial em induzir a germinagdo e desenvolvimento em trés das seis espécies
estudadas, indicando que o extrato é efetivo nessas condigdes, assim como
sugerido em outros estudos (Babu & Rengasamy, 2012; Shukla et al., 2023), nesses
trabalhos, além de analisar aspectos semelhantes, também comprovaram a eficacia
dos componentes bioquimicos e pigmentagdo em arroz, amendoim e pimenta (Babu
& Rengasamy, 2012), mecanismos baseados no desenvolvimento do cotilédone,
como aumento da clorofila e carotenoides, e também mecanismos em nivel de

metabolismo, divisdo celular e aspectos fisiolégicos (Shuka et al., 2023).
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Concentragdes ligeiramente maiores como C3 = 7.5% podem ter efeitos melhores e
semelhantes a C1 e C2, se utilizada em conjunto com a quantidade certa de
fertilizante (Pramanick et al; 2017).

3. CONCLUSAO

O extrato de Kappaphycus alvarezii deve possuir em sua composi¢cao as
substancias descritas por Zodape et al., 2009 e demonstradas na Tabela 1, porém
estando sujeito a diferengas de acordo com o método de extragdo, armazenamento,
e época de recolhimento das algas. Enquanto, de acordo com os resultados obtidos,
o efeito do extrato (inibicdo ou estimulo) depende da espécie, do momento da fase
da planta em que é aplicado, e da concentracdo. Outros fatores influenciaveis
devem ser analisados em estudos futuros.

E possivel que neste extrato do estudo ha a presenca de fito-horménios
(giberelina; auxinas e citocininas) que auxiliaram na germinagao e seus parametros,
principalmente pelos resultados da concentragcdo C5, C3 e C4 que estimularam o
desenvolvimento de algumas espécies. Além disso, é possivel que os resultados
sejam devido ao efeito alelopatico pela presencga de varias espécies em uma mesma
placa de Petri. Somado a isso, a inibicdo causada por C1 pode ser por altas
concentracdes de fito-hormdnios; outras substancias presentes no extrato, e por isso
recomenda-se a filtracdo ou centrifugacdo do extrato para torna-lo translucido,
evitando particulas em suspensdo; dado o fato da inibicdo quase generalizada
causada provavelmente pelo excesso de hormbnios vegetais em altas
concentragbes causando toxicidade ou desbalangco hormonal. Os efeitos
bioestimulantes e biofertilizantes sdo melhores avaliados em plantas ja
desenvolvidas que necessitam desse auxilio externamente, pois os embrides
nutrem-se mais pelas reservas do cotilédone, e com isso o teste com o extrato
podera demonstrar melhores resultados em fases de vida posteriores da planta.

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que a faixa ideal de aplicagao
do extrato de K. alvarezii esta entre 5% e valores proximos de 0 (controle), tendo em
vista que os resultados mais expressivos para estimulo foram dentro deste intervalo,
enquanto concentragdes de até 10% costumam nao ter efeito significativo, e acima

deste valor, efeito inibitorio.



41

Em relacdo ao efeito estimulante, para alface, conclui-se que o
bioestimulante deve ser aplicado para melhoria da germinacdo e de seus
parametros, sendo que os efeitos mais expressivos sao alcangados nas fases finais
da germinagdo. Em beterraba e cenoura, estudos mais aprofundados sao
necessarios para entender a interacédo desta planta com o extrato. Em manjericao, o
extrato deve ser aplicado esperando melhorias na germinagcao e desenvolvimento
inicial da parte aérea, sendo que os efeitos s6 serdo observados nas fases finais da
germinagdo. Para morango, estudos mais aprofundados s&o necessarios devido ao
tempo de germinagao ser maior. Por fim, para rucula espera-se efeito estimulante no
desenvolvimento da radicula e das partes aéreas.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que mais estudos sao
necessarios para identificar como os bioestimulantes a base de macroalgas podem
afetar e interagir com as diferentes espécies de plantas de interesse econdémico,
principalmente em concentragdes mais baixas entre 5% e valores préximos de zero
como 0,1% ou 0,01%, assim como em concentragcdes proximas de C3 acompanhada
do fertilizante. E recomendado também a analise em diferentes estagios da planta,
como em fases jovens envasadas, e em cultivos em campo, como demonstrado em
outros estudos com extrato de Kappaphycus alvarezii, principalmente por terem o
real potencial de auxiliar na problematica da agricultura e da crise climatica do

mundo atual por seu efeito semelhante ao de fertilizantes e estimulantes quimicos.
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