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RESUMO

Nos Ultimos anos, 0 interesse em extratos de algas como
promotores de crescimento e bioestimulantes em culturas agricolas, tem
aumentado acentuadamente. Entre as algas marinhas, a mais comumente
utilizada para essa finalidade é a parda Ascophyllum nodosum. Neste
trabalho foram aplicadas técnicas analiticas tipicas da metabol6mica, na
investigacdo de efeitos bioestimulantes de extratos alcalinos das algas
pardas Sargassum cymosum, de clima tropical e subtropical e A.
nodosum, de ocorréncia em clima temperado, usando como modelo
agricola plantas de arroz de pericarpos preto (variedade Onix), vermelho
(Rubi) e branco (Marques e EPAGRI106), avaliados por suas sementes,
folhas e grdos. Os extratos de S. cymosum e A. nodosum foram
formulados a base de KOH 1,5 M. Cinquenta sementes de arroz de trés
das quatro variedades foram dispostas em papéis Germitest® e
pulverizadas com 2,5 vezes (o0 equivalente da massa seca do papel) de
agua destilada (controle) ou extratos das algas marinhas (nas
concentragdes de 0,1, 0,5, 0,75 e 1,0 g L™") em quatro repeticdes para
cada tratamento. As sementes foram mantidas em cadmara de germinacéo
por 7 dias a 25°C em fotoperiodo de 12 horas e medidos taxa de
germinacgdo e comprimento de plantulas. Plantulas das sementes de arroz
tratadas com extratos de S. cymosum a 0,759 L™ e 0,59 L™ e de A.
nodosum a 0,75g L™ tiveram taxas de crescimento maiores (p <0,05) em
relacdo as do controle. A maior concentragdo de extrato de A. nodosum
(1,0 g L™ foi inibitéria para o crescimento radicular de plantulas nas
trés variedades e o extrato de S. cymosum, na mesma concentragao, para
Rubi e Marques. Os resultados mostraram destaque no efeito
estimulante dos extratos de algas marinhas sobre o crescimento
principalmente em plantulas do arroz preto nas menores concentracées,
com desempenho superior de S. cymosum. Plantas de arroz das quatro
variedades estudadas, foram tratadas por aspersdo foliar com extratos a
0,59 L™ (concentracdo T1 — extrato de A. nodusum; T2 — extrato de S.
cymosum) ou com agua destilada (T3 — controle) ao longo de trés ciclos
da cultura em experimentos implantados nos anos de 2015 e 2016.
Folhas e gréos foram coletados, para analises bioquimicas e
espectroscopicas. Amostras das folhas e gréos e dos extratos de algas,
foram analisados, através de ferramentas analiticas (espectrofotometria
de UV-visivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia- CLAE,
espectroscopia de infravermelho distante FT-IR e préoximo — NIR, e
espectrometria - RMN e massas por MALDI-TOF) e quimiométricas,
gerando conjuntos de informagdes que, cruzadas, permitiram inferéncias



como a similaridade de efeitos dos dois extratos, nos arrozes, e a
detec¢do de perfis bioquimicos muito semelhantes entre os extratos das
duas algas. Considerando que A. nodosum ja tem os atributos bastante
estudados e estabelecidos na bioestimulagdo e nutricdo de plantas de
importdncia comercial, tais resultados forneceram informacdes
relevantes para o uso da alga tropical S. cymosum para este fim.

Palavras-chave: Algas pardas. Bioestimulantes. Oryza sativa



ABSTRACT

In recent years, interest in algae extracts as growth promoters and
biostimulants in agricultural crops has increased sharply. Among marine
algae, the most commonly used for this purpose is the brown
Ascophyllum nodosum. In this work, typical analytical techniques of the
metabolomics were applied in the investigation of the biostimulating
effects of alkaline extracts of brown seaweed Sargassum cymosum,
tropical and subtropical seaweed, and A. nodosum, temperate algae,
using as a model rice plants of the varieties Onix (black pericarp), Rubi
(red pericarp), Marques and EPAGRI106 (white pericarp), in seeds,
leaves and grains. The extracts of S. cymosum and A. nodosum were
formulated with 1.5 M KOH. Fifty rice seeds of three of the four
varieties were arranged in Germitest® papers and sprayed 2.5 times (the
dry mass equivalent of paper) of distilled water (control) or seaweed
extracts (at concentrations of 0.1, 0.5, 0.75 and 1.0 g L™ in four
replicates for each treatment. The seeds were kept in germination
chamber for 7 days at 25 ° C in photoperiod of 12 hours and measured
germination rate and seedling length. Rice seedlings treated with
extracts of S. cymosum at 0.75g L™ and 0.5g L™ and A. nodosum at
0.75g L™ had higher growth rates (p <0.05) in relation to the control
group. The highest concentration of A. nodosum extract (1.0 g L™) was
inhibitory to the growth of the seedlings in the three varieties and the S.
cymosum extract, in the same concentration, for Rubi and Marques. The
results showed a prominent effect on the stimulating effect of seaweed
extracts on growth, especially in black rice seedlings at the lowest
concentrations, with better performance of S. cymosum. In another
experiment, rice plants of the four varieties studied were treated by leaf
spraying with 0.5g L™ extracts (concentration T1 - extract of A.
nodosum; T2 - extract of S. cymosum) or with distilled water (T3 -
control) over three crop cycles in experiments implanted in the years
2015 and 2016. Leaves and grains were collected for biochemical and
spectroscopic analyzes. Samples of the leaves and grains and algal
extracts were analyzed using analytical tools (UV-visible
spectrophotometry, high performance liquid chromatography-CLAE,
FT-IR far infrared spectroscopy, and near-infrared infrared spectroscopy
- NIR, and NMR-mass spectrometry by MALDI-TOF) and
chemometrics, generating sets of information that, in cross-section,
allowed inferences such as the similarity of effects of the two extracts in
the rice fields and the detection of very similar biochemical profiles
between the extracts of the two algae. Considering that A. nodosum



already has the attributes well studied and established in the
biostimulation and nutrition of plants of commercial importance, these
results provided relevant information for the use of S. cymosum tropical
algae for this purpose.

Keywords: Brown seaweed. Biostimulants. Oryza sativa
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APRESENTAGAO DA TESE

Esta tese estd dividida em cinco capitulos e os topicos estdo
distribuidos da seguinte maneira:
No capitulo | se encontram a Introducdo geral, 0s objetivos e material e
métodos. No capitulo Il encontra-se 0 primeiro experimento,
descrevendo o0s ensaios de uso de extratos das algas pardas Ascophyllum
nodosum e Sargassum cymosum aplicados a germinacdo de sementes de
arroz ao longo dos estadios p6s-germinacéo.

Com base nos resultados de um ensaio piloto e dos ensaios com
sementes (capitulo Il), selecionou-se a concentracdo de determinagdo
dos efeitos bioestimulantes de aplicacdes foliares em plantas de arroz.
Para isso foram implantados e conduzidos trés experimentos (capitulo
I1), em trés safras da cultura. O primeiro experimento consistiu em
cultivo com aplicacdo dos extratos e obtencdo de biomassa ao longo do
periodo vegetativo das plantas, enquanto no segundo e terceiro ensaios,
que consistiram em conducdo da cultura por duas safras completas,
foram coletadas amostras de biomassas nos estadios vegetativos e de
grdos. As analises do material vegetativo coletado nos trés experimentos
a campo consistiram em deteccdo, quantificacdo e/ou identificagdo de
compostos dos metabolismos primario e secundario, com suporte de
técnicas quimiomeétricas.

No capitulo IV foram aplicadas técnicas analiticas na determinacéao
dos perfis metabdlicos de grdos coletados das plantas tratadas nos
experimentos 2 e 3. As andlises consideraram a identificacdo e
quantificacdo de compostos do metabolismo primério e secundario, bem
como a determinac&o da atividade antioxidante de extratos dos gréos.

O capitulo V consiste nas consideracdes finais do trabalho,
referéncias bibliograficas.

Como apéndice, um esquema descritivo das atividades realizadas
durante a tese.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As possibilidades biotecnoldgicas contidas em ambientes
aquaticos tém sido objeto de interesse crescente em diversos ramos da
area cientifica. Organismos com destaque nesses ambientes sdo as
macroalgas marinhas, que tém atraido a atencdo como fonte de compostos
bioativos com efetiva aplicagdo na alimentacdo, producdo de
farmoquimicos ou biofertilizantes, ou mesmo ao monitoramento
ambiental (ANDRADE et. al. 2010; PILATTI et al. 2016). O dominio na
producdo e exploragdo de produtos oriundos de algas marinhas para
processamento esta em paises como China e Japdo, que sdo, atualmente,
0s principais produtores, seguidos dos EUA, Canada e Noruega. No
Brasil, no tocante & exploragdo de espécies com fins comerciais, observa-
se que a atividade vem crescendo significativamente com a coleta de
algas vermelhas dos géneros Gracilaria e Hypnea no litoral do Nordeste,
notadamente na faixa litordnea dos Estados do Ceard e Paraiba
(VIDOTTI E ROLLEMBERG, 2004).

Na area agricola, algas marinhas, usadas in natura ha milhares de
anos como fertilizantes, tém gerado crescente interesse, principalmente a
formulagdo de extratos e obtencdo de compostos reguladores de
crescimento e bioestimulantes, em cultivos de importdncia comercial
como de uva, cevada, trigo, espinafre, tomate, pepino e soja (KHAN et al.
2009; KOK, 2010; SIVASANKARI et al. 2006). Representantes de algas
de todas as classes tém sido estudados e usados na aplicacdo para
crescimento, desenvolvimento e inducéo de defesa em plantas.

Usualmente os estudos para o desenvolvimento de produtos
comerciais funcionais tém sido focados em algas marinhas de ambientes
temperados frios, produtoras de grandes quantidades de biomassa.
Contudo, algas marinhas tropicais, a despeito da menor produgdo em
termos de biomassa, tém chamado atencdo por seu potencial como fonte
de compostos bioativos. Assim, este trabalho considerou o estudo do
potencial de uso das biomassas das duas algas pardas, Ascophyllum
nodosum e Sargassum cymosum, de climas temperado e tropical,
respectivamente, como fontes viadveis a aplicacdo na area agricola.
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1.1 ALGAS

Nas diferentes areas que constituem o ambiente marinho
encontram-se grande parte dos organismos existentes no planeta, entre 0s
quais as algas em sua diversidade. Fundamentalmente aquaticas, as algas
sdo organismos com capacidade de habitar todos os meios que lhes
fornecam umidade e luz suficientes, sejam temporarias ou permanentes.
Encontradas em aguas doces, agua do mar, sobre solos imidos ou mesmo
sobre a neve, sejam elas uni- ou pluricelulares, as algas sdo capazes de
retirar do meio onde se encontram, todos 0s nutrientes de que necessitam.
Sdo seres fotossintetizantes, cujos representantes distribuem-se desde
organismos plancténicos (MCQUATTERS-GOLLOP et al. 2011), até
espécimes que podem atingir grandes proporcles, e.g., as pardas da
ordem Laminariales. As macroalgas (algas bentbnicas), espécies que
vivem em relagdo intima com substratos no ambiente marinho, s&o
constituintes fundamentais dos ecossistemas marinhos, na formacdo de
comunidades dos costdes, de ambientes de forrageamento, desova e até
mesmo habitat de inGmeras espécies de peixes juvenis e de outros
organismos, inclusive algas. Esses ambientes sdo zonas entremarés,
locais de fortes interacOes bioldgicas e condigdes abidticas extremas.

Como estratégia de defesa e de sobrevivéncia nesses ambientes
altamente competitivos, as algas benténicas sdo dotadas de estruturas e da
capacidade de producdo de variado nimero de compostos metabolicos
(TORRES et al. 2008; RAMLOV, 2011). Grande parte desses compostos,
como esteroides, acidos graxos, polissacarideos, pigmentos, aminoacidos
tipo micosporinas, compostos halogenados e toxinas, sdo potencialmente
importantes economicamente (HOLDT and KRAAN, 2011).

Os organismos bent6nicos e seus produtos sdo assim, 0s mais
explorados antropicamente. Macroalgas, representantes dos filos
Chlorophyta (verdes), Rhodophyta (vermelhas) e Ochrophyta (pardas)
sdo usadas in natura ou processadas a alimentacdo animal ou humana, na
forma de espessantes e estabilizantes em alimentos como sorvetes, doces,
cremes, molhos e derivados de carne; matérias-primas na elaboracdo de
medicamentos, combustiveis e cosméticos, por exemplo. Neste contexto,
destacam-se compostos bioativos e polimeros, como os ficocoloides &gar-
agar, acido alginico e carragenana, principais constituintes das paredes
celulares de algas verdes, pardas e vermelhas, de uso corrente pela
indastria  (DHARGALKAR & PEREIRA, 2005; GAMAL, 2010;
TEIXEIRA, 2013).



1.1.1 Algas na agricultura

Nas Ultimas décadas tem crescido o interesse no processamento
de algas para uso na area agricola, baseado em seus valiosos constituintes
guimicos, muitos dos quais com multipla bioatividade (STENGEL et al.
2011; VIDOTTI E ROLLEMBERG, 2004).

Correntes contrdrias as praticas da Revolucao Verde (movimento
tecnol6gico que, em linhas gerais, proporcionou maior eficiéncia na
producdo agricola tendo como uma das bases o uso intensivo de
agroquimicos — fertilizantes e pesticidas), tém se destacado nas Ultimas
décadas (ALBERGONI E PELAEZ, 2007). A demanda crescente por
alimentos e inevitdveis impactos ambientais globais causados pela
conversdo de ecossistemas naturais em agricultura, remetem a reflexdo
para atitudes, técnicas de manejo e produtos, alternativos aos praticados
atualmente, buscando reduzir a simplificacdo de ecossistemas e controle
da expansdo agricola (TILMAN et al. 2002; ALBERGONI & PELAEZ
2007). Assim, na producdo agricola moderna tem-se buscado préaticas de
manejo e conjunto de moléculas que reduzam ou substituam fertilizantes
sintéticos, diminuindo os impactos ambientais e a salde, sem perda de
produtividade. Para esse fim, cabe destacar os compostos de origem
organica que atuam como biofertilizantes ou bioestimulantes no
crescimento e desenvolvimento vegetal (GARCIA-FRAILE et al. 2015;
CALVO etal., 2014).

Uma vasta gama de compostos e estruturas sdo atribuidos as
macroalgas, gerando produtos cujas formulagfes tém efeitos em todos os
estadios fisioldgicos das plantas, em substituicdo parcial aos produtos
sintéticos convencionais em diversas culturas, e.g., uva, cevada, trigo,
feijoes, espinafre, tomate e pimentdo (ARTHUR et al. 2003). A aplicacéo
de extratos de algas marinhas como fonte de nutrientes vegetais pode
reduzir o uso e, consequentemente, o impacto causado por fertilizantes
guimicos convencionais tanto do ponto de vista ambiental, sobre a flora e
fauna do solo por exemplo, quanto econdmico (PIMENTAL et al. 2005;

CRAIGIE, 2011; LECHENET et al. 2014).

Efeitos positivos as plantas, com a utilizacdo de extratos de
macroalgas, tém sido relatados. Por exemplo, o extrato da macroalga
vermelha Gracillaria edulis otimizou o processo germinativo de sementes
de Vigna unguiculata (feijao-de-corda - LINGAKUMAR et al. 2002).
Rathore et al. (2009), em experimento conduzido na india, mostraram
incremento na absorcdo de nutrientes de Glicine max (soja) apos
aplicacdo foliar do extrato da alga vermelha Kappaphycus alvarezii. De
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forma semelhante, Shah et al. (2013) observaram aumento no
crescimento e producdo de variedade de trigo ap6s aplicacdes foliares de
extratos de Kappaphycus alvarezii e Gracilaria edulis. A despeito da
grande diversidade de algas encontradas em ambientes tropicais e
subtropicais, com potencial como fonte de compostos bioativos, estas sdo
com frequéncia, pequenas, esparsas e sazonais. Assim, algas de clima
temperado, produtoras de grandes volumes de biomassa ao longo do ano,
sdo as mais exploradas para formulagdo de produtos de aplicacdo
agricola.

As algas pardas, abundantes em aguas de clima frio, sdo as mais
estudadas para fins agricolas, e dentre elas Ascophyllum nodosum
(Fucales) é a mais utilizada, especialmente na Europa (BROWN, 2004).
Seus extratos quando pulverizados induzem o aumento da absorcdo de
nutrientes, conferem resisténcia a estresses abidticos (geadas, e.g.),
prolongam a vida de prateleira as frutas e melhoram a germinacdo de
sementes. Sivasankari et al. (2005) comprovaram a eficiéncia do uso de
extratos de Sargassum wightii, alga parda de ocorréncia predominante na
Africa e em paises asiaticos, sobre a germinacdo de sementes de Vigna
sinensis (feijdo middo). De forma similar, o extrato de Sargassum
myriocystum, também encontrado naquelas regifes, foi efetivo no
aumento da taxa de germinagdo de Vigna mungo (feijdo-da-india -
KALAIVANAN & VENKATESALU, 2012). Além disso, concorrem &
reducdo da incidéncia de pragas e doencas, atuando como elicitores da
producdo de fitoalexinas e indutores de mecanismos de defesa nas
plantas. Alguns dos efeitos relatados de fertilizantes liquidos de algas séo
atribuidos a presenca de oligo ou polissacarideos (PATIER et al. 1993).
Contudo, sdo os compostos do metabolismo secundario, especialmente 0s
polifendis, os mais ativamente envolvidos nos mecanismos de defesa e
protecdo das plantas, dada a diversidade de estruturas quimicas destes
compostos.

No Brasil, o uso de produtos a base de extrato de algas
na agricultura é regulamentado pelo Decreto n° 4.954, de 2004. No
contexto da insercdo do pais no agroneg6cio mundial, percebe-se a
existéncia de poucos trabalhos na é&rea afim, citando-se como exemplo o
uso do extrato comercial de A. nodosum para aumento da produgéo
comercial e no “fruit set”, na cultura do café (LABRENZ e DRUSCHEL,
2011) sendo, contudo, esta espécie algal exotica ao ecossistema marinho
brasileiro.

Trabalhos concernentes & andlise do conteldo de extratos de
macroalgas com agdo bioestimulante em espécies de interesse agricola
atribuem as atividades de extratos de algas no aumento de producédo de



biomassas e eficiéncia germinativa, aos micronutrientes (Fe, Cu, Zn, Co,
Mo, Mn e Ni, por exemplo), vitaminas, aminodcidos, auxinas (&cido 3-
indol-acético - AlA), giberelinas e citocininas, bem como a compostos do
metabolismo secundario, i.e., os polifenois (ZHANG et al. 1991; DEMIR
et al. 2006; RAYORATH et al. 2008; WANG et al. 2014).

Diferentes formulagfes tém sido usadas no preparo de extratos
algais, entre as quais estdo o0s extratos aquosos, os acidos e os alcalinos. A
natureza da maior parte dos extratos comerciais & base de A. nodosum é
alcalina (KHAN et al. 2009). Por essa razdo optou-se por tal formulagdo
para preparo dos extratos aplicados neste trabalho.

1.1.2 Algas pardas

O filo das algas pardas (Ochrophyta), constituido por organismos
pluricelulares predominantemente marinhos, marca presenca em mares
frios. Sdo as algas de maior relevancia em aguas temperadas e polares,
ocorrendo fixadas a substratos, onde formam imensas florestas submersas
ou ainda, flutuantes. A este grupo pertencem as algas da ordem
Laminariales, entre as quais estdo as maiores espécies existentes, podendo
atingir mais de 25 metros e formar extensas coberturas a pouca distancia
da costa, chamadas de kelps. Mesmo em regibes tropicais, onde nao sao
predominantes, algas pardas podem formar massas flutuantes. Nessas
areas algumas espécies, como Sargassum muticum (Yendo) Fensholt,
podem apresentar altos niveis de crescimento (STRONG et al. 2006).

Algas pardas tém grande importancia ecolégica, no suporte de
ecossistemas, com relevancia no monitoramento ambiental. S&o também
desta classe as macroalgass mais exploradas para aplicacdo em areas
agricolas (KHAN, 2009). Nesses organismos sdo encontrados além das
clorofilas a e ¢, compostos carotenoidicos, sendo em maior quantidade a
fucoxantina, uma xantofila que confere aos individuos deste grupo a cor
caracteristica, entre marrom e verde-oliva. Como substancia de reserva
dessas algas tem-se o polissacarideo laminarina, armazenado em vacuolos
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004). Além disto, outra macromolécula
importante derivada de algas pardas, em especial aquelas de clima
temperado, e constituinte das paredes celulares é o alginato, um
polissacarideo sulfatado utilizado como estabilizante e emulsificante de
alimentos e na formulacéo de tintas (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).
De outra forma, quanto ao metabolismo secundério, estudos tém descrito
0 papel de compostos fendlicos de algas pardas em mecanismos de defesa
quimica contra herbivoria. Dentre o0s compostos fendlicos, o0s
florotaninos, em especial o florogucinol, sdo os predominantes e
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encontrados apenas neste grupo de algas. Aos florotaninos séo atribuidas,
juntamente com as fucanas - polissacarideos sulfatados complexos
encontrados na parede celular de algas pardas, propriedades antioxidantes
(BALBOA et al. 2013). Nestas algas, os compostos fendlicos, polimeros
de floroglucinol, localizam-se no interior dos fisoides, vesiculas com
importante papel funcional na constituicdo de paredes e em mecanismos
de reparo de danos (WIJESEKARA et al. 2011 STENGEL et al. 2011).

1.1.2.1  Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis

Espécie pertencente ao grupo das algas pardas A. nodosum é uma
grande alga da classe Phaeophyceae, ordem Fucales, familia Fucaceae e
Unica espécie do género Ascophyllum (Fig. 1A), mais comumente
encontrada na costa noroeste da Europa, incluindo o leste da Groenlandia
e a costa nordeste da América do Norte.

A biomassa de A. nodosum é coletada para extracdo de alginatos,
a fabricacdo de farinha usada na alimentacdo animal e formulacdo de
extratos usados como fertilizantes. A presenca de importantes compostos
bioativos, faz de A. nodosum a alga mais estudada e explorada
comercialmente para fins agricolas. Para este fim sdo atribuidos a
biomassa dessa alga, macro e micronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Mn,
Cu, Fe, Zn, etc), além de moléculas e compostos bioativos como
betainas, manitol, acidos organicos, aminoacidos e proteinas, amplamente
utilizados em culturas agricolas. De fato, a maior parte dos
bioestimulantes e fertilizantes a base de algas utilizados em cultivos
comerciais consistem em extratos de A. nodosum ou associa¢do desta a
outras algas ou compostos. Seus produtos promovem incremento ao
crescimento das plantas, a qualidade de frutos e a tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, sendo foco de estudos para elucidar seus mecanismos
de acdo (STASIO et al. 2018; CRAIGIE, 2011).

1.1.2.2  Sargassum cymosum C.Agardh

As algas pardas, que predominantemente ocorrem em regifes de
clima temperado tém, como um de seus representantes tropicais, as do
género Sargassum (Fig. 1B-C), uma das mais importantes algas, em
termos de abundancia, em determinadas areas da costa brasileira (DE
ESTON & BUSSAB, 1990). De ocorréncia tanto em costdes rochosos
protegidos, na zona intertidal, como em costdes expostos a acdo das
ondas (YONESHIGUE-VALENTIN, 2009), espécies de Sargassum
exercem importante papel ecoldgico na composicdo e distribuicdo de



comunidades de costdes (JACOBUCCI & LEITE, 2002) e na cadeia
alimentar marinha, inclusive influenciando a ocorréncia de uma
diversificada flora e fauna associadas (SZECHY et al. 2000; 2006).
Encontradas ao longo da costa brasileira, a partir do substrato
consolidado, espécimes deste género sdo caracteristicas na producédo de
metabdlitos secundarios que reduzem a palatabilidade da biomassa algal
aos herbivoros, influenciando assim a estrutura das populacdes de costdes
rochosos. Neste género, destaca-se a espécie Sargassum cymosum C.
Agardh e variedades, de ampla ocorréncia no territrio nacional e de
relevante  importancia  ecolégica nos  ecossistemas  costeiros
(YONESHIGUE-VALENTIN et al. 2009).

Algas do género Sargassum tém sido utilizadas como
ingredientes na formulagdo de racdes (HOLDT & KRAAN, 2011) e sua
biomassa apresenta capacidade de biossorcdo de compostos e metais
pesados (SZECHY et al. 2006; VIJAYARAGHAVAN et al. 2009;
ANDRADE et al. 2010), e.g., cobre e chumbo (COSTA et al. 2016).
Além disso, a metabdlitos produzidos por espécies de Sargassum tém
sido atribuida importancia farmacolégica, e.g., antiobesidade e na
protecdo cardiovascular (MATANJUN et al. 2010).

vitalsignsme.org Fonte: arquivo pessoal

Fontes A) vitalsignsme.org B e C) Arquivo pessoal

Figura 1 — Detalhes das algas pardas: (A) Ascophyllum nodosum; (B-C)
Sargassum cymosum. Nota-se a distingdo clara de tonalidades entre as espécies
em estudo.

1.2 METABOLISMO VEGETAL

As reacfes quimicas que ocorrem nas células denominam-se
metabolismo e, nos vegetais, de acordo com a essencialidade do processo
(via de sintese), produtos (metabolitos) e constancia de ocorréncia
(comum ou ndo a todas as plantas), dividem-se em primario e secundario
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(ALMEIDA, 2017). Segundo Kabera et al. (2014), os metabdlitos
primarios possuem funcéo estrutural, plastica e de armazenamento de
energia enquanto os secundarios, em principio ndo possuem relagdo com
0 crescimento ou desenvolvimento da planta. Contudo, ha interseccédo
entre determinadas funcdes de metabdlitos primarios e secundarios. E
importante realgar que metabdlitos primarios sdo os grandes precursores
do metabolismo secundério.

Em linhas gerais, o metabolismo primario compreende o0s
processos quimicos essenciais que cada planta desempenha diariamente
para sobreviver, desenvolver-se e reproduzir entre os quais a fotossintese,
a glicdlise, o ciclo do &cido citrico, a sintese de aminoacidos, proteinas e
coenzimas, duplicacdo do material genético, absor¢cdo de nutrientes, entre
outros. Seus produtos, quimicamente incluidos nas clases dos hidratos
de carbono, lipidios, proteinas, &cidos nucleicos ou clorofilas sdo
compostos essenciais como intermediarios nas vias catabdlica e
anabdlica e presentes em todas as plantas.

Por outro lado, os metabdlitos secundarios estdo usualmente
ligados a eventos ambientais associados a respostas de defesa e
reprodutivas, por exemplo, sendo classificados em trés grandes grupos, a
saber, terpenoides, alcaloides e fendlicos. Estes grupos apresentam
subclasses com diversos niveis de complexidade estrutural, que
determinam suas fungdes (KABERA et al. 2014; ACAMOVIC &
BROOKER, 2005). Elicitados por gatilhos externos, os metabolitos
secundarios ocorrem em diferentes concentracdes e podem diferir de uma
planta para outra, ou mesmo entre tecidos ou érgdos de uma mesma
planta. As vias de sintese mais comuns dos metabdlitos secundarios séo
as do &cido chiquimico (fendis, taninos e alcaloides aromaticos) e do
4cido mevaldnico (terpenos, esteroides e alcaloides) (AVALOS &
ELENA, 2009).

1.3 Oryza sativa L. - CULTIVO E IMPORTANCIA

Oryza sativa L. (Poaceae), também conhecida como arroz
asiatico é uma das duas espécies de arroz cultivadas e a mais plantada no
mundo para fins alimenticios. Sua importancia é destacada
principalmente em paises em desenvolvimento, desempenhando papel
econdbmico e social estratégico (WALTER et al. 2008). Devido a
importancia do arroz na dieta, sua composicdo e suas caracteristicas
nutricionais estdo diretamente relacionadas a salde da populagdo. Seus
grdos sdo cariopses constituidas predominantemente de endosperma (89-



94%) formado por granulos de amido e alguns corpos proteicos (ZHOU
et al. 2002). Enquanto no endosperma encontra-se a maior concentracéo
de amido, o pericarpo, camada mais externa e delgada, contém maiores
concentracdes de proteinas, fibras, vitaminas, lipidios e minerais, bem
como compostos do metabolismo secundario, com atividades bioldgicas
diferenciadas (Fig. 2). Este cereal é capaz de suprir 20% da energia e 15%
da proteina da necessidade diaria de um adulto, além de conter vitaminas,
lipidios, sais minerais, fosforo, célcio e ferro, segundo a Organizacdo das
NacBes Unidades para Agricultura e Alimentagdo (FAO). No Brasil, o
consumo anual é, em média, de 25 kg/habitante (MAPA, 2016). Sédo trés
0s principais tipos de cultivo do arroz, a saber, terras altas, varzeas
Umidas e irrigado por inundagcdo sendo este Ultimo o sistema mais
expressivo, representando cerca de 80% da producdo mundial. O Brasil é
0 nono maior produtor mundial deste cereal e colheu 12,20 milhdes de
toneladas na safra 2014/2015 (CONAB). Os principais estados produtores
sdo 0 Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso, para 0s cultivos
irrigado e de sequeiro.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do corte longitudinal de um gréo de arroz
(cariopse) com destaque para o pericarpo, camada mais externa, onde se
concentram 0s pigmentos.

O cultivo do arroz irrigado, praticado na regido Sul do Brasil
(STEINMETZ, 2001), contribui em média, com 54% da producdo
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nacional, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor brasileiro. Em
Santa Catarina, o plantio por meio do sistema pré-germinado responde
pelo segundo lugar na producdo, e produziu 1.100 mil toneladas na safra
2017/2018 (CONAB, 2018). No estado catarinense, a garantia da
viabilidade econdémica do cultivo do arroz pré-germinado em
propriedades familiares resulta de relevantes tecnologias desenvolvidas
pela pesquisa publica e esforgos da extensédo rural, notadamente baseadas
nas acBes da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI). Os resultados desse trabalho sdo observados
sob a forma de obtencdo de rendimentos muito elevados daquele cereal,
atribuidos em grande extensdo ao uso de variedades modernas de arroz
desenvolvidas por agquela empresa. De fato, estima-se que a maior parte
(~ 80%) da area de arroz cultivada em Santa Catarina utiliza variedades
desenvolvidas pela EPAGRI.

Recentemente, duas novas variedades de arroz foram lancadas
pela EPAGRI com caracteristicas peculiares que, além dos atributos
nutricionais dos grdos tradicionais, caracterizam-se pelo acimulo de
pigmentos de importdncia nutracéutica no pericarpo. S&o elas as
cultivares SCS 119 Rubi (pericarpo vermelho) e SCS 120 Onix (pericarpo
preto), destinadas ao mercado de tipos especiais de arroz, adequadas ao
preparo de pratos elaborados e com maior valor nutritivo em relacdo aos
grdos nao pigmentados (WICKERT et al. 2014). Estas cultivares vém
atender a demanda crescente por tipos especiais de arroz, denominagdo
dada aos de pericarpo pigmentado, uma das principais caracteristicas
destes grdos e que esta vinculada sobretudo ao acimulo de fendlicos,
compostos relacionados a efeitos benéficos a salde.

Quanto aos atributos de campo, as duas cultivares apresentam
arquitetura moderna, média resisténcia ao acamamento, bom vigor e bom
perfilhamento, ciclo biolégico médio, grdos longos e finos, bem como
bom potencial produtivo, ou seja, caracteristicas da cultura aprecidveis do
ponto de vista agronémico.

As coloracBes resultantes tém sido atribuidas a producdo e
acumulo de compostos fendlicos, pigmentos com importantes atividades
biolégicas, em especial antioxidantes e anticarcinogénicas (WALTER,
2009; NAM et al. 2005; WALTER et al. 2013) (Fig. 3). Embora o
potencial de producdo das variedades vermelha e preta seja menor em
relacdo as tradicionais, tal fato ndo reduz sua atratividade comercial.



A
Fonte: A, B) Wickert et al., 2014; C) Divulgacdo EPAGRI
Figura 3 — Cultivares de arroz: A) Planta de SCS 119 Rubi (vermelho); B)
Plantas de SCS 120 Onix (preto); C) Gréos descascados das cultivares Onix, Rubi
e ACA 118 Marques (branco).

Diversos compostos fendlicos ja foram identificados em
genotipos de arroz, sendo os principais os acidos ferulico e p-cumarico
(TIAN et al. 2004; ZHOU et. al. 2004) e as antocianinas cianidina-3-O-f-
D-glucosideo e peonidina-3-O-p-D-glucosideo; estas em variedades de
grdos vermelhos e pretos (MORIMITSU et al. 2002). Outros compostos
fendlicos identificados no arroz incluem os &cidos vanilico, siringico,
caféico, gdlico, protocatecuico, p-hidroxibenzéico, sinapico e
clorogénico, bem como ésteres derivados, e.g., 6'-O-(E)-feruloilsacarose,
6'-O-(E)-sinapoilsacarose e y-orizanol (TIAN et al. 2004; ZHOU et al.
2004). Nos arrozes com pericarpos vermelho e preto também foram
identificadas procianidinas poliméricas e siringaldeido (HYUN e
CHUNG, 2004; NAM et. al. 2005).

Neste contexto, levando-se em conta as propriedades referidas as
algas pardas no incremento a produtividade e estimulo na produgdo de
metabdlitos em culturas agricolas, entre outras, o arroz (Oryza sativa)
espécie alimentar comercial de importancia mundial e no Brasil foi
selecionado para este trabalho como modelo agricola de estudo e
determinacdo da bioatividade dos extratos algais. Para tal, buscou-se
investigar o metaboloma parcial das variedades pigmentadas SCS 119
Rubi e SCS 120 Onix e de duas variedades de pericarpo branco, SCS 118
Marques e EPAGRI106, com interesse especial no incremento a producao
de metabolitos benéficos a salde, ap6s o tratamento com extratos das
algas A. nodosum e S. cymosum. Para tal, ao longo de trés ciclos
produtivos da cultura as variedades foram avaliadas em seus fen6tipos de
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natureza bioquimica e metabolémica. Os trabalhos foram conduzidos em
parceria com a EPAGRI, Estacdo Experimental de Itajai, configurando
uma estratégia de melhoramento genético assistido bioquimicamente,
contando com o suporte logistico e de recursos humanos daquela
empresa. Foram conduzidos ainda, ensaios com a aplicacdo dos extratos
algais, em testes de germinagéo de sementes dos arrozes Rubi (pericarpo
vermelho), Onix (pericarpo preto) e Marques (pericarpo branco).

1.4 METABOLOMICA E QUIMIOMETRIA

Como todas as 6micas (transcriptdmica, gendmica, protedmica),
a metabolébmica é uma ferramenta importante de identificacdo e
quantificacdo de moléculas através da aplicacdo de técnicas analiticas,
para entender a biologia de organismos e suas respostas a estimulos
ambientais ou perturbacdes fisiologicas, combinando métodos estatisticos
uni- e multivariados (quimiometria) na extragéo e interpretacdo dos dados
coletados (ROESSNER e BOWNE, 2009; DUMANCAS et al. 2015). Um
nimero expressivo de tecnologias tem sido desenvolvido e aprimorado
nos Ultimos anos, para maior detalhamento no estudo do metabolismo
ROESSNER e BECKLES, 2008; BALUNAS et al. 2005).

Algumas das técnicas analiticas mais utilizadas sdo as
espectroscopias como a ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas, que podem ainda ser acopladas as técnicas
cromatogréficas, i.e., cromatografia gasosa (CG) ou liquida (CLAE).
(VOHLAND et al. 2014; MARQUETTI et al. 2016; SABIR et al. 2017).

Devido a grande diversidade de estruturas quimicas e ocorréncia
dos metabolitos a serem analisados em compostos, tecidos e fluidos, bem
como o grande numero de dados gerados pelas diferentes técnicas
analiticas, a metabol6mica se vale de abordagens complementares para
extracdo, deteccdo, identificacdio e quantificacdo desses analitos
(MARASCHIN et al. 2016; MARASCHIN et al. 2017).

Basicamente duas abordagens podem ser consideradas no
diagndstico quimico de uma planta ou de seus produtos, a analise de um
composto marcador e a chamada impressdo digital, sendo a primeira
restrita @ um ou a poucos compostos, enquanto a segunda avalia o
maximo possivel de compostos, dando uma visdo mais abrangente do
perfil quimico de uma amostra (XIE et al. 2006; SABIR et al. 2017;
WANG et al. 2007; 2012).

A fim de investigar bioguimicamente as respostas das plantas de
arroz quando expostas aos extratos macroalgais, neste trabalho aplicaram-
se técnicas analiticas, tipicas de estudos da metaboldmica, para



identificacdo e quantificacdo de compostos do metabolismo das plantas
de arroz e dos extratos algais. Subsequentemente, técnicas estatisticas
multivariadas foram aplicadas aos dados metabolémicos, visando a
construcdo de modelos de descricdo e classificacdo derivados das
respostas bioguimicas dos genétipos de arrozes em estudo.

2 OBJETIVOS
2.1 GERAIS

1. Verificar o efeito do extrato alcalino da alga Sargassum
cymosum, na producdo de compostos do metabolismo de estruturas
vegetativas e graos de arroz.

2. Avaliar o efeito de extratos das algas Sargassum cymosum e
Ascophyllum nodosum no processo germinativo de O. Sativa.

2.2 ESPECIFICOS

1. Mensurar a porcentagem de germinacdo e o comprimento de
plantulas das variedades de arroz Rubi, Onix e Marques;

2. Quantificar o contetido de carotenoides, clorofilas, compostos
fendlicos e a atividade antioxidante dos extratos em folhas e sementes das
variedades de arroz estudadas, apds tratamento com o0s extratos
macroalgais de interesse;

3. ldentificar compostos antocianicos dos grdos através de
técnicas cromatograficas e espectrométricas, i.e., HPLC e MALDI-TOF;

4. Detectar, nos gréos e folhas de arroz, compostos fendlicos e
flavonoides por espectroscopia de infravermelho préximo (NIR);

5. Determinar o perfil metabdlico dos extratos macroalgais, por
FT-IR e RMN.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Espécimes de S. cymosum foram coletados na praia da Armagéo
do Pantano do Sul (Floriandpolis, estado de Santa Catarina, sul do Brasil
- 27°44'42" S e 48° 30" 27" W, acondicionados e transportados em sacos
plasticos escuros ao Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal —
CCA/UFSC. Apo6s remocao manual de epibiontes, o material coletado foi
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limpo em agua destilada, dessalinizado em formiato de aménio 0,5%
(m/v) e seco em estufa a 40°C. A biomassa foi entdo macerada,
acondicionada em frasco hermético escuro e armazenada em feezer a
-20°C. A bhiomassa da alga A. nodosum seca e moida, foi obtida
comercialmente.

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Extratos comerciais que tém como base Ascophyllum nodosum,
eficazes no crescimento de plantas sdo, em geral, alcalinos. Por essa razéo
0s extratos de S. cymosum e A. nodosum deste trabalho foram formulados
utilizando hidréxido de potassio como extrator. Apds filtragem, os
extratos resultantes constituiram as solucdes estoque (pH 12,8), sendo
aliquotados e armazenados em freezer a -20°C.

Diluicdes a partir da solucéo estoque, i.e., 0,0 (sem extrato); 0,1;
05;0,75e1,0g.L" foram preparadas em A&gua destilada e foram
utilizadas nos ensaios de germinagdo. Os extratos-estoque foram
aliquotados e conservados em freezer (-20°C) até sua utilizacéo.

3.3 AMOSTRAS DE ARROZ

As sementes de arroz vermelho (variedade Rubi), preto
(variedade Onix) e brancos (variedades Marques e EPAGRI106), usadas
na implantagdo dos ensaios foram fornecidas pela Empresa de Pesquisa
Agropecuédria de Santa Catarina (EPAGRI), Estacdo Experimental de
Itajai (26° 57' 57" S e 48° 48' '01" W). As amostras de gréos e folhas
usadas nas andlises foram colhidas ao final dos experimentos. De forma
independente, quatro experimentos foram conduzidos, sendo o primeiro
com sementes das variedades de arroz vermelho, preto e branco, e
segundo experimento com plantas ao longo do estadio vegetativo da
cultura (primavera/verdo de 2015). Por sua vez, o terceiro e 0 quarto
experimentos foram conduzidos com plantas ao longo do ciclo completo
da cultura nas safras verdo/outono de 2016 e primavera/verao de 2016.

Para analises dos dados coletados, foi realizada ANOVA e Teste
de Tukey, com 0,5% de significancia, pelo software Statistica versdo 13.3
e analise multivariada (PCR e cluster hierarquico), quando necessario,
utilizando a linguagem R package verséo 3.4.2.



CAPITULO Il

Extratos de Sargassum cymosum C. Agardh e Ascophyllum
nodosum (Linnaeus) Le Jolis como estimulantes do crescimento de
plantulas das variedades Rubi, Onix e Marques de Oryza sativa L.

1 INTRODUCAO

As algas marinhas tém sido utilizadas ao longo dos séculos em
varias aplicacbes de importancia econdmica, por exemplo, para
alimentacdo humana e salde (GUPTA & ABU-GHANNAM, 2011),
alimentacdo animal e como biofertilizantes adicionadas ao solo na sua
forma natural. Além disso, o uso de algas marinhas para fins
biotecnoldgicos através do processamento de biomassa e protocolos de
extracdo otimizados de compostos bioativos permitiram alcancar o
maximo desempenho de suas propriedades estimulantes e estabilidade
de compostos (CROUCH & STADEN, 1993; KHAN et al., 2009).

O interesse em extratos de algas marinhas como promotores de
crescimento e bioestimulantes em plantas tem aumentado nas Ultimas
décadas. De fato, as algas marinhas tém sido utilizadas visando o
incremento da produtividade das culturas, como também pelo uso de
seus extratos como estimulantes na germinagdo de sementes e
crescimento de plantulas (SIVASANKARI et al., 2005; DEMIR et al.,
2006; GUZMAN et al., 2011). O uso de produtos de algas marinhas
como bioestimulantes tornou-se uma abordagem alternativa para
minimizar o impacto ambiental de certas praticas de manejo de culturas,
contribuindo & reducdo ou mesmo substituir alguns fertilizantes
quimicos e pesticidas (PAL et al. 2015).

Atualmente, o efeito dos extratos de algas marinhas como
biofertilizante ainda ndo foi plenamente explorado devido a falta de
dados cientificos precisos sobre os fatores de crescimento presentes nas
algas e seu modo de acdo no crescimento e desenvolvimento vegetal
(KHAN et al., 2009). Neste sentido, esforcos tém sido feitos para
caracterizar o perfil metab6lico das algas marinhas, permitindo a
detecgdo de fitormdnios, como as auxinas, citocininas e 0 &cido
abscisico (STIRK et al., 2003; 2009; YOKOYA et al., 2010).

Fucus, Laminaria, Ascophyllum, Ecklonia e Sargassum séo 0s
géneros de algas mais comumente utilizados para fins agricolas, devido
a diversidade de compostos bioativos, e.g., aminoacidos,
polissacarideos, polifendis e carotenoides, bem como micro e
macronutrientes, auxinas, &cido abscisico e giberelinas (HONG et al.,
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2007; STIRK et al. 2009; KHAN et al. 2009). Além disso, espécies que
ocorrem em climas temperados tém sido mais freglientemente utilizadas
na preparacdo de extratos e formulagbes de produtos comerciais para
fins agricolas, especialmente Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis
(STIRK & VAN STADEN, 2006) devido a abundancia de sua biomassa
em bancos naturais. Por outro lado, Sargassum cymosum C. Agardh
possui ampla distribuicdo em regiGes com climas tropicais e
subtropicais, em costdes rochosos. No entanto, embora encontrados em
menor quantidade comparativamente as espécies de zonas temperadas,
seus extratos podem apresentar resultados promissores quando aplicados
em sementes, auxiliando no processo germinativo e na emergéncia das
plantulas (MAFRA JR et al. 2002; ALMADA et al. 2008),
representando uma alternativa para uso naquelas regides.

Desta forma, o efeito bioestimulante de extratos alcalinos das
algas pardas Sargassum cymosum e Ascophyllum nodosum foi avaliado
na germinacao de sementes e no desenvolvimento inicial de plantulas de
trés variedades de arroz vermelho (Rubi), preto (Onix) e branco
(Marques). Além disso, foram realizadas analises em FT-IR e RMN dos
extratos macroalgais, para identificar compostos bioativos conhecidos
como benéficos as plantas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 TESTES DE GERMINAGCAO

Sementes das trés variedades de arroz, fornecidas pela Empresa
de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), foram colhidas em 2015, na Estacdo Experimental de Itajai
(26 °57'57 " S e 48 ° 48"0"W).

Extratos diluidos (pH8,5) a partir das solucdes estoque, foram
preparados em 4gua destilada e utilizados a embebicdo das sementes de
arroz nos ensaios de germinacdo. Os ensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Sementes, do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC,
Floriandpolis, SC. Para cada variedade, cinquenta sementes de arroz
foram distribuidas (quatro repeticdes por tratamento) em folhas de papel
de germinacéo (Germitest®) e adicionadas de um volume equivalente a
2,5 vezes a massa do papel seco, em éagua destilada, ou extratos das
algas de interesse nas concentragdes 0,1, 0,5, 0,75, e 1,0 g L™ As
sementes foram recobertas com o papel de germinacdo, formando rolos
(Fig. 1), e mantidas em camara de germinagao por sete dias, a 25°C e
fotoperiodo de 12h.



Fonte: (A) Divulgacdo EPAGRI; B) Imagens do experimento

Figura 1 - A) Sementes de arroz Onix e Rubi; B) Sementes de arroz Marques,
envolvidas em papel Germitest® apés tratamentos com extratos de S. cymosum e
A. nodosum.

As sementes foram consideradas germinadas quando as
plantulas apresentaram todas as estruturas essenciais por analise visual,
ou seja, coledptilo, folhas verdadeiras e raizes seminais, desenvolvidas e
saudaveis (BRASIL, 2009). Ao final do teste de germinacdo foram
contadas as sementes germinadas e medidos os comprimentos da parte
aérea e radicular de 25 plantulas por repeticdo (Fig. 5).

Figura 2 — Plantulas de arroz apds sete dias de embebicdo de sementes em
incubadora tipo BOD.

2.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

Extratos alcalinos de Sargassum cymosum e Ascophyllum
nodosum foram caracterizados por espectrofotometria UV-visivel,
espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio ("H RMN).

De modo a permitir determinar os perfis espectroscépicos
indicadores do maior nimero possivel de classes de metabdlitos, os
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espectros de UV-visivel dos extratos foram realizados na concentracéo
de 05 gL' Os valores de absorbancia foram registrados
espectrofotdmetro UV-visivel (UV-Vis 53, Gold Spectrum Laboratory,
BEL photonics, Brasil) usando uma janela espectral de 280 a 800 nm.

Os espectros de FTIR das amostras foram coletados em
equipamento Bruker IFS-55 (Modelo Opus. 5.0, Bruker Biospin,
Alemanha) equipado com detector DGTS e sistema de reflexdo Unica
(angulo de incidéncia de 45°), com acessorio de atenuacédo de refletancia
ATR (golden gate). Espectros de 5 réplicas por amostra foram coletados
em uma janela espectral de 4000-400 cm™, com resolucdo de 4 cm™. O
processamento dos espectros utilizou o software Essential FTIR
(v.1.50.282) e considerou a definicdo da janela espectral de interesse
(3000-600 cm™), correcdo de linha de base, normalizacéo e otimizac&o
da relagdo sinal/ruido (smoothing). A identificacdo das bandas baseou-se
em relatos da literatura em condices semelhantes (LEAL et al., 2008;
PEREIRA et al., 2013).

Para o perfil metabélico por espectroscopia de ‘H-RMN, os
extratos alcalinos liofilizados foram dissolvidos em 700uL de alcool
metilico e centrifugados (5000 rpm, 5 min). O sobrenadante (650 uL)
foi transferido para um tubo de RMN de 5 mm para posterior analise de
espectrometria.  Os espectros de ‘H RMN das amostras foram
adquiridos em espectrometro Agilent DD2 (Agilent Technologies
Inc.™_ Santa Clara, EUA), operando na frequéncia de 499,72 MHz
para 'H e temperatura de 298 K (25°C). Um total de 256 varreduras
foram coletadas, com tempo de aquisicdo de 4s, janela de largura
espectral de 8000 Hz. Foi utilizado um tempo de espera de 1.5s entre as
varreduras, durante o qual foi aplicado um campo continuo de
radiofrequéncia de pré-saturacdo de A&gua. Tetrametilsilano (TMS,
0,024g%) foi usado como padrdo interno e trés espectros de'H-
RMN foram coletados por amostra, para efeito das analises
quimiométricas. A partir do conjunto de dados experimentais de ‘H-
RMN, foi realizadaa atribuicdo dos sinais de ressonancias (ppm)
utilizando-se base de dados publica Human Metabolome Database, de
RMN. Adicionalmente, o conjunto de dados de "H-RMN foi analisado
em software dedicado a estudos metaboldmicos, i.e., Chenomx NMR
Suite 8.2 (Chenomx Inc., Canada), para efeitos de elucidacdo do perfil
metabdlico associado as amostras dos extratos de A. nodosum e S.
cymosum.



2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
atraveés do software Statisca, versdo 13.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes de germinacdo os resultados das analises foram
tomados, considerando o efeito dos tratamentos dentro de cada
variedade de arroz. Para ambos os extratos, ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos nas taxas de germinacdo da cultivar
Rubi. As sementes de Onix tiveram as maiores taxas de germinagéo nos
tratamentos com extratos de S. cymosum, nas concentracbes 0,5 e
0,75g.L™, sem diferenca significativa entre as demais concentracdes, o
mesmo entre todas as concentragfes de A. nodosum. Ja para a variedade
Marques, ndo houve diferenca nas menores concentragdes (0,1 e 0,5g,L
1) de ambos os extratos, e na concentragdo mais alta dos mesmos (1,0
g.L™") as taxas de germinacdo foram as menores, sugerindo efeito
inibitdrio nesta cultivar (Tab. 1).

Tabela 1 - Efeitos das concentracdes de extratos de A.nodosum e S. Cymosum
na taxa de germinacio total em sementes de arroz das cultivares Rubi, Onix e
Marques (n=4). Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo (n = 4).
Letras iguais ou auséncia de letras indicam ndo haver diferenca significativa
entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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Tratamentos Germinacéo total(%o)
(gL (variedades)

Rubi Onix Marques

Controle 0.0 93 83+4.4b 88+5.7a

0.1 89 84+4.1b 87+1.3a

Sargassum 0.5 92 93+3.8a 89+5.7a
0.75 97 88+4 9ab 78+5.9ab

1.0 96 85+1.9b 76+3.7b

0.1 91 84 90+£5.7a

Ascophyilum 0.5 96 86 88+4.7a

0.75 95 86 85+3.4a

1.0 89 85 71+1.9b

Os resultados dos tratamentos com os extratos alcalinos das
macroalgas sobre alongamento de plantulas das trés cultivares de arroz
sdo mostrados na figura 3(A-F). O extrato alcalino de A. nodosum na
concentragdo 0,759 L™ induziu maior crescimento das raizes de
plantulas da variedade Rubi, enquanto o maior crescimento de parte
aérea foi observado com os tratamentos de 0,1 e 0,59 L™ (Fig. 3A). Por
outro lado, plantulas daquela variedade tratadas com o extrato alcalino
de S. Cymosum apresentaram crescimento superior tanto na de parte
aérea quanto de sistema radicular nas concentracées de 0,5 e 0,759 LY
respectivamente (Fig. 3B). Assim constatou-se que as concentracfes
menores dos extratos macroalgais pareceram ser mais efetivas a
producdo de crescimento das plantulas daquelas cultivares.

Para a cultivar Onix, as sementes tratadas com extrato de A.
nodosum a 0,1 e 0,5 g L™ foram semelhantes ao controle tanto no
comprimento radicular quanto na parte aérea (Fig. 3C). Para as plantulas
de Onix tratadas com extrato de S. cymosum, observou-se possivel
inibicdo do crescimento na parte aérea, quando submetidas a maior
concentracdo (1,0 g L™) (Fig. 3D).



Considerando as varidveis analisadas, as sementes da cultivar
Marques se mostraram mais sensiveis ao efeito de dose dos extratos
alcalinos macroalgais, comparativamente aos demais gendtipos, exceto
raizes de Rubi na maior concentracdo (1,0 g.L™") com extrato de A.
nodosum. Assim, um menor crescimento radicular foi observado em
Marques, em relacéo ao controle, com diferenca significativa (p = 0,05),
evidenciando algum efeito inibidor dos tratamentos, determinante da
menor performance de ganho de biomassa radicular. Para esta cultivar,
nas plantulas tratadas nas concentracdes 0,1 e 0,5 g.L™ de A. nodosum e
S. cymosum, ndo houve diferenca em relacdo ao controle no
comprimento radicular. Também para os dois extratos, neste caso em
todas as concentragbes, ndo foi observada diferenca significativa na
parte aérea das plantulas da cultivar Marques em relagdo ao controle
(Fig. 3-E e F).

Atualmente, os produtos comerciais formulados a partir de
extratos de algas marinhas apresentam em suas formulagdes compostos
com possivel atividade promotora de crescimento. Rodrigues et al.
(2015) observaram o aumento no comprimento da parte aérea do arroz
cultivar Primavera, enquanto as varidveis comprimento de raiz e
germinacdo de sementes (%) ndo foram afetadas pelos tratamentos com
bioestimulante comercial. Estes resultados foram observados também
neste trabalho para a germinacgdo de sementes (%) e também sugerem a
presenca, em extratos de algas marinhas, de compostos com um modo
seletivo de agdo associado a parte da planta tratada, ou seja, sistema
radicular ou parte aérea. Isso pode ser claramente observado nos
resultados da variedade Marques, onde concentra¢cdes mais baixas (0,1
e 0,5 g.LY) ndo diferiram do controle, mas ndo desencadearam efeito
inibidor no crescimento das raizes e as maiores concentracdes (0,75 e
1,0 g.L'") causaram o efeito inverso (inibidor). No que se refere a parte
aérea, 0 crescimento desta ndo se mostrou afetado pelos tratamentos
investigados.

De interesse, ressalta-se que a literatura demonstra que 0s
efeitos dos extratos macroalgais sobre o crescimento de sistema
radicular e parte aérea ndo sdo necessariamente positivos, havendo um
conjunto de varidveis determinantes do fenotipo observado. Como
exemplo, Kumar & Sahoo (2011), descrevem resultados discrepantes
com o uso de extrato aquoso de Sargassum wightii em sementes de trigo
em relagcdo ao observado por Demir et al. (2006), com a aplicacdo de
extratos de algas verde (Codium tomentosum), vermelha (Gracilaria
gracilis) e parda (Cystoseira barbata) em sementes de tomate, pimenta e
beringela. Assim, assume-se que uma relagdo dependente de gendtipos
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(macroalga x planta) parece existir, sendo importante considerar a
definicdo do uso de extratos macroalgais na agricultura ndo apenas
guanto a espécie alvo, como também em relagdo a variedade desta
(ANISIMOQV et al. 2013; RODRIGUES et al. 2015; CARVALHO et al.
2013).

Ascophyllum nodosum 2 Sargassum cymosum
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Figura 3 - Comprimento de raizes (letras mindsculas) e de parte aérea (letras
maidsculas) de plantulas das variedades de arroz vermelho, Rubi (A-B); preto,
Onix (C-D) e branco, Marques (E-F), tratadas com extrato alcalinos de A.
nodosum (A-C-E) e de S. cymosum (B-D-F), nas concentragdes 0,0 (co ntrole);
0,1;0,5;0,75e 1,0 gL'l. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo
(n = 4). Letras diferentes indicam tratamentos significativamente diferentes
segundo o teste de comparacédo de Tukey.

Por outro lado, a despeito dos protocolos distintos a extracdo de
biomassa de algas marinhas, Sivasankari et al. (2005) encontraram
resultados semelhantes para o crescimento radicular de sementes de
feijdo preto em relacdo ao observado no presente trabalho, utilizando



extratos aquosos das espécies Sargassum wightii (Phaeophyceae) e
Caulerpa chemnitzia (Chlorophyceae).

Em relacdo a aparente inibicdo do crescimento radicular
observado em algumas plantulas quando tratadas com extratos na
concentracdo mais alta (1,0 g.L™") dos extratos de A. nodosum, para
todas as variedades estudadas e S. cymosum, para Onix e Marques,
embora se afirme que os produtos naturais sejam menos téxicos que 0s
agroquimicos, deve-se levar e consideracdo a determinacdo da faixa de
concentracBes de uso com efeito bioestimulante, evitando causar danos
as plantas ou, ainda, dosagens ndo efetivas fisiologicamente. Por
exemplo, plantulas das trés variedades de arroz investigadas
apresentaram menor crescimento radicular comparativamente ao
controle no tratamento com o extrato de A. nodosum a 1,0g L™
Resultado semelhante foi observado para as variedades Onix e Marques,
tratadas com o extrato alcalino de S. cymosum naquela concentracéo.
Curiosamente, Kumar e Sahoo (2011) relatam inibicdo do crescimento
com concentragdes acima de 20% de extratos de Sargassum wightii em
plantulas de trigo.

3.1 COMPOSTOS IDENTIFICADOS NOS EXTRATOS
ALCALINOS

Perfis espectrais de varredura UV-vis dos extratos alcalinos de
A.nodosum e S. cymosum evidenciaram picos de absorbancia
concentrados na janela espectral entre 200 e 400 nm (Fig. 4), tipica de
compostos fenolicos, como flavonoides e florotaninos. Estes resultados
confirmam a predominancia destes metabolitos secundarios em algas
pardas (FARVIN & JACOBSEN, 2013). A tais compostos, de
reconhecido efeito na interacdo de algas e plantas com fatores
(a)bidticos, sdo atribuidas atividades bioldgicas associadas a ativacdo de
mecanismos de defesa, atividade antioxidante e inibitéria de espécies
reativas de oxigénio (MIERZIAK et al, 2014).



54

2.50
— A nodosum
5. cymosum
2009 ~
f
_ |
1,50 4/ \
= | *,
| N TN
S N
\
1.00 + N
N
0,50 —
0,00 =
e g R e e L === T s o e B v s T e o I v ML I e 1
(o I o BN o B o B o B B - B B B I e T A B A S T A S T A T A T A T A TR AN T S T A ST A0 T e

Figura 4 — Espectros de UV-visivel dos extratos alcalinos de A. nodosum e S.
cymosum.

Os perfis espectrais de FT-IR dos extratos alcalinos das
macroalgas em estudo sdo apresentados na figura 5, revelando a
presenca de Vvérias bandas na regido de 3000cm - 600cm™. Os espectros
mostram absorbancias tipicas de alginato e seus grupos carboxila em
1601-1605 cm™ (alongamento simétrico). A regido de 1042 cm™ a 1059
cm™, correspondente & vibragéo de estiramento de CO, porém também é
caracteristica do alginato, assim como das bandas de 1450 a 1380 cm™.
No espectro visualiza-se uma banda em 885,2 cm™ atribuida & vibracéo
de deformacdo C-H dos residuos de acido B-manurbnico daquele
polissacarideo e uma a 824,7 cm™, que pode ser caracteristica dos
residuos deste acido, um componente estrutural dos alginatos.
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Figura 5 — Espectros de FT-IR dos extratos alcalinos: (A) A. nodosum e (B) S.
cymosum, na janela espectral 3000cm - 600cm™.

Os alginatos, polissacarideos lineares, sdo copolimeros
constituidos principalmente de residuos de p-D-manurdnico e de acido
a-L-gulurdnico (DAVIS et al., 2004). Os arranjos dessas unidades
monoméricas na cadeia conferem diferentes estruturas e atividades ao
polimero. Em vegetais aquele polissacarideo acido tem apresentado
efeitos estimulantes na germinacdo e nos processos de proliferacdo e/ou
diferenciacdo celular das plantas (YONEMOTO et al., 1993; HU et al.
2004; ZUBIA, 2008).

Os espectros de *H-RMN dos extratos alcalinos das algas em
estudo permitiram identificar uma série de compostos (Tab. 2). Sinais
predominantes na regido anomérica (3.0 — 5.0ppm), compativeis com
aminoacidos como betainas [3. (CHg, s); 3.9 (CH2, s); 3.2 (CHg, 9)],
prolina [2.2 (CH,, m); 3.3 (CH,, dt)] e alanina [3.8 (CH, q)] que
desempenham importante papel osmotico e na resisténcia mecanica,
recuperacdo tecidual pos injuria e ativacdo de metabolitos secundarios
em plantas (ASHRAF & HARRIS, 2004; BLUNDEN et al., 2009).
Sinais compativeis com fucose [3.65 (CH, dd); 3.49 (CH, dd)] e manitol
[3.7 (CH, m); 3.8 (CH, d)], predominantes em algas marrons, com
atividades biol6gicas e papel estrutural importantes e cuja identidade ja
foi relatada em espécies de Sargassum (ZUBIA et al., 2008, JIAO et
al., 2011). Estes e outros oligossacarideos presentes nas algas marrons
estdo relacionados com a estimulacdo do crescimento das plantas.
Alguns estudos mostram resultados positivos na aceleracdo da taxa de
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germinacdo e desenvolvimento das raizes, quando o0s extratos
polissacaridicos de algas marinhas sdo aplicados em culturas como
legumes e grdos, por exemplo (KHAN et al. 2009, CRAIGIE 2011,
MZIBRA et al. 2018). Chandia et al. (2004) e Pardee et al. (2004) ja
relataram que os carboidratos podem atuar como moléculas
sinalizadoras para induzir a producdo de compostos fitoquimicos
potencialmente ativos em processos de crescimento de raizes e brotos.
Embora os experimentos tenham sido feitos com extrato bruto, a analise
espectroscopica apontou para a presenca de carboidratos, o que nos leva
a acreditar que a atividade estimulante para sementes de arroz pode ser
atribuida a essas moléculas ou ao seu sinergismo.

Outras ressonancias foram detectadas na regido de compostos
alifaticos, aonde acidos organicos foram detectado (e.g., acido citrico),
0s quais contribuem a solubilizagdo de minerais do solo e na
mobilizacdo de nutrientes & planta quando presente em exsudatos
radiculares (DAVID L. et al., 1994; ANNA POTYSZ et al., 2017).
Esses resultados evidenciam a presenca de compostos benéficos a
fisiologia das plantas, nos extratos alcalinos testados (Tab. 2).

Tabela 2 - Desvios quimicos de 'H-RMN (9,4 Tesla), atribuicio e
multiplicidade de prétons de ressonancias de metabolitos identificados em
extratos alcalinos das algas pardas Ascophyllum nodosum e Sargassum
cymosum.



dppm *H (atribuigdo, multiplicidade)

Compostos Extrato de A.nodosum Extrato de S. cymosum
Regido alifatica

Acetic acid 1.9 (CHg, s) 1.9 (CHg3, 5)
(HMDB 00042)
Citric acid 2.5(CH2, d) 2.5d
(HMDB 00094)
L-Aspartic acid 2.8 (CH, dd) 2.8 (CH, dd)
(HMDB 00191)
Pyruvate 2.3 (CHjs, 5) 2.36 (CHs, s)
(HMDB 00243)
Thymine 1.9 (CHgs, s) 1.9 (CH3, s)
(HMDB 00262)

Regido anomérica
L-Alanine 3.8(CH, q) 3.77(
(HMDB 00161) CH, q)
Betaine 3. (CHg, s); 3.9 (CH2, s) 3.2 (CHjs, 5)
(HMDB 00043)
Choline 3.2(CH3,s) 3.2 (CH3,s)
(HMDB 00097)
Dimethyl sulfone 3.16 (CHjs, s) 3.16 (CHg, s)

(HMDB 04983)
L-Fucose
(HMDB 00174)
Glycerol
(HMDB 00131)
Malonic acid
(HMDB 00698)
Mannitol
(HMDB 00765)

L-Proline
(HMDB 00162)

3.65 (CH, dd); 3.49 (CH, 3.65 (CH, dd); 3.49 (CH,

dd) dd)
3.66 (CH,, m), 3.74 (CH, tt) 3.66 (CH,, m), 3.74
(CH, tt)
3.11 (CH,, 5) 3.1 (CHy, s)

3.7 (CH, m); 3.8 (CH, d) 3.65 (CH,, dd); 3.7 (CH,
m); 3.77 (CH, d); 3.84 (CH,,
dd)

2.2 (CH,, m); 3.3 (CH, dt) 3.3 (CH,, dt)

Fonte: Software Chenomx Inc. e Human Metabolomic Database
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Com base nos resultados, pode-se concluir que os extratos
alcalinos de Ascophyllum nodosum e Sargassum cymosum tém efeito
sobre a atividade biolégica como promotores do crescimento das
plantas. Eles aumentaram a porcentagem de germinacdo de sementes e 0
alongamento de plantulas. Observou-se também que o efeito positivo
dos extratos alcalinos foi relacionado a concentracdo dos extratos e a
variedade de arroz avaliada.

No geral, o efeito do extrato alcalino de Sargassum cymosum na
germinacio de sementes (cultivar Onix) e no alongamento de plantulas
(nas trés cultivares) foi semelhante ao extrato de Ascophyllum nodosum,
gue € uma espécie conhecida por sua atividade bioestimulante. Os
resultados obtidos neste trabalho sdo encorajadores para estudos com o
uso de Sargassum cymosum na agricultura.



CAPITULO 111

Efeitos da aplicacdo de extratos de S. cymosum e A. nodosum
em tecido foliar das variedades de arroz (Oryza sativa L.) Rubi,
Onix e Margues

1 INTRODUCAO

Atualmente a agricultura alimenta mais de 7,5 bilhdes de
pessoas no mundo. Isso tem levado ao aumento da produgdo e oferta de
alimentos, implicando impacto global, devido ao uso de terras pela
expensdo agricola. A ciéncia, na area agricola, tem dado passos
importantes na busca de novas tecnologias, no manejo e incremento a
producdo vegetal. Neste contexto, o uso de produtos como
bioestimulantes e elicitores tornou-se uma abordagem alternativa para
minimizar o impacto ambiental de certas praticas de manejo de culturas
baseadas no uso de agroquimicos (PAL et al. 2015). Nesta linha
encontram-se os biofertilizantes e bioestimulantes, estes Gltimos
compostos por moléculas que ativam ou regulam positivamente
mecanismos bioquimicos que contribuem a otimizagdo do crescimento,
o desenvolvimento e/ou potencializam eventuais propriedades benéficas
dessas plantas, e.g., nutracéuticas (RITIKA, 2014). Diversos trabalhos
revelam alguns pontos em comum nas respostas das plantas a diferentes
bioestimulantes, tais como aumento do crescimento de raizes, maior
absorcdo de nutrientes e tolerdncia ao estresse (CALVO et al. 2014).
Algumas das fontes mais estudadas para fins de aplicagdes comerciais
como biofertilizantes/bioestimulantes sdo 0s organismos marinhos,
sobretudo as macroalgas e, entre elas, as algas pardas.

Resultados relevantes sdo observados em culturas de
importancia comercial agricola, quando tratadas com extratos de
macroalgas. Em ensaios com videiras, por exemplo, detectou-se o
aumento na biossintese e acimulo de compostos fendlicos e taninos nos
frutos, quando da aplicac@o de extrato da alga parda A. nodosum (KOK
et al. 2010).

As folhas, estruturas fotossintetizantes a partir das quais séo
translocados os recursos elaborados das plantas, podem servir de porta
de entrada para nutrientes e ou fitoprotetores (KERBAUY, 2008;
RATHORE et al, 2009). Neste contexto, a adubagdo foliar, pratica de
suplementacdo nutricional utilizada mundialmente em diversas culturas
agricolas, tem papel relevante na correcdo de deficiéncias nas plantas,
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fornecimento de micronutrientes ¢ no aumento da eficiéncia de
aproveitamento dos fertilizantes, por exemplo (STIRK et al. 2004;
FAQUIN, 2005).

Em fungdo do exposto, neste estudo buscou-se identificar nas
folhas de arroz das cultivares de pericarpos pigmentados (Onix e Rubi) e
brancos (Marques e Epagri106), indicios de efeitos bioestimulantes dos
extratos alcalinos das algas pardas A. nodosum (Linnaeus) Le Jolis e
Sargassum cymosum C. Agardh aplicados por aspersdo foliar. Para tal,
foram conduzidos experimentos ao longo de trés safras da cultura,
seguido da utilizacdo de técnicas analiticas a detec¢do e quantificacdo de
compostos do metabolismo primario e secundario em amostras de tecido
foliar.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENGCAO DO MATERIAL DE ESTUDO E PREPARO
DOS EXTRATOS

A partir das solucGes estoque dos extratos de S. cymosum e A.
nodosum foram preparadas diluices na concentracdo de 0,5g L™ (pH
8,5) para aplicagBes por aspersdo foliar, ao longo do ciclo vegetativo de
plantas de arroz das variedades em estudo, i.e., Rubi — vermelho, Onix —
preto, Marques e EPAGRI 106 — brancos. As sementes dos quatro
genotipos foram fornecidas pela EPAGRI — Estacdo Experimental de
Itajai.

2.2 IMPLANTACAO DOS EXPERIMENTOS

Trés experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, na
Estacdo Experimental da EPAGRI, em Itajai (Latitude 26°57°57°°S,
Longitude 48°48"1""W, Altitude 2m), em épocas correspondentes a trés
safras da cultura, conforme descrito a seguir.

2.2.1 Experimento | (2015)

Implantado na época do ano equivalente a safra da cultura do
arroz em Santa Catarina, 0 primeiro experimento iniciou em setembro
de 2015, com colheita prevista para fevereiro de 2016. Em sistema pré-
germinado, sementes das variedades (Rubi, R - pericarpo vermelho,
ciclo = 125 dias; Onix, O, pericarpo preto - ciclo = 125 dias e Marques,
(M, pericarpo branco — ciclo = 144 dias) foram semeadas em baldes de



20 litros, contendo solo retirado de quadra de arroz daquela Estacéo
experimental. A partir do vigésimo dia da semeadura, raleios foram
efetuados, mantendo-se duas plantas por balde. O desenho experimental
consistiu em 36 baldes para cada variedade de arroz, totalizando cento e
oito baldes, n=12 (com duas plantas cada) para cada tratamento (Fig. 12.
Os tratamentos consoantes aos extratos alcalinos de algas (0,59 L™)
foram codificados como segue: T1 — plantas tratadas com extrato de A.
nodosum, T2 - plantas tratadas com extrato de S. cymosum e T3 - plantas
tratadas com agua destilada (controle negativo). A partir da quarta folha
expandida, aos 44 dias apds a semeadura, iniciaram-se as aplicacfes
foliares dos extratos macroalgais por aspersdo nas plantas de arroz.
Quatro aplicagGes, em intervalos de 10 dias, foram realizadas ao longo
dos estadios vegetativos da cultura. Os procedimentos culturais
padronizados pela EPAGRI foram adotados ao longo do ciclo de cultivo
das cultivares em estudo.

Fonte: reproducdo propria

Figura 1 — (A) Imagem das plantas de arroz Onix, Rubi e Marques aos 20 dias
apos a semeadura em substrato coletado em quadras de arroz (experimento | -
2015), na Estagdo Experimental da EPAGRI - Itajai; (B) detalhe do fenétipo de
cada variedade aos 20 dias ap0s a semeadura.

Dez dias ap6s a Ultima aplicagdo foram coletadas amostras
foliares, acondicionas em isopor e tranferidas ao Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV), no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA - UFSC), onde foram armazenadas em ultrafreezer (-
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80°C) para andlises posteriores. A previsdo de colheita dos grdos, em
fevereiro de 2016, ndo se confirmou, dada a ocorréncia de problemas
técnicos que causaram a perda do experimento na segunda semana de
janeiro. Desta forma, para o primeiro experimento somente foi possivel
a obtencdo de amostras do ciclo vegetativo das plantas para analises.

As analises bioquimicas focaram na determinacdo dos
contedos totais de carotenoides, compostos fendlicos, flavonoides e
acUcares sollveis totais, bem como atividade antioxidante dos extratos
foliares em solventes especificos a cada analise.

2.2.2 Experimentos Il e 111 (2016.1 e 2016.2)

O segundo e terceiro experimentos foram implantados em
janeiro de 2016 e setembro do mesmo ano, respectivamente, com
semeadura de sementes pré-germinadas. Por recomendacdo técnica da
EPAGRI, nestes ensaios a etapa de semeadura foi realizada em caixas e
as plantulas transferidas aos baldes, a fim de garantir maior
uniformidade ao stand de plantas (Fig. 2). Os procedimentos culturais
foram os mesmos em relagdo ao primeiro experimento.

O segundo experimento foi conduzido ao longo de um ciclo
completo da cultura, com inicio em janeiro e conclusdo em maio de
2016. Neste foram usadas as mesmas cultivares de arroz do primeiro
experimento (Onix, Rubi e Marques). Foram também quatro aplicacdes
foliares, a intervalos de 10 dias, ao longo dos estadios vegetativos. Dez
dias ap6s a ultima aplicagdo foram coletadas amostras foliares que,
acondicionadas em isopor, foram levadas ao LMBV (CCA — UFSC) e
armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até posterior analise. As paniculas
foram colhidas ao final do estadio reprodutivo e maturacdo dos gréos,
em maio de 2016. So foi possivel coletar para contagem, as paniculas
das cultivares Onix e Rubi, pois ndo houve enchimento de grdos nas
plantas da cultivar Marques.

No terceiro experimento, cuja implantacdo foi em setembro e
colheita em dezembro de 2016, seguiram-se 0s procedimentos dos
experimentos Il e Ill. Neste Gltimo manteve-se as cultivares de arroz
preto (Onix) e vermelho (Rubi). Contudo, a fim de prevenir o ocorrido
no segundo experimento, quanto ao ndo enchimento de gréos, a cultivar
de arroz branco Marques (ciclo tardio), foi substituida pela cultivar
Epagri106 (ciclo médio/curto).

Nos desbastes, feitos 20 apds o plantio das mudas, manteve-se 3
individuos por balde, visando aumentar a biomassa amostral das
estruturas vegetativas e reprodutivas. No estadio de quarta folha



expandida, (~ 23 dias apds o plantio), iniciaram-se as aplicagdes foliares
dos tratamentos. A colheita dos grdos nesse terceiro experimento
ocorreu em maio de 2016.

Fonte: arquivo pessoal
Figura 2— Detalhes da parte aérea de plantas das cultivares EPAGRI106, Onix e
Rubi nos experimentos Il e 11l: (A) Mudas dos gendtipos de arrozes semeadas
em caixas; (B) Plantas de EPAGRI106 em inicio de perfilhamento; (C) Plantas
de Onix no estadio vegetativo; (D) Plantas de Rubi no estadio reprodutivo.
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2.2.3 Colheita e analises de campo

As paniculas da cultivar Onix foram colhidas em 17 de maio, ao
fim do segundo experimento, 126 dias apds a semeadura, e as da
variedade Rubi no dia 24 de maio, 133 dias ap6s a semeadura. As
paniculas das plantas da variedade Marques foram coletadas no dia 14
de julho de 2016, 184 dias apdés a semeadura. Ap6s a colheita, o
material amostral (Fig. 3A-C) foi seco em estufa até atingir 13% de
umidade (m/m) e acondicionado em sacos de papel, conforme normas
de padronizacdo utilizadas pela EPAGRI.

Apds secagem, as paniculas das cultivares Rubi e Onix foram
enviadas ao LMBV (CCA-UFSC), onde procedeu-se a degrana manual.
A remocdo das cascas em descascador de gréos foi feita na Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC),
Florianépolis, SC (Fig. 11D).

Fonte: Reproducéo propria
Figura 3 — Material colhido no final do experimento: (A) Paniculas da cultivar
Onix (preto), colhidas ao final do experimento e gréos ap6s degrana; (B-C)
Detalhes dos grdos da cultivar Rubi (vermelho) apds degrana manual; (D) Gréos
descascados das cultivares Rubi (acima) e Onix (abaixo).

No terceiro experimento 0os mesmos procedimentos de coleta e
de processamento das amostras de paniculas e grdos, descritos
anteriormente, foram adotados. As colheitas das cultivares Onix e
EPAGRI106 ocorreram no dia 20 de dezembro/2016, e a da cultivar
Rubi no dia 08 de janeiro/2017, 101 e 120 dias ap6s a semeadura,
respectivamente.



Dois dos critérios adotados como descritores agronémicos, para
a cultura do arroz, em Santa Catarina, foram avaliados nos experimentos
I e 11l (nGmero de paniculas por planta e peso de 1000 gréos).

2.3 ANALISES BIOQUIMICAS
2.3.1 Extracgéo e quantificagdo de clorofilas e carotenoides totais

Amostras de folhas de arroz (100 mg, peso fresco, n=4) foram
incubadas em banho-maria (65°C), com 7 mL de dimetilsulféxido
(DMSO), por duas horas. O extrato foi recuperado por filtracdo e o
volume final deste ajustado para 10 mL com DMSO, (Hiscox &
Israelstam, 1979). Os valores das absorbancias a 480, 649 e 665 nm
foram obtidos em espectrofotdmetro (Bel Spectro LGS53). O calculo
dos contetidos de clorofilas utilizou as férmulas de Wellburn (1994),
sendo os dados expressos em pg/g de massa seca: [Clorofila a =
[12,19*%(A665) — 3,45*(A649)] e clorofila b = [21,99*(A649) -
5,32*(A665)]. Para quantificacdo de carotenoides totais no extrato de
DMSO, foi aplicada a formula CTs = [1.000*(A480) — 2,14*( Chl a) —
70,16*( Chl b)] / 220, onde CTs = carotenoides totais.

2.3.2 Extragéo e quantificacdo de compostos fendlicos totais

Amostras de folhas de arroz (1g, peso fresco, n = 4) foram
maceradas em cadinho com N, liquido. Ao macerado foram adicionados
10 mL de metanol 80% (v/v), seguido de incubacéo por 1h, ao abrigo da
luz, centrifugacdo (12000g, 10 min) e recuperagdo do sobrenadante. Os
conteldos totais de compostos fenolicos foram determinados por
método colorimétrico, utilizando o reativo de Folin-Ciocalteu (A = 750
nm), conforme descrito por Rhandir et al. (2002). O calculo dos teores
totais dos analitos baseou-se em curva-padrdao externa de acido géalico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA — 100 - 1250 pg, y = 0.0108x, r* =
0,999). Os resultados, em quadruplicata, foram expressos como valor
médio, em mg de equivalente &cido galico por g de massa seca.

2.3.3 Extracdo e quantificacdo de flavonoides totais

A determinagdo do contetdo de flavonoides totais utilizou,
com modificagdes, a metodologia descrita por Zacarias et al. (2007).
Uma aliquota de 0,5 mL de extrato metanolico 80%, de cada amostra foi
utilizada para a determinacdo do conteldo de flavonoides totais, na
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presenca de 0,5 mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio (2%
m/v) e 2,5 mL de etanol p.a. Apds repouso de 1 hora, fez-se a leitura da
absorbancia a 420 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel (UV-2000A,
Instrutherm). O calculo do teor total de flavonoides baseou-se em curva
padrdo externa de quercetina (10 a 200 pg — r2 = 0,99; y = 0,010x). As
andlises foram realizadas em quadruplicata e os resultados foram
expressos em mg de equivalente quercetina por g de massa seca.

2.3.4 Determinacéo da inibicdo do DPPH(%b)

O potencial de reducdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil -
DPPH (%), nos extratos em andlise foi determinado conforme descrito
por Kim et al. (2002), com modificacOes. Para tal, a absorbancia de uma
solugcdo metanolica de DPPH (1 mM em metanol 80% v/v) foi medida
em comprimento de onda de 530nm, em espectrofotdmetro UV-visivel
(UV-2000A, Instrutherm). Na sequéncia, um volume de 2,9 mL de
solucdo metandlica de DPPH foi adicionado a 0,1 mL de amostra. A
mistura foi incubada por 30 minutos ao abrigo da luz e a absorbancia do
produto da reacdo antioxidante medida a 530 nm em espectrofotdmetro
UV-Visivel (UV-2000A, Instrutherm). A atividade de seqiestro do
radical DPPH foi calculada pela equacédo: (%) = (Abs Controle - Abs da
Amostra) / Abs Controle x 100%, onde Abs Controle é a absorbancia do
DPPH diluido e Abs da Amostra refere-se a absortancia da reacdo
(DPPH + extrato).

2.3.5 Extracédo e quantificacdo de acuUcares sollveis totais

A extragdo de aclcares sollveis foi feita de acordo com a
metodologia proposta por Shannon (1968). As amostras de folhas dos
arrozes foram trituradas em nitrogénio liquido (100 mg — massa fresca)
e maceradas com 2 mL da solugdo MCW (metanol: cloroférmio: agua)
(12: 5: 3, viviv). A solucéo foi centrifugada (4000 rpm, 4°C, 5 min), o
sobrenadante foi coletado e o residuo novamente extraido com 2 mL da
solucdo de MCW (5 min, 4000 rpm, 4°C). Os sobrenadantes foram
reunidos, adicionados de 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua e o
extrato novamente centrifugado. A fase superior (aquosa) dos extratos
foi coletada e utilizada para analise dos agUcares. A dosagem dos
acucares soluveis totais foi realizada de acordo com o método de
Umbreit & Burris (1964). Aliquotas de 1 mL do extrato foram
acrescidos de 2 mL do reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL
de &cido sulfurico concentrado), agitados em vortex e aquecidos em



banho-maria (100°C, 3 min). Ap6s, procedeu-se a leitura da absorbancia
(630 nm) das amostras em espectrofotdbmetro UV-Visivel (UV-2000A,
Instrutherm). O célculo dos conteldos de aclcares sollveis totais foi
feita a partir da curva padrdo de glicose (1 a 200 pg - r2= 0,99; y =
0,008x). Os resultados foram expressos em mg de glicose por g de
massa seca.

2.4 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

2.4.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho proximo (NIR)

Devido a relevancia de compostos fenélicos em grdos de arroz,
sobretudo em variedades pigmentadas, optou-se também por analisar
estes metabolitos secundarios através de uma abordagem analitica
complementar. Assim, amostras liofilizadas e trituradas (~ 5g) de folhas
dos genodtipos em estudo, coletadas nos experimentos de ciclo completo
(It e 1), foram analisadas por espectroscopia Vvibracional de
infravermelho préximo (NIR), uma técnica rapida e ndo destrutiva das
biomassas, visando a quantificacdo de fenoélicos totais e flavonoides.

Devido a pequena disponibilidade de biomassa foliar resultante
do experimento |, tais amostras ndo foram consideradas nestas analises
espectroscopicas. Os espectros de absorbancia foram obtidos em
espectrometro de infravermelho préximo FT-NIR MPA BRUKER, em
triplicata, na regido espectral 3600 a 12500 cm™. Foram realizadas 64
varreduras para cada amostra sélida, com resolucdo de 16 cm™. A
importacdo e pré-tratamento dos dados utilizaram o software Opus Lab
Brukere (v. 7.5).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados de campo, para o descritor agronémico nimero
de paniculas por planta, avaliado nos experimentos Il e Ill, ndo houve
diferenca entre os tratatamentos para nenhuma das cultivares (Rubi,
Onix e Marques — 2016.1) e (Rubi, Onix e EPAGRI 106 — 2016.2) (Tab.
3). Para o critério, peso de 1000 grdos, na cultivar Rubi ndo houve
diferenca entre os tratamentos no experimento Il, contudo no
experimento |11, observou-se 0 maior peso médio nos tratamentos T1
(24,6%1,2g) e T2 (25,4+0,8g). Também no Il o0 maior peso médio para a
cultivar EPAGRI 106 foi observada em T2 (25,36+1,1g). Na cultivar
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Onix, os grdos de T2 tiveram 0 maior peso médio entre os tratamentos
(19,2+2g) em 2016.1 (Tab. 4).

Tabela 3 - Namero de paniculas por planta das cultivares Rubi, Onix e Marques
colhidas nos experimentos Il (2016.1) e Rubi, Onix e EPAGRI 106 colhidas no
experimento 111 (2016.2). Os valores apresentados sdo a média + desvio padréo.
Letras iguais ou auséncia de letras indicam ndo haver diferenca significativa
entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

N° paniculas/planta

Variedade Tratamento
2016.1 2016.2
RT1 21+4.9 19+1.6
Rubi RT2 19+5.2 18+2.7
RT3 18+6.4 18=1.3
OT1 17£3.5 16+0.4
Onix OT2 1737 160.6
OT3 16£3.3 14£2.6
MT1 214£3.6 X
Marques MT2 21£28
MT3 214£3.9 X
ET1 X 20£2.8
EPAGRI106 ET2 X 21£2.8
ET3 X 20+2.4




Tabela 4 - Peso de 1000 gréos de cada tratamento das cultivares Rubi e Onix
(experimento 11 - 2016.1) e Rubi, Onix e EPAGRI 106 (experimento 1 -
2016.2). Peso seco de folhas das cultivares Rubi, Onix, Marques e EPAGRI
106). Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo. Letras iguais ou
auséncia de letras indicam ndo haver diferenca significativa entre os
tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Variedade Tratamento Peso 1000 grdos (5) P::;if{iio Peso(s;lc;o;_lf)olhas

2016.1 2016.2 it

RT1 21.78£1.9 24.06x1.2a 300

Rubi RT2 20.00£0,7 25.40=0.8a 26.5 200
RT3 20,70+1,0 22.80£0.8b 300

OT1 15,70+0.4b 18.04+1.1 290

Onix OT2 19.25+£1.6a 19.62+£0.6 19.5 290
OT3 15.64=0,4b 17.78+1.2 260

MT1 X X 400

Marques MT2 X X X 300
MT3 X X 300

ETI X 24.32+0.5b 320

EPAGRI106 ET2 X 25.36+1.1a 27,5 300
ET3 X 24.26+0.6b 300

As anélises bioquimicas as quais foram submetidas as amostras
foliares coletadas dos ensaios conduzidos em 2015 (experimento I),
2016.1 (experimento 1) e 2016.2 (experimento 1), estdo apresentadas
nas figuras 4 a 7. Os resultados para a cultivar Rubi nos trés
experimentos mostraram que 0s maiores contetidos dos metabolitos
primarios, clorofilas e acucares sollveis totais, e dos pigmentos
acessorios da fotossintese, carotenoides, foram predominantes nas
amostras correspondentes ao controle (T3), excecdo ao experimento I,
onde clorofilas em T3 néo diferiram de T1 (extrato de A. nodosum) e no
Il para acucares onde ndo houve diferenca entre os tratamentos. Tais
achados sugerem que, por esta abordagem, tais analitos ndo foram
afetados pelos tratamentos com os extratos macroalgais. Para 0s demais
pigmentos avaliados, enquanto os maiores teores de flavonoides
predominaram em T1, exceto no ensaio I, onde T1 n&o diferiu de T2 (S.
cymosum), fendlicos totais ndo seguiram um padrdo. Para este Ultimo,
T3 apresentou 0s maiores teores no ensaio I, nad diferiu de T1 no
ensaio | e ndo foram observadas diferengas entre o0s tratamentos no
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ensaio Ill. Para a atividade antioxidante, T2 destacou-se no ensaio I,
ndo diferiu de T1 no I e de T3 no IlI.

Para as amostras de Onix o observado foi que T1 predominou
com os maiores contetdos de clorofilas e carotenoides (Fig. 4), ndo
diferindo de T3 nos ensaios | e Il para clorofilas e de T2 nos ensaios | e
Il, para carotenoides. Para agUcares sollveis totais, ndo houve um
padrdo nas amostras foliares de Onix, predominando T1 no ensaio I, T3
no Il e sem diferenca significativa entre os tratamentos no ensaio IlI.
Para fendlicos totais, T1 destacou-se com as maiores concentracdes no
ensaio | mantendo-se assim, mas sem diferir de T2 nos ensaios Il e IlI.
Para flavonoides, ndo foi detectada diferenca significativa entre T1 e T2
no ensaio Il e entre os trés tratamentos nos ensaios | e Ill. Para a
atividade de reducdo do DPPH, ndo houve diferenga significativa entre
T1 e T2 nos trés ensaios e entre henhum dos tratamentos no ensaio |I.
Nas variedades de pericarpo branco, embora avaliadas em épocas
diferentes uma da outra, as maiores concentracdes de clorofilas e
carotenoides foram predominantes nas amostras do controle (T3), sendo
que em EPAGRI106 o mesmo foi observado em acucares sollveis
totais. Para este Gltimo, Marques ndo apresentou padrdo, tendo os
maiores conteldos em T1 no ensaio | e T2 no Il. A exemplo do
observado em Rubi, também nos arrozes de pericarpos brancos
detectou-se maiores teores de clorofilas e carotenoides nas amostras do
controle, denotando que também para esses analitos, 0s extratos
macroalgais ndo provocaram alteracBes. Para aglicares esses arrozes
diferiram entre os ensaios, i.e., em Marques 0s maiores teores no ensaio
I foram observados em T1 e no I em T2. Em EPAGRI 106,
maioresconteildos forsm obsrvados em T3. Para flavonoides ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos no ensaio | e T3 apresentou
as maiores concentragdes no ensaio Il (Marques); ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos no ensaio Il (EPAGRI106). Para
teores de fendlicos totais observou-se maiores concentragdes nas
amostras T3, para ambas as variedades, sendo que no ensaio Il ndo
houve diferenca significativa entre T2 e T3. Para atividade de redugdo
do radical DPPH, Marques ndo apresentou diferenga significativa entre
TleT3 e EPAGRI 106 entre Tle T2.

Assim, avaliando os dados das analises as quais foram
submetidas as amostras foliares dos trés experimentos os resultados,
tomados em conjunto, nos testes bioquimicos mostraram
proporcionalidade entre os teores de clorofilas e carotenoides em quase
todos os tratamentos para os trés experimentos, notadamente nos
tratamentos controle (T3). A atividade antioxidante do DPPH, foi



proporcional aos teores de fendlicos e flavonoides apenas no
experimento 11 (2016.1). Resultados mais expressivos em termos destas
proporcionalidades eram esperados, visto que estes compostos,
presentes em cereais pigmentados, sdo sabidamente antioxidantes
potentes (CAI et al., 2005; ZHOU et al., 2014). Contudo, os resultados
obtidos para os teores destes pigmentos sinalizam para possibilidades
promissoras na aplicagdo dos tratamentos propostos, em especial as
cultivares pigmentadas (Rubi e Onix).

Segundo Stirk e van Standen (1997) e Tarakhovskaya et al.
(2007), embora os efeitos bioestimulantes promovidos pelos extratos de
algas sejam atribuidos a presenca de moléculas de baixo peso molecular
e aos fitorménios, trabalhos como os de Klarzynski et al. (2003) e Roux
et al. (2009) demonstraram que moléculas maiores como polifendis e
polissacarideos, bem como a associacdo destas com aquelas tém
importante atuacdo na bioestimulagdo, aumento de resisténcia ao
estresse ou mesmo como aleloquimicos (FAQUIN, 2005). Tais achados
estimulam a abordagem por técnicas mais rapidas e simples para
detecgdo desses compostos de maior peso molecular, como os fendlicos.
Razdo pela qual iniciou-se, neste trabalho, abordagem de andlise das
estruturas de arroz utilizando NIR (FASSIO & COZZOLINO, 2004),
cujos resultados, submetidos a quimiometria, possibilitam indicios mais
claros dos perfis e a interacdo entre as amostras analisadas.
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Figura 4 — Teores (ug.g™") de clorofilas (A) e carotenoides (B) em amostras
foliares das cultivares Rubi (R), Onix (O), Marques (M) e EPAGRI106 (E),
tratadas com extratos de A. nodosum (0,5 g L™) (T1), S. cymosum (0,5 g L™)
(T2) e sem extratos — H,O (T3). Experimentos I, Il e 1l conduzidos em 2015,
2016.1 e 2016.2, respectivamente. As barras correspondem a média (n=4) +
desvio padrdo. Letras diferentes indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparagéo de Tukey.
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Figura 5 — Teores (mg.g™) de fendlicos (A) e flavonéides (B) em amostras
foliares das cultivares Rubi (R), Onix (O), Marques (M) e EPAGRI106 (E),
tratadas com extratos de A. nodosum (0,5 g L™) (T1), S. cymosum (0,5 g L™)
(T2) e sem extratos — H,O (T3). Experimentos I, Il e 1l conduzidos em 2015,
2016.1 e 2016.2, respectivamente. As barras correspondem a média (n=4) +
desvio padrdo. Letras diferentes indicam tratamentos significativamente
diferentes segundo o teste de comparagdo de Tukey.
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Figura 6 — Porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPH em amostras foliares
das cultivares Rubi (R), Onix (O), Marques (M) e EPAGRI106 (E), tratadas
com extratos de A. nodosum (0,5 g L) (T1), S. cymosum (0,5 g L") (T2) e sem
extratos — H,O (T3). Experimentos I, 1l e 1l conduzidos em 2015, 2016.1 e
2016.2, respectivamente. As barras correspondem a média (n=4) + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam tratamentos significativamente diferentes
segundo o teste de comparagdo de Tukey.
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Figura 7 - Teores ((mg.g™) de aglicares sol(veis totais em amostras foliares das
cultivares Rubi (R), Onix (0), Marques (M) e EPAGRI106 (E), tratadas com
extratos de A. nodosum (0,5 g L) (T1), S. cymosum (0,5 g L™) (T2) e sem
extratos — H,O (T3). Experimentos I, Il e Il conduzidos em 2015, 2016.1 e
2016.2, respectivamente. As barras correspondem a média (n=4) + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam tratamentos significativamente diferentes
segundo o teste de comparacéo de Tukey.



3.1 DETECGAO DE FENOLICOS TOTAIS POR NIR

Para deteccdo de compostos presentes nas amostras soélidas
foliares, na faixa de absor¢do correspondente ao infravermelho préximo
(NIR), as mesmas foram submetidas a varredura naquela janela espectral
(3600 a 12500 cm™) (Fig 8).
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Figura 8 — Espectros de reflectancia na regiao do infravermelho préximo (3600
a 12500 cm’) de tecido foliar das cultivares de arroz Rubi, Onix, Marques e
EPAGRI106. (A) - experimento Il, safra 2016.1 e (B) experimento Ill, safra
2016.2.

Apb6s andlise visual preliminar dos espectros e pré-
processamento dos dados para otimizacdo da relagdo sinal/ruido, foram
detectados sinais de maior intensidade na janela espectral de 3600 a
9000 cm™ (Fig.9), regio tipica de polifendis (SOUZA, 2017).

Os perfis espectroscdpicos das variedades mostraram-se
similares entre si e na comparacdo entre safras. Contudo, foram
observadas reflectancias de maior intensidade nos perfis de amostras
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coletadas no experimento Il — safra 2016.2 (Fig. 9A), com destaque a
cultivar EPAGRI106 (Fig. 9B).
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Figura 9 - Espectros de reflectancia na regido do infravermelho préximo,
destacando a regido de sinais de maior intensidade (4000 a 9000 cm’), de
amostras foliares dos genétipos de arrozes em estudo. (A) - experimento I,
safra 2016.1 e (B) experimento 11, safra 2016.2.

Numa segunda etapa, dados da regido compreendendo as
bandas de maior intensidade, i.e., 3600 a 9000 cm™ foram normalizados
e submetidos a analise dos componentes principais (PCA), para melhor
visualizacdo das eventuais relacbes de similaridade/discrepancia
derivadas de seus perfis de composi¢cdo quimica, considerando-se 0s
efeitos de safra (Fig. 10). O modelo descritivo resultante da PCA
demonstrou que 0s dois primeiros componentes contém mais de 94% da
variancia dos dados, i.e., PC1 (86,71%) e PC2 (8,24%). No que tange a
discriminagdo das cultivares entre safras no ano de 2016, observou-se
que as amostras das variedades Onix e Marques distribuiram-se ao
longo do eixo PC1 e agruparam-se no quadrante PC2 positivo. Os
demais gendtipos situaram-se em PC2 negativo, com distribui¢do das
variedades Rubi e EPAGRI106 ao longo do eixo do componente



principal 1. Em seu conjunto, a analise de componentes principais
sugere maior similaridade de composicdo quimica as cultivares Onix e
Marques ao longo das safras, comparativamente as demais cultivares em
estudo, i.e., Rubi e EPAGRI106. Tal fato é relevante, uma vez que o
modelo de classificacdo resultante da PCA agrupa cultivares diferentes
quanto a coloracao do pericarpo.
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Figura 10 - Distribuicdo fatorial dos componentes principais dos espectros de
absorbancia na regido do infravermelho (3600 a 9000 cm™) dos experimentos |1
(2016.1) e 111 (2016.2).

Em abordagem complementar, os dados da janela espectral de
3600 a 9000 cm™ (Fig. 9) foram submetidos & anélise de cluster
hierdrquico (Fig. 11). Os resultados demonstram que o modelo de
descricdo se mostrou mais efetivo em detectar eventuais diferencas de
composicdo quimica nos tecidos foliares dos genétipos ao longo das
safras, comparativamente ao observado entre gendtipos. De fato,
considerando as Obvias distingBes fenotipicas das variedades
assume-se como de maior relevancia o entendimento de eventuais
varia¢OGes do metaboloma ao longo dos ciclos de cultivo, em funcdo das
variaces climaticas esperadas, por exemplo.
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Figura 11 — Dendograma dos espectros de reflectanma (3600 a 9000 cm™)
resultante de anélise de cluster hierdrquico utilizando a distancia euclidiana em
relagdo as safras 2016.1 e 2016.2.

4 CONCLUSAO

Os resultados, em estruturas vegetativas das quatro cultivares da
espécie agricola estudada neste trabalho, pode ser indicativo de que
também a partir de amostras foliares das plantas, pode-se comprovar a
qualidade intrinseca dos grdos. Quanto as diferencas de contelido
observadas entre os metabdlitos, pode-se inferir um efeito de safra
decorrente da sazonalidade. A literatura traz relatos de trabalhos
mostrando resultados bastante positivos com o uso de algas pardas, em
especial A. nodosum, ao incremento da producdo vegetal e, neste
trabalho, tomados em conjunto, e sendo o arroz apontado como pouco
responsivo a tratos foliares, incluindo-se o0s genotipos de graos



pigmentados, o0s resultados das analises bioquimicas mostraram-se
promissores ao uso de extratos alcalinos das algas pardas estudadas, via
foliar, ndo havendo indicios evidentes de fitotoxicidez decorrentes dos
extratos nessas formulagbes. Os resultados obtidos em NIR,
especialmente por ser um método alternativo rapido e ndo destrutivo
para deteccdo de fendlicos totais e flavonoides, pareceram configurar,
com alguns ajustes (como curva de calibracdo, complementar a analises
de UV), ferramenta promissora para analise destes compostos.
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CAPITULO IV

Efeito do tratamento com extratos das algas pardas A.

nodosum e S. cymosum no perfil metabolico de gréos de arrozes
pigmentados (variedades Onix e Rubi) e ndo pigmentos (variedade
EPAGRI106)

1 INTRODUCAO

A produgdo global de cereais duplicou, nos ultimos 40 anos,
impulsionada pela aplicagdo crescente de insumos, fertilizantes,
pesticidas e agua, além da criacdo de novas variedades e tecnologias.
No manejo do arroz (Oryza sativa), diversos produtos tém sido
recomendados visando o incremento da produtividade e a qualidade de
grdos, bem como a protecdo a patdgenos, 0s quais sdo aplicados em
diversas etapas do ciclo da cultura. Na qualidade de grdos, trabalhos
como de Peterson et al. ( 2004), comprovaram a influéncia de agentes
externos e ambientais na qualidade destas estruturas em gendtipos de
aveia. Neste viés, produtos de origem marinha com potencial de
elicitacdo e incremento da producdo vegetal tém chamado a atencdo
como alternativa a produtividade de culturas de interesse agricola, com
menor impacto ambiental em comparagdo com os sistemas de manejo
tradicionais.

Em grdos, diversos constituintes tém impacto na qualidade
alimentar, devido as propriedades funcionais aquela biomassa. Em
grads pigmentados, de forma especial, h4 o incremento de compostos
bioativos adicionais e com atividade antioxidante, entre os quais 0s
carotenoides e os polifendis (ZHOU et al. 2002; HU et al. 2003).
Compostos do metabolismo secundario vegetal, os polifendis
desempenham importantes fungdes em plantas, animais e
microorganismos. Tais compostos caracterizam-se por uma grande
heterogeneidade de estruturas quimicas, sendo classificados em trés
grandes grupos, a saber: &cidos fendlicos, flavonoides e taninos (KING
& YOUNG, 1999; TAIZ & ZEIGER, 2013). Em gréos de arroz, para
além dos componentes nutricionais majoritarios, e.g., amido, proteinas
e lipidios, cujos teores determinam o cozimento e a qualidade da
biomassa (ZHO et AL. 2002), nas variedades pigmentadas compostos
nutracéuticos, notadamente polifendis, flavonoides e antocianinas, sdo
encontrados.
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Extratos de macroalgas tém sido utilizado a melhoria do
rendimento de vérias culturas (CRAIGIE, 2011), assim como diversos
estudos demonstram os beneficios da aplicacdo de tais extratos na
germinacdo de sementes, no aumento no tempo de prateleira e da
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (CRAIGIE, 2011; LOLA-
LUZ et al. 2013; BATTACHARYYA et al. 2015). Por estarem
relacionados ao aumento da tolerancia ao estresse, a aplicacdo destes
extratos de macroalgas estimula o acimulo de moléculas bioativas,
como os polifendis (FAN et al. 2011). Lola-Luz e colaboradores
(2013; 2014) verificaram que a aplicacdo de produtos comerciais a
base de extrato de Ascophyllum nodosum ndo aumentou o rendimento
das culturas de brécolis e repolho. No entanto, detectaram incrementos
no conteldo de compostos fendlicos e flavonoides em relacdo as
plantas controle. Embora o uso de extratos de A. nodosum seja bem
documentado na literatura, poucos sdo os trabalhos que utilizam
espécies do género Sargassum com o propoésito de desenvolver um
bioestimulante. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi
guantificar e identificar compostos do metabolismo primario e
secundario em gréos de arrozes das variedades pigmentadas Rubi e
Onix e de pericarpo branco EPAGRI106, oriundos de plantas tratadas
com extratos das algas A. nodosum e S. cymosum.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de grios das variedades Rubi e Onix foram colhidas
nos experimentos Il e 111, enquanto aquelas da variedade EPAGRI106
foram coletadas somente no experimento Ill, foram descascados,
moidos e liofilizados. A partir destas biomassas, foram obtidos
extratos organosolventes e realizadas analises espectrofotométricas,
para quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e
acucares sollveis totais, bem como da atividade antioxidante. Além
disto, analises cromatograficas e de espectrometria de massas
buscaram identificar e quantificar as antocianinas nos extratos
investigados.

2.1 ANALISES BIOQUIMICAS
2.1.1 Espectrofotometria UV-visivel — compostos fenolicos e

flavonoidicos totais, acUcares solGveis totais e atividade
antioxidante



Amostras dos grdos moidos (200mg, peso seco, n = 4) foram
maceradas em 8 mL de metanol 80% (v/v), seguido de incubacgdo por
1h, ao abrigo da luz, centrifugagdo (12000g, 10 min) e recuperagdo do
sobrenadante por filtragdo sob vacuo. Aliquotas do extrato metandlico
foram coletadas a quantificacdo de compostos fenodlicos totais,
flavonoides e percentual de atividade antioxidante. Para extragdo e
quantificacdo dos analitos foram seguidos os protocolos descritos no
capitulo 111 (item 2.3).

Por sua vez, os acglcares solUveis totais dos grdos foram
extraidos a partir de uma massa amostral de 15mg, a qual foi
adicionada de 1 mL de solucdo metanol:cloroférmio:agua (MCW - 12:
5: 3, viviv).

2.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS
2.2.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho préximo (NIR)

Aliquotas (~5 g) dos grdos moidos e liofilizados das cultivares
de arroz Onix, Rubi e Epagri 106 foram analisadas em espectrometro
de infravermelho proximo (NIR). As analises adotaram o protocolo de
preparo das amostras e aquisicdo dos espectros descritos no capitulo
Il as biomassas de tecido foliar (item 2.3.2). A importagdo, pré-
tratamento dos dados e a construcdo de modelos quimiométricos foram
feitos com o auxilio do software Opus Lab.

2.3 ANALISE CROMATOGRAFICA

2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — perfil de
antocianinas

A extracdo para determinacdo de antocianinas seguiu protocolo
desenvolvido pelo grupo do LMBV. A 12,99 de grédos de arroz moidos
e liofilizados das cultivares Onix e Rubi foram adicionados 100mL de
solucdo extratora (&lcool etilico: &cido acético 1% - v/v, pH
3,00+0,05). A extracdo hidroalcolica utilizou extrator de ultra pressdo
desenvolvido no LMBYV (Laboratério de Morfogénese e Bioquimica
Vegetal, UFSC), cujo protétipo encontra-se sob patenteamento. A
mistura resultante foi filtrada, seca em rotaevaporador e liofilizada.
Aliquotas do material resultante foram ressuspensas (10mg de
biomassa/mL  de metanol) e esta solugdo diluida em
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agua:metanol:éacido férmico (75:20:5, v/viv), na propor¢do 1:10. Para
analise em cromatografo liquido de alta eficiéncia, Thermo scientific
UltiMate 3000, utilizou-se um método isocratico em fase mdvel
agua:metanol:écido férmico (75:20:5, v/vivl), fluxo 0,6mL/min, nas
seguintes condi¢des: coluna C18, (150mm; @ interno 4.6 mm;
tamanho de particulas 5um); detector de arranjo de diodos (A =
270nm), injecdo automatica e termostatizacdo da coluna a 30 °C. A
aquisicdo e o processamento dos espectros para identificacdo e
guantificacdo dos analitos deu-se através do software Chromeleon.

2.4 ANALISE ESPECTROMETRICA
2.4.1 Espectrometria de massas MALDI-TOF

A fim de identificar as antocianinas presentes nos graos de arroz
das cultivares Rubi e Onix utilizou-se o espectrdmetro de massas com
interface de dessorcdo a laser assistida por matriz e analisador do tipo
tempo de vbo (MALDI-TOF MS; Autoflex Il SmartBeam, Bruker
Daltonics, Alemanha) para comprovar as identidades dos compostos
previamente observados nas analises via CLAE. Aliquotas (1 pL) dos
extratos hidroalcoolicos acidificados e do padrdo cianidina-3-O-
glucosideo (Sigma-Aldrich, MO - USA) foram aplicados em placa
metalica de MALDI-TOF e cocristalizadas com 1 uL de &cido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico  (0-CHCA; 10 mg/mL; 70:30:0.2%
ACN:H,0:TFA), matriz selecionada & ionizacdo do material. As
configuracdes do espectrometro a aquisicdo dos espectros foram:
método reflectron positivo, intervalo de massas analisado = 100 a 2500
Da e 1500 pontos amostrais foram acumulados. Os espectros foram
analisados no software FlexAnalysis (Bruker Daltonics, Alemanha)
tendo sua linha de base subtraida e os picos selecionados. Para
confirmacdo da presenca do analito de interesse, espectros de massas
da fragmentacdo dos (MS/MS) picos correspondentes da amostra e do
padrdo foram obtidos e processados com suporte do programa
FlexAnalysis.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados das analises bioquimicas e do potencial

antioxidante foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey, com grau de significancia de 5%, utilizando o software



Statistica, versdo 13.3. As analises de NIR foram submetidas a testes
univariados scripts em linguagem R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1QUANTIFICACAO, DE FENQLICOS TOTAIS,
FLAVONOIDES, ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E
ATIVIDADE REDUTORA

As analises das trés variedades em estudo, em amostras
coletadas nos experimentos Il e Il mostram os maiores teores de
fenolicos e flavonoides na variedade de pericarpo preto (Onix),
quando as plantas foram tratadas com extratos das duas algas (Fig.1).
O aumento no conteido destes compostos apds a aplicacdo de extratos
de macroalgas, em especial os produtos comerciais a base de A.
nodosum, ja foram relatados na literatura (LOLA-LUZ et al. 2013;
2014; BATTACHARYYA et al. 2015). Estes resultados sdo bastante
importantes, uma vez que o aumento no acimulo destes compostos
esta relacionado a melhora na qualidade nutricional de plantas e gréos.
Além disso, os resultados obtidos para o extrato de S. cymosum foram
estatisticamente semelhantes aos obtidos para A. nodusum, o que abre
possibilidades de estudos e aplicagdes para aquela espécie de clima
tropical.
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Figura 1 - Teores (mg.g'l)de fendlicos totais (A) e flavonoides (B) em
amostras dos grdos das cultivares Rubi (R), Onix (O) e EPAGRI106 (E),
tratadas com extratos de A. nodosum (0,5 g L™) (T1), S. cymosum (0,5 g L™)
(T2) e sem extratos — H,O (T3). Experimentos Il e 11l conduzidos em 2016.1 e
2016.2, respectivamente. As barras correspondem a média (n=4) £ desvio
padrdo. Letras diferentes indicam tratamentos significativamente diferentes
segundo o teste de comparacédo de Tukey.

Em relagdo aos resultados obtidos com o DPPH (Fig. 2A), o
esperado é que a atividade antioxidante aumentasse nas amostras aos
maiores teores de fendlicos (ZHOU, 2002; 2014; WALTER &
MARCHESAN, 2011; WALTER, 2013), confirmado nos gréos da
variedade Onix de plantas tratadas com os extratos no experimento I,
e nos da cultivar Rubi, tratados com extrato de S. cymosum, no
experimento I11. De curioso, para a atividade antioxidante o extrato da
variedade Rubi (experimento Il) se mostrou inexpressivo, um fato
associado aos menores teores de pigmentos observados. De forma
similar, os extratos dos grdos da variedade EPAGRI106 apresentaram
conteidos reduzidos de flavondides e de compostos fendélicos, bem
como baixa atividade antioxidante (Fig. 2A).

Para agUcares solGveis totais (Fig. 2B), os maiores teores foram
detectados nos grédos de Rubi de plantas tratadas com extrato de A.



nodosum no experimento 1l e com os dois extratos no experimento IlI.
Também nem Onix as maiores concentracbes foram detectadas nos
grdos de plantas tratadas com os extratos no experimento Il e com S.
cymosum no experimento Ill.  Nas amostra de EPAGRI106, nédo
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 2 - Percentual da atividade antioxidante do DPPH (A) e teores (mg.g™)
de agucares sollveis totais (B) em amostras dos graos das cultivares Rubi (R),
Onix (O) e EPAGRI106 (E), tratadas com extratos de A. nodosum (0,5 g L™)
(T1), S. cymosum (0,5 g L™) (T2) e sem extratos — H,0 (T3). Experimentos I
e Il conduzidos em 2016.1 e 2016.2, respectivamente. As barras
correspondem a média (n=4) + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
tratamentos significativamente diferentes segundo o teste de comparacdo de
Tukey.

3.2 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE
ANTOCIANINAS POR CLAE

As amostras dos extratos da cultivar Onix apresentaram de
0,643+0,03 pug.mL™ - OT1(Fig. 3A), 0,534+0,01 pg.mL™ - OT2 (Fig.
3B) e 0,222+0,01 pug.mL™ — OT3 (Fig. 3C). Para confirmacio da
identidade do composto nas amostras em questdo foi adicionado a
estas uma aliquota do padréo de cianidina-3-O-glucosideo, seguido de
co-cromatografias nas mesmas condicfes experimentais (Fig. 4).
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Figura 3 — Perfis cromatograficos obtidos por (CLAE-DAD, 270 nm) dos
extratos hidroalcodlicos de grdos da cultivar Onix, ap6s tratamento com os
extratos de (A) A. nodosum (T1), (B) S. cymosum (T2) e (C) controle (T3).
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Figura 4 - Cromatograma de uma amostra do extrato hidroalcodlico de gréos
da cultivar Onix (OT2), acrescida do padrdo cianidina-3-O-glucosideo.

A figura 5 mostra os cromatogramas das amostras da cultivar
Rubi, onde se observa conteidos de 0,096+0,05 pg.mL™ para RT1
(5A), 0,056+0,01 pg.mL™* para RT2 (5B) e 0,032+0,01 ug.mL™ para
RT3 (5C).



90

e BT RT12
3.00]
2.00]
I
0.00] ‘J
100
2.00]
200
a.00” A
0.0 20 10 6.0 8.0 100 120 140 160 180 200
20| ™ RI22
z.nr;
Log /
0.0 ’_‘—’___J
-1.00
2.00
300
400 we| 5
J[mau RT32
1.00]
2.00]
100
v
0.00] J
1.00]
2.00]
20
40 minjC

DEI.O 10 20 30 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10,0 110 120
Figura 5 - Perfis cromatograficos (CLAE-DAD, 270 nm) dos extratos
hidroalcodlicos de graos de arrozes da cultivar Rubi, apds tratamento com os
extratos de (A) A. nodosum (T1), (B) S. cymosum (T2) e (C) controle (T3).

Os teores da antocianina em estudo nos gréos das cultivares
Rubi e Onix tratadas com extrato de A. nodosum (T1) foram superiores
seguido do tratamento com extrato de S. cymosum (T2). Além disto,
destaca-se que os contelidos de antocianinas nas amostras de grdos da
cultivar Onix foram consideravelmente superiores ao observado no
gendtipo Rubi (Figuras 3 e 5, respectivamente). De fato, nesta ultima,



os valores detectados correspondem a 10-15% daqueles encontrados
na variedade Onix. Diversos trabalhos ja& comprovaram a presenca de
antocianinas, majoritariamente cianidina, em grdos pigmentados de
arroz, com maiores concentracbes em grdos de pericarpo preto
(ABDEL-AAL et al. 2006; HIEMORI et al. 2009; HOU et al. 2013).
A deteccdo de maiores concentragfes de antocianinas nos gréos de
plantas tratadas com os extratos alcalinos das macroalgas pardas em
investigacdo, dd suporte & tese de que tais matrizes quimicamente
complexas tém efeito estimulante da biossintese e acimulo destes
metabdlitos secundéarios. Tal fato ndo foi observado nas amostras de
grdos da variedade EPAGRI106, de pericarpo branco.

3.3 IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS — MALDI-TOF

A figura 6 mostra o espectro de massas da cianidina-3-O-
glucosideo, detectada em MALDI-ToF. A figura 7 apresenta 0s
espectros do padrdo analitico detectado em MALDI-ToF e reanalisado
por MS-MS (Fig. 7A e 8A). Além disto, os espectros de MS-MS das
amostras dos extratos das variedades Onix (Fig. 7B-C-D) e Rubi (Fig.
8B-C-D), coletadas no experimento Ill, confirmaram a identidade do
composto, com fragmentos tipicos, e.g., de 286,9 m/z e 449 m/z.
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Figura 6 — Espectro de ionizagdo do padrdo de cianidina-3-O-glucosideo, na janela espectral que abrange os picos de ionizagdo da
molécula (200 a 500 m/z). A letra “M” indica picos da matriz a-ciano-4-hidroxicindmico, utilizada na cocristalizacdo das

amostras.
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Os resultados destas analises corroboram com o ja descrito na
literatura quanto ao composto antocianico majoritario em graos
pigmentados de arroz (HYUN et al. 2004; CHEN et al. 2005). A
cianidina-3-O-glicosideo é a mais ocorrente em grdos pigmentados de
arroz (PEREIRA-CARO et al. 2013). Embora a abordagem da analise
realizada ndo tenha sido quantitativa, picos em 286,9 m/z mais
intensos nas amostras OT1 e OT2 foram detectados (Fig. 7B e C),
sugerindo maiores teores desse pigmento naquelas amostras. Por outro
lado, para as amostras da variedade Rubi, o sinal de ioniza¢do para
cianidina foi detectado, contudo com baixissima intensidade quando
comparado com o padrdo (Fig. 8), sugerindo menores teores daquele
analito nos grdos vemelhos de arroz. Os resultados obtidos por
MALDI-ToF corroboram os achados da CLAE-DAD, onde foram
detectados maiores concentracbes do analito nas amostras da
variedade Onix em relagdo a Rubi.

Outra antocianina, referida como predominante em gréos
pigmentados de arroz é a peonidina (CHEN et al. 2005). Nos espectros
de MALDI-ToF das amostras da variedade Onix foram detectados
outros sinais, menos intensos em relacdo a cianidina-3-O-glicosideo e
um de maior intensidade (301,5 m/z), sugerindo a ocorréncia de
peonidina. Nas amostras de Rubi ndo foram detectados sinais daquela
antocianina. Contudo, devido a ndo fragmentacdo da molécula de
peonidina-3-O-glucosideo, em MS-MS, ndo foi possivel sua
confirmacdo inequivoca nos extratos investigados (Fig. 9).
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Figura 9 — Espectro de ionizacdo do padrdo de peonidina e das amostras de gréos da cultivar Onix tratada com o extrato alcalino
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utilizada na cocristalizacdo das amostras.



Hyun et al. (2004), detectaram além da cianidina-3-O-
glicosideo, também a malvidina em grdos de arroz roxo escuro. Nas
amostras de arroz analisadas neste experimento esta antocianina ndo
foi detectada. Todavia, estudos revelam que tais diferencas séo
possiveis, uma vez que as antocianinas mudam de conformacao
diferindo nas cores e intensidades conforme alguns fatores como
nimero de hidroxilas ligadas aos anéis, metilagdes dos grupos
hidroxila, acilagdo com um grupo alifatico ou aromatico, podendo esta
Gltima causar deslocamento batocrdmico para a extremidade mais azul
do espectro (GLOVER & MARTIN, 2012). Tais interagdes e
alteragdes, explicam as diferencas em tipos e/ou teores de antocianinas
em individuos de mesma espécie, 0 que pode explicar também as
diferencas acentuadas nos teores de cianidina3-O-glucosideo entre os
arrozes de pericarpo preto e aqueles de pericarpo vermelho,
observados neste experimento, bem como a possivel deteccdo de
peonidina em uma variedade e a ndo deteccdo em outra.

3.4 DETECCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR
ESPECTROSCOPIA ) VIBRACIONAL DE
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

Para deteccdo de compostos presentes nas amostras sélidas dos
grdos dos arrozes, na faixa de absor¢do correspondente ao
infravermelho préximo (NIR), as mesmas foram submetidas a
varredura naquela janela espectral (3600 a 12500 cm™) (Fig. 10).
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Figura 10 — Espectros de absorbancias na regido do infravermelho préximo

(3600 a 12500 cm’) de gréos de arroz colhidos nos experimentos Il (safras
2016.1) e Il (safra 2016.2) — (A), das cultivares Rubi, Onix e EPAGRI106 -

(B).

Ap6s normalizacdo dos dados e observada a ocorréncia de
sinais mais intensos, foi selecionada a janela espectral de 4000 a 9000
cm™, rea correspondente a deteccdo de compostos fenélicos em NIR
(SOUZA, 2017) (Fig. 11). Na figura 11A é possivel observar picos de
reflectancia com destaque as safras 2016.1 e 2016.2, e a figura 11B
mostra sinas relevantes associados a compostos fendlicos para as
amostras das trés variedades em estudo.
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Figura 11 — Espectros de reflectancia na regido do infravermelho selecionada
para as analises quimiométricas (3600 a 9000 cm™) de gréos de arroz: A -
experimentos 11 (safras 2016.1) e 111 (safra 2016.2) e B - cultivares de arroz
Rubi, Onix e EPAGRI106.

Os dados espectroscopicos da regido de fingerprint de
compostos fendlicos (3600 a 9000 cm’) foram submetidos & anélise de
componentes principais (Fig. 12). Os resultados da distribuicdo fatorial
revelam a existéncia de dois grupos amostrais entres safras, sugerindo
que a sazonalidade observada ao longo dos ciclos de produgdo é fator
relevante na determinacdo dos perfis bioquimicos dos genotipos em
estudo. No que se refere ao efeito dos genotipos, como esperado, e em
concordancia com as analises bioquimicas anteriores, constatou-se que
0 modelo de classifica¢do derivado das PCAs discriminou as amostras
em trés grupos, ratificando as discrepancias de composi¢do quimica
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dos grédos dos arraozes em estudo. As componentes PC1l e PC2
explicaram mais de 98% da variacdo entre os dados analisados, sendo
PC187,1 % e PC2 11,4%.
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Figura 12 — Distribuic&o fatorial dos componentes principais dos espectros de
absorbancia na regido do infravermelho préximo (3600 a 9000 cm’) dos
experimentos | e 1l (A) e de amostras solidas de graos das cultivares de arroz
Rubi, Onix e EPAGRI106 (B).

Numa segunda abordagem, os dados normalizados da janela
espectral de reflectancia de compostos fendlicos (Fig. 11) foram
submetidos a analise de cluster hierarquico (Fig. 13). Uma clara
separacdo das amostras foi observada para o efeito das safras (Fig.
13A), corroborando a influéncia da sazonalidade na composicdo
guimica dos grdos de arrozes. Similarmente, 0 modelo descritivo
identificou trés cluster no wuniverso amostral, claramente
discriminando as variedades de arrozes (Fig. 13B), como
anteriormente observado na analise de componentes principais.
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Figura 13 - Dendogramas dos dados espectroscopicos na regido de
absorbancia de compostos fenolicos (3600 a 9000 cm”), utilizando a distancia
euclidiana em relagéo as safras 2016.1 e 2016.2 (A) e as cultivares de arroz

(B).

Os resultados corroboram com trabalhos como de Que et al.
(2006), Sompong et al. (2011) e Shao et al. (2014) que confirmaram a
predominancia destes metabolitos secundarios naquele tecido, sendo
este resultado positivo a qualidade dos grdos do ponto de vista
nutricional.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com este trabalho evidenciaram que a
aplicacdo de extratos das algas Ascophyllum nodosum e Sargassum
cymosum em plantas de arroz, foram capazes de aumentar o acumulo de
compostos bioativos caracteristicos de seus graos, i.e., compostos
fendlicos, em especial as antocianinas. Estes resultados sdo bastante
promissores, pois abrem possibilidades para a aplicacdo destes extratos
em culturas organicas ou em programas que visem melhorar a qualidade
nutricionais de produtos agricolas. Além disso, estes resultados apontam
para maiores investigacfes acerca de S. cymosum, espécie de ampla
ocorréncia no Brasil, uma vez que os resultados obtidos com este estudo
se mostraram semelhantes aos encontrados para A. nodosum, espécie
amplamente  utilizada na  formulagdo de  bioestimulantes
(BATTACHARYYA et al., 2015).

Este trabalho també utilizou técnicas analiticas que geraram

um conjunto bastante interessante de dados e, associadas a
quimiometria possibilitaram a confirmacdo e inferéncias de
informacdes relevantes sobre o efeito da influéncia dos extratos de
algas aplicados neste experimento, sobretudo nos genétipos de arroz
pigmentado.



CAPITULO V

CONSIDERAGOES FINAIS

Em relacdo ao periodo de condugdo da tese, a despeito de
alguns ensaios e pilotos que ndo lograram éxito, em especial no
primeiro ano do doutorado, os resultados atingidos a partir do segundo
ano permitiram a conducédo e conclusdo desta, com desfecho bastante
promissor.

No estudo sobre os efeitos benéficos das algas pardas
Sargassum cymosum e Ascophyllum nodosum no metabolismo de
plantas de interesse agricola, representadas aqui por Oryza sativa, foi
estabelecida relacdo de comparacédo entre elas e constatou-se respostas
semelhantes nos efeitos produzidos pelas duas espécies. Os resultados
gerados das analises no extrato de S. cymosum, confirmaram os
mesmos constituintes presentes em A. nodosum, espécie sabidamente
benéfica as plantas e a mais estudada para fins agricolas, com efeitos
comprovados em diversas culturas (BATTACHARYYA et al., 2015).
Sob este aspecto, os resultados obtidos neste trabalho ddo indicios
bastante promissores para o uso de S. cymosum, alga tropical
abundante no territério nacional e portanto mais disponivel para uso
local na bioestimulacdo de plantas de interesse agricola, considerando
a formulagdo aqui proposta (extrato alcalino).

Quanto as estruturas de arroz utilizadas para analises dos
efeitos bioestimulantes, chegou-se a cogitar nos primeiros
experimentos, que os resultados estavam sendo bastante “timidos”,
uma vez que se esperava diferencas expressivas apds 0s tratamentos a
base de algas, nas plantas e sementes. No entanto, em consulta a
artigos e boletins técnicos, obteve-se informacfes de que o arroz é tido
como uma espécie pouco responsiva a tratos foliares, pratica pouco
utilizada para a cultura. Mas isto ja esta sendo revisto, até mesmo com
alguns estudos para biofertilizacdo complementar a adubacdo
tradicional. De qualquer sorte, tal informagdo deu novo &nimo com os
resultados obtidos até entdo. E os efeitos observados passaram a ter
importancia adicional também por tratar-se de resultados ainda nao
obtidos para as variedades de arroz estudadas aqui.

Pode-se afirmar que os resultados das analises em plantulas
(pés embebicdo de sementes com os extratos) e em folhas e grdos de
plantas tratadas, configuraram abordagem adequada para obtencdo de
cenario geral dos efeitos dos tratamentos nas plantas. Concluiu-se
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ainda que a analise, através das técnicas neste trabalho para detectar,
identificar e quantificar compostos e eventos do metabolismo de
plantas e algas, consistiram em ferramentas precisas, robustas e
recomendaveis, sobretudo quando associadas a métodos
qguimiométricos. Deste modo, estabelecidos alguns parametros para
investigacdo metabdlica de uma planta tratada, na sequéncia pode-se
concentrar as analises em apenas uma ou duas técnicas, para chegar a
resultados seguros até mesmo quanto a outras plantas da mesma
espécie. Em algumas etapas deste trabalho a associa¢do de técnicas
analiticas fizeram a diferenca, em especial devido a alguns resultados
obtidos em uma técnica e ndo detectado em outra, para um mesmo
analito.
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