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Resumo

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos, muito diversificados. A espécie
Gracilaria gracilis, bem como o Codium tomentosum, sdo comestiveis e apresentam
compostos bioativos de elevado interesse, com diversas aplicagfes em diferentes areas

(alimentar, cosmética, entre outras).

Embora ndo sejam atualmente utilizadas de forma ampla na agricultura, as macroalgas
sdo usadas ha ja muito anos como bioestimulantes de plantas. Recentemente, ressurgiu
um novo interesse nas aplicacBes agricolas das macroalgas, relacionado com a procura
crescente de produtos que ndo prejudicam o ambiente e que tornam a producdo vegetal

mais rentavel e sustentavel.

As macroalgas apresentam na sua constitui¢do, polissacarideos e hormonas vegetais,
(tais como as auxinas, as citocininas, o etileno, as giberelinas e o &cido abscisico),
substancias conhecidas por desempenharem um papel relevante no desenvolvimento e

fisiologia das plantas. S&o também ricas em proteinas, fibras, vitaminas e minerais.

O principal objetivo deste trabalho foi a determinacdo do potencial bioestimulante de
extratos de macroalgas, com especial énfase no seu efeito sobre a germinacdo e o
crescimento de plantas. Adicionalmente, foi testado o potencial aumento da resisténcia
ao stress térmico e ao stress salino. O efeito bioestimulante foi testado em duas espécies

agricolas: alface (Lactuca sativa L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.).

Foi possivel concluir que, na maioria dos ensaios, as sementes expostas aos extratos
de macroalgas das espécies testadas (Gracilaria gracilis ou Codium tomentosum)
apresentam uma germinacdo mais acelerada do que o controlo, traduzida por uma
percentagem de germinacdo mais elevada, em cada dia, apresentando, ainda, um
desenvolvimento superior das radiculas e dos hipocétilos N, bem como uma percentagem
de humidade mais elevada. Foi, ainda, possivel constatar que as sementes expostas aos
extratos de Gracilaria gracilis e de Codium tomentosum apresentam uma maior

resisténcia ao stress salino e ao stress térmico.

Palavra-Chave — Macroalgas vermelhas, Macroalgas verdes, Gracilaria gracilis,
Codium tomentosum, Bioestimulantes, Germinacdo de sementes, Ensaios de crescimento,

Ensaios de stress.



Abstract

Macroalgae are widely known for being photosynthetic organisms. The species
Gracilaria gracilis, as well as Codium tomentosum, are edible and present bioactive
compounds of great interest, with various applications in different areas (food, cosmetics,

among others).

Although they are not currently widely used in agriculture, macroalgae have been
used for many years as plant biostimulants. Recently, a new interest in the agricultural
application of these macroalgae has emerged, related to the growing demand for products
that do not harm the environment and that make plant production more profitable and

sustainable.

Macroalgae have in their constitution polysaccharides and plant hormones (such as
auxins, cytokinin’s, ethylene, gibberellins, and abscisic acid), substances known to play
a relevant role in plant development and physiology. They are also rich in protein, fiber,

vitamins, and minerals.

The main objective of this work was to determine the biostimulant potential of
macroalgae extracts, with special emphasis on their effect on germination and plant
growth. Additionally, the potential increase in resistance to heat and salt stress was tested.
The biostimulant effect was tested on two agricultural species: lettuce (Lactuca sativa L.)

and tomato (Solanum lycopersicum L.).

It was possible to conclude that, in most trials, seeds exposed to macroalgae extracts
of the species tested (Gracilaria gracilis or Codium tomentosum) show faster germination
than the control, as well as a higher hypocotyl and root development and a higher moisture
percentage. It was also possible to verify that the seeds exposed to extracts of Gracilaria

gracilis or Codium tomentosum showed greater resistance to salt and heat stress.

Keywords — Red seaweed, Green seaweed, Gracilaria gracilis, Codium tomentosum,

Biostimulants, Seed Germination, Growth test, Stress tests.
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Introducéo

As algas sdo organismos fotossintéticos muito diversificados, capazes de produzir
compostos orgéanicos a partir de substancias inorganicas (J. Silva, 2020), sendo
responsaveis pela libertacdo de oxigénio para a atmosfera, tal como as plantas (Lakna,
2017). Séo vulgarmente utilizadas como alimento, ou incorporadas em racdes para
animais, como biocombustiveis, como bioindicadores da qualidade ambiental e em
biorremediacdo, como fontes de ficocoldides e como filtros naturais, entre outras
aplicacdes (Pereira, 2008). Estes organismos apresentam, em comparagao com as plantas
terrestres, uma elevada diversidade morfologica, sendo, no entanto, organismos mais
simples. Quanto as suas dimensdes, € possivel dividir-se as algas, em dois grandes grupos
empiricos, sendo estes representativos de organismos microscopicos ou macroscopicos,

vulgarmente designadas por microalgas e macroalgas respetivamente (Pereira, 2021).

As macroalgas marinhas ou, em inglés “seaweeds” sdo organismos marinhos
macroscopicos e pluricelulares, que sdo parte integrante dos ecossistemas costeiros,
desempenhando importantes servigos ecossistémicos para 0 ambiente marinho costeiro
(Sangha et al., 2014). Os servicos ecossistemicos podem ser divididos em quatro
categorias: regulacdo, como por exemplo, dos ciclos geoquimicos; apoio, onde se pode
incluir, por exemplo, o habitat; fornecimento, por exemplo, de alimento a outros
organismos marinhos; e por ultimo a categoria cultural, onde é possivel incluir a
investigacdo cientifica e as atividades maritimo-turisticas (Ferreira et al., 2021). As
macroalgas podem encaixar-se em qualquer uma das 4 categorias mencionadas, uma vez
que promovem a filtracdo da agua, sequestro de carbono, como fonte de alimento e de
compostos bioativos, servem de abrigo e bercario para o desenvolvimento de peixes e
invertebrados, que posteriormente repovoaram os mares (Loos et al., 2019), sendo que
ainda podem ser utilizadas para desenvolvimento de estudos a nivel cientifico, e em zonas

de recreio turistico.

As macroalgas marinhas sdo consideradas alternativas sustentaveis aos recursos
convencionais de plantas agricolas, com vantagens que incluem uma elevada taxa de
crescimento, o potencial cultivo em agua salgada ou salobra, a reduzida ocupacéo de terra
cultivavel e a elevada qualidade nutricional da biomassa destinada a alimentacdo humana

ou animal (@verland et al., 2019).



Existem cerca de 17.000 espécies de macroalgas, classificadas em diferentes grupos,
0s quais sao definidos com base nos pigmentos presentes, podendo pertencer a diviséo
Chlorophyta, se apresentarem pigmentacdo verde, a classe Phaeophyceae se apresentarem
uma pigmentacdo castanha e a divisdo Rhodophyta se apresentarem pigmentacao
vermelha (Lobban, C.S. and Wynne, M.J.., 1981 citado por Jung et al., 2013).

As macroalgas que pertencem a divisdo Chlorophyta apresentam na sua composi¢éo
0s pigmentos acessorios clorofila b, xantofilas e carotenoides. A sua tonalidade deve-se
a presenca predominante de clorofilas a e b, podendo esta encontrar-se disfarcada pela
presenca dos carotenos, exibindo assim uma tonalidade alaranjada ou avermelhada
(Almeida, A. R., 2007). A tonalidade castanha-esverdeada das Phaeophyceae deve-se a
presenca predominante da fucoxantina, uma xantofila, existindo ainda clorofila ¢
(Bahcevandziev & Pereira, 2021). Ja as macroalgas pertencentes a divisdo Rhodophyta
apresentam na sua constituicio um pigmento rosa, solivel em &gua, designado
ficoeritrina, da classe das ficobilinas. Cerca de 98 % deste grupo de algas € representado

por espécies marinhas (Neelesh T., 2016).

A composicao quimica das macroalgas varia de acordo com a espéecie em causa, com
o habitat, com o clima e com outros fatores ambientais, como por exemplo, a luz, a
salinidade, os nutrientes disponiveis e a temperatura (Battacharyya et al., 2015). A
maioria das macroalgas produz compostos relevantes para o bem-estar e a saide humana.
A titulo de exemplo, o consumo de macroalgas aumenta a ingestao de fibras dietéticas e
consequentemente reduz a incidéncia de algumas doencas cronicas (Meinita et al., 2022).
A composic¢do quimica das macroalgas é um fator de interesse relativamente a sua procura
a nivel comercial, uma vez que as macroalgas sao constituidas por agua (80-90%), mas
guando desidratadas podem conter cerca de 50% de hidratos de carbono, 7-38% de
minerais e ainda compostos lipofilicos, tais como &cidos gordos, lipidos e pigmentos
(carotenoides) (Santos et al., 2016), ainda que em quantidade reduzida (1-3%). Contém,
ainda, compostos fenolicos e diversas vitaminas. Sdo ainda ricas em proteinas (10 — 47%),

apresentando elevadas quantidades de aminoacidos essenciais (Meinita et al., 2022).

A parede celular das macroalgas € constituida por polissacarideos, predominando a
celulose, mas exibindo outros. Destes, 0 ulvano é caracteristico das algas verdes, as
carragenanas e o agar, das algas vermelhas. Ja os alginatos, fucoidano e laminarinas sdo

tipicos das algas castanhas (Shao & Duan, 2022).



Relativamente, a aplicacdo das macroalgas € possivel enumerar distintas finalidades.
As macroalgas s@o vulgarmente utilizadas na cosmética, na agricultura, na industria
alimentar, bem como na industria farmacéutica, na producdo de biomateriais, de

biocombustiveis e em biorremediacdo (Leandro et al., 2020).

Alimentacdo

M Indlstria de

ficocolodides

47%

Industria

farmacéutica

Agricultura

W Aquicultura

Figura 1 - Aplicacoes das macroalgas in Moura, 2020.

Como ¢é possivel observar na figura 1, destaca-se a utilizagdo das macroalgas na
industria alimentar, a qual utiliza a biomassa algal, como referido, de elevada qualidade
nutricional (Filote et al., 2021). A segunda maior aplicacdo das macroalgas, como €
demonstrado na figura, na industria de ficocol6ides, como fonte de espessantes,
emulsionantes, gelificantes e estabilizantes, destinada a produtos da inddstria alimentar,
cosmetica e farmacéutica. S&o usados, por exemplo, o agar para a producao de gelatinas
e industrias de panificacdo ou os alginatos, usados em gelados, sumos e massas de bolos
(Fonseca, 2016). As carragenanas foram usadas inicialmente, por volta de 1930, para a
preparagdo de leite achocolatado (Pereira, 2002). Atualmente sdo usadas como agentes
gelificantes em produtos lacteos (gelados, batidos, mousses instantaneas), entre outras
aplicacdes. Na cosmeética, estes ficocoldides sao usados, por exemplo, na producéo de
cremes, logdes, batons para labios e desodorizantes (Fonseca, 2016). Ja na area da
aquacultura, sendo a que apresenta menor aplicacdo, é relatada a utilizacdo de extratos de

algas em racOes de peixe (Cardoso, 2019).

Embora apenas 8% das algas produzidas se destinem a utilizacdo agricola, como
biofertilizantes e bioestimulantes, o interesse aumentou nos ultimos anos, por serem um
recurso mais sustentavel e natural, comparativamente aos adubos quimicos (Kholssi et

al., 2022). De facto, o uso das macroalgas na agricultura € muito antigo, especialmente
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como biofertilizantes, ja que algumas macroalgas, como por exemplo as Corallinaceae,
eram vulgarmente usadas para corrigir o pH dos solos acidos, enquanto contribuiam ao

mesmo tempo para a nutricao das culturas (Pereira, 2021).

O efeito bioestimulante podera ser proporcionado pela presenca das fito-hormonas,
sendo as mais comuns, as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e o acido abcisico. As
fito-hormonas séo responsaveis pelos processos fisiologicos, tais como a germinagéo, o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, bem como a adaptacao a situacdes de stress
(Sandepogu et al., 2019).

Estas fito-hormonas, e outros fatores de crescimento, que melhoram o
desenvolvimento das plantas, também existem nas macroalgas e variam consoante 0
grupo em que a macroalga pertence. Assim a aplicacdo agricola destes compostos é
benéfica para as plantas, podendo ainda haver vantagem quando conjugados diferentes
extratos de macroalgas (Battacharyya et al., 2015; Tarakhovskaya et al., 2007). Assim,
apesar de apresentarem, ainda, pouca aplicagdo comercial devido ndo s6 aos elevados
custos de producédo e de venda, bem como ao facto de haver a necessidade de utilizar
espécies de macroalgas que sejam cultivaveis em aquacultura e a necessidade de perceber
se ao recorrer a bioestimulantes algais ndo existe a transferéncia de toxinas para os
alimentos, relativamente aos adubos quimicos, a utilizacdo das macroalgas como
bioestimulantes encontra-se em desenvolvimento, uma vez que cada vez mais, se

procuram produtos naturais e que causem menor impacto ambiental.

E importante que as espécies de macroalgas utilizadas como biofertilizantes e
bioestimulantes sejam cultivaveis em aquacultura, uma vez que ao recorrermos ao sistema
Aquacultura Multitréfica Integrada (IMTA), uma técnica que permite a producdo de
macroalgas em aquacultura (Mildenberger et al., 2022), € possivel obter um recurso que
a cada dia se torna mais escasso, ndo havendo a ocupacdo de terrenos agricolas
necessarios para a producgdo de alimentos essenciais (Kholssi et al., 2022). Uma vez que
com a producdo de macroalgas, e posteriormente a utilizacdo das biomassas algais em
bioestimulantes, é possivel obter a producao de alimentos de uma maneira mais nutritiva
e mais répida, permitindo assim melhor aproveitamento dos terrenos agricolas que

atualmente sdo escassos.



I.  Gracilaria gracilis

A especie Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft, L. M. Irvine & Farnham 1995
comummente conhecida por cabelo-de-velha, pertence a divisdo Rhodophyta, classe
Florideophyceae. E uma alga que apresenta consisténcia cartilaginosa, sendo vulgarmente
utilizada para producdo de agar (Pacheco et al., 2021; Irvive & Farnham,1995; Pereira,
2008). Com uma tonalidade parpura, a nivel morfoldgico esta alga apresenta ramificacfes
irregulares e abundantes (Figura 2). Comummente, esta alga consegue atingir um
comprimento entre 50 e 60 cm, apresentando ainda um tecido medular com grandes
células incolores de parede fina e uma estreita zona cortical externa onde se encontram
pequenas células vermelhas-escuras, com abundantes cloroplastos (Irvine & Farnham,
1995). Esta espécie fixa-se ao substrato por um disco basal, exibe eixos cilindricos e
cistocarpos salientes a superficie (Leite, 2017). A G. gracilis é habitualmente encontrada
junto a rochas e pedras, na zona intertidal e subtidal, especialmente em margens arenosas,
uma vez que necessita sempre de areia para o seu desenvolvimento, sendo muito

resistente a variacdes de salinidade (Irvine & Farnham,1995; Pereira, 2008).

Figura 2 - Gracilaria gracilis, recolhida na Lagoa de Obidos, a 24 de
acosto de 2021.

Em Portugal, bem como nos restantes paises europeus, esta espécie & considerada
comestivel, apresentando ainda inimeras aplicagdes alimentares devido a presenca de
compostos de interesse como é o caso da ficoeritrina. E possivel, por exemplo, utilizar a
G. gracilis em alimentos como aditivo alimentar devido a sua atividade antioxidante
(Silva-Brito et al., 2021), bem como a incorporacdo de extratos algais como aditivo para
racOes funcionais para peixes, como € o caso da adi¢do de extrato de G. gracilis em ragédo

de peixe que confere ao peixes uma maior resisténcia a agentes bacterianos e efeitos



antioxidantes, sendo esta resisténcia adquirida de uma forma segura quer para 0 peixe,

como para a especie humana (Afonso et al., 2021).

A G. gracilis contém uma vasta variedade de metabolitos, como, por exemplo, 0s
aminoacidos, hidratos de carbono, lipidos, compostos fenolicos e pigmentos (Torres et
al., 2019), como é possivel observar na tabela I. Neste estudo de Freitas et al. (2021)
foram utilizadas, como termo de comparagédo, biomassa selvagem, de duas localizagOes
distintas, e biomassa cultivada de G. gracilis. A biomassa cultivada exibe um perfil
nutricional semelhante ao das populacGes selvagens. Estes resultados permitem
considerar a G. gracilis como um alimento funcional, ou seja, um alimento que oferece
ndo so beneficios para a saude, bem como as fung¢bes nutricionais basicas, devido ao
elevado teor proteico, a presenca de hidratos de carbono, bem como o baixo teor em

lipidos.

Tabela | - Composicdo quimica da Gracilaria gracilis cultivada e de populagdes naturais colhidas na Figueira da Foz:
Buarcos (FFBC) e na Lagoa de Obidos: Bom Sucesso (LOBS) (Freitas et al., 2021).

Parametros Média + Desvio padréo

Viveiro FFBC LOBS
Humidade (% peso fresco) 82,04+1,14 77,81 +1,59 7293+171
Matéria Organica (% peso seco) 75,66 £ 0,33 81,04 +£ 2,58 72,85 + 3,69
Cinzas (% peso seco) 24,34 £ 0,33 18,96 + 2,58 27,15 £ 3,69
Proteina Total (% peso seco) 21,58 + 0,10 11,80 + 0,36 14,20 + 0,98
Contetdo Lipidico (% peso seco) 1,21 +£0,02 1,38 £ 0,05 1,40+£0,31
Carboidratos (% peso seco) 38,35+ 0,74 40,72 £ 2,69 44,12 + 5,32
Vitamina C (Mg g% peso seco) | 0,306 + 0,04 0,18+0,21 0,27 + 0,38
Ficocoloides (% peso seco) 18,51 + 8,10 20,11 + 3,76 17,62 + 2,77

Quanto a atividade bioestimulante, o trabalho de Pacheco et al. (2021) demostrou que
0 agar extraido de G. gracilis promove a germinacdo de sementes agricolas,
nomeadamente de couve (Brassica oleracea L.). E, pois, uma espécie que merece ser mais
investigada no contexto dos bioestimulantes uma vez a presenca de agar e &cido urénico
nesta espécie mostrou ser um fator decisivo que afeta o crescimento das plantas. Ja o
trabalho desenvolvido por Pudoli et al., (2022) demonstrou, ainda, que embora a biomassa

da G. gracilis seja utilizada para producdo de agar, é possivel recorrer aos residuos



obtidos apds extracdo do agar, uma vez que estes sdo ricos em proteinas (13,7%), hidratos
de carbono (63,2%), lipidos (1,7%) e minerais (21,7%). E, por isso, possivel obter
produtos com um alto valor nutricional, minimizando assim os residuos obtidos. Estes
produtos obtidos atraves da utilizacdo dos residuos da biomassa podem ser aplicados

como bioestimulantes, maioritariamente na forma liquida.

Atualmente, existem diversos estudos que revelam a importancia da G. gracilis, ndo
sO em distintas aplicacfes, como na area farmacéutica, alimentar, mas em particular na
area agricola, uma vez que esta espécie apresenta uma elevada influéncia no
desenvolvimento das raizes das plantas, do crescimento das culturas, bem como o
aumento do rendimento das culturas (Anton E et al., 2021; Becker et al., 2021; Hector-
Ardisana et al., 2020).

Il.  Codium tomentosum

O Codium tomentosum Stackhouse 1797 pertence a divisdo Chlorophyta, classe
Ulvophyceae e tem nome vulgar chordo-do-mar. E habitualmente encontrado em
abundancia na costa europeia. E uma alga verde-escura que atinge no maximo 30 cm de
comprimento, com uma fronde que apresenta uma consisténcia esponjosa com
ramificacbes dicotomicas, de seccdo cilindrica (Stackhouse, 1797). As frondes
apresentam pelos incolores que apenas sdo visiveis quando estas se encontram submersas
em agua (Pereira, 2021). Esta espécie pode ser encontrada em zonas subtidais rochosas e
em pocas-de-maré, onde existe exposicdo a ondulacéo (Rey et al., 2020). Em Portugal,
bem como noutros paises europeus, a alga € considerada comestivel, apresentando
inimeras aplicacdes biotecnoldgicas, devido as suas bioatividades, como é o caso das
capacidades antioxidantes e antimicrobianas, permitindo, assim, por exemplo, a produgéo
de revestimentos naturais que retardam a oxidacéo de fruta fatiada (Augusto et al., 2022),
aplicacdes na biotecnologia farmacéutica e em produtos cosméticos, mas também como
biofertilizante (Crivelare, A., 2021).



Peniche, a 24 de maio de 2017.

Figura 3 - Codium tomentosum, recolhido na praia da Consolagéo,

N
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Na tabela Il, apresenta-se o perfil nutricional da espécie C. tomentosum. O C.

tomentosum destaca-se por apresentar maior teor de lipidos em comparagdo com as outras

algas comestiveis analisadas, apresentando ainda um elevado contetdo fendlico total

(Jard et al., 2013; Rodrigues et al., 2015), sendo ainda possivel salientar niveis de cinza

elevados, havendo por isso a possibilidade de inserir esta espécie de macroalga na dieta

humana (Rodrigues et al., 2015).

Tabela Ill - Composigcdo de Codium tomentosum, adaptada de Rodrigues et al., (2015)

C.tomentosum

% Humidade (9/100 peso seco)
% Proteinas totais (9/1009 peso seco)
% Agucares (9/1009 peso seco)
% Lipidos (9/100g peso seco)
Contetdo fendlico total
% Matéria orgénica (g/1009 peso seco)
% Cinza (g/100g peso seco)

9,0+0,2
18,88 +0,1
32,8
36+0,2
920 + 84
55,0+0,7
35,99+ 0,48



I1l.  Biofertilizantes e Bioestimulantes

Os biofertilizantes, tendo por base o Decreto-Lei n® 103/2015, de 15 de junho, sdo
produtos cujos principios ativos sdo0 compostos por microrganismos Vvivos, que nao sdo
prejudiciais para as plantas, animais, nem para o ser humano, sendo que a sua utilizagéo
promove o desenvolvimento das plantas, ao favorecer a nutricdo das mesmas, sem
alteracdo na diversidade bioldgica do solo, nem do ambiente (Vasconcelos & Chaves,
2020).

Quando aplicados, por exemplo, no solo, melhoram ndo sé as suas propriedades
fisicas, mas também as quimicas e, principalmente, as bioldgicas (Igbal, et al., 2021)
permitindo substituir a utilizagdo recorrente de adubos quimicos, reduzindo assim 0s
impactos a nivel ambiental e fornecendo uma ampla gama de produtos, para o
desenvolvimento de plantas, produzidas em sistemas de agricultura bioldgica (Colla &
Rouphael, 2020).

Quando procedemos a comparacdo dos biofertilizantes com os adubos quimicos sdo
notdrias algumas vantagens, uma vez que os biofertilizantes reforcam a concentracéo de
nutrientes presentes no solo, pelo aumento do teor em matéria organica (carbono, azoto e
fésforo). O azoto, em particular, € necessario para a sintese celular de enzimas, proteinas,
clorofila e, consequentemente, é necessario para o crescimento das plantas. Quando o
fornecimento de azoto € irregular, existe um crescimento lento das plantas, contudo, 0s
biofertilizantes permitem a fixacdo do azoto nas raizes das plantas, com mais eficiéncia
do que os adubos quimicos (Saeed et al., 2015). Por outro lado, ap6s o uso de
biofertilizantes, os terrenos conseguem reter melhor a humidade, devido a presenca de
polimeros, como os ficocolG6ides, que retém a humidade nos solos, especialmente nos
arenosos, desempenhando um papel de superabsorvente adicional (Sukriti et al., 2017).
Os biofertilizantes sdo, ainda, considerados mais ecoldégicos em compara¢do com 0S
adubos quimicos, uma vez que ndo promovem a salinizagdo dos solos, ndo contaminam
0s cursos de agua, como é o caso do fosforo e do azoto que entram nas bacias
hidrogréficas e sdo transportados para 0s sistemas marinhos costeiros, resultando assim
inimeros impactos negativos na satide humana, bem como no ambiente, perda de habitat
e de biodiversidade (Bouwman et al., 2009), mas principalmente, ndo libertam para a
atmosfera gases toxicos (Kumar et al., 2022). E importante, porém, salientar que a
utilizacdo dos biofertilizantes torna-se uma técnica mais dispendiosa do que o uso de

compostos fertilizantes quimicos. Apesar disso, € menos poluente, mais eficiente,



produzindo plantas de melhor qualidade nutricional, mais robustas e com maior
resisténcia a pragas em comparacdo com as plantas produzidas usando os adubos

quimicos (Saeed et al., 2015).

Atualmente, algumas espécies de macroalgas crescem excessivamente, sejam elas
nativas ou espécies invasoras, surgindo florescimentos sobretudo em zonas litorais,
devido ao aumento da temperatura da agua do mar e a elevada concentracdo de nutrientes.
Este fendmeno provoca ndo s6 um impacto a nivel ambiental, como um impacto no bem-
estar das populagdes de zonas costeiras. Contudo, estas macroalgas podem ser utilizadas
em diferentes areas, nomeadamente como biofertilizantes, permitindo, assim, que de um
residuo, se tornem num produto (Pardilh¢ et al., 2021). Exemplos disso sao o “sargago”
ou “limo” colhido desde ha séculos em Portugal e usado na agricultura, sobretudo perto
da orla maritima (Devault et al., 2021). Exemplo de algumas macroalgas oportunistas que
se encontram em crescimento excessivo e que podem ser utilizadas para bioestimulantes,
sdo as Ulva spp. (Han et al.,, 2021). J& a Saccorhiza polyschides, espécie anual e
oportunista, cuja biomassa se acumula na praia no final do verdo (Gaspar et al., 2017),
um estudo realizado por Pardilho et al., (2022) demonstrou que a sua biomassa apresenta
um elevado teor de hidratos de carbono - cerca de 70% - bem como uma fragcdo mineral
elevada que potencia a retencdo de &gua e a absorcao de nutrientes do solo por parte das
plantas. Este estudo mostrou ainda que ao recorrer a este bioestimulante houve um maior
crescimento das partes aéreas e radiculares das plantulas da couve e de cherovia (Brassica
oleracea e Pastinaca sativa, respetivamente), cerca de 42%, em compara¢do com o

controlo.

O conceito de Economia Circular é um conceito estratégico que assenta na reducao,
reutilizacdo, reciclagem e recuperacdo dos desperdicios (Kirchherr et al., 2017). Assim,
os biofertilizantes podem enquadrar-se neste conceito uma vez que, ao produzir
biofertilizantes, o agricultor consegue aproveitar os desperdicios decorrentes da sua
producdo agricola, ou seja, desperdicios resultantes da quinta, da horta, bem como do
jardim. Relativamente as macroalgas, é possivel utilizar residuos algais, e algas
provenientes de florescimentos e transformar esta biomassa em combustiveis, em

biomateriais, ou em adubos bioldgicos (Martinho, Paula e Jacquinet, 2020).
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IV. Extratos de algas como Bioestimulantes

Os bioestimulantes sao produtos utilizados com o intuito de melhorarem as condicGes
fisiologicas e nutricionais das plantas. Ndo sendo ainda consensual a definicdo de
bioestimulante, a primeira definicdo desta palavra terd sido cunhada em 1997 por Zhang
e Schmidt numa pagina de internet, de uma publicacdo inteiramente dedicada a
manutencdo de relva (Rouphael & Colla, 2020). Atualmente a definicdo de
bioestimulante consiste num produto biolégico, que tem como objetivo melhorar as
caracteristicas fisioldgicas e nutricionais das plantas. E, pois, designado bioestimulante
uma substancia capaz de induzir uma melhor atividade metabdlica nas plantas,
promovendo o seu desenvolvimento e resisténcia contra pragas, doencas e fatores
abioticos (Vasconcelos, F., C & Chaves, G., H., 2020). Entre estes, os bioestimulantes
produzidos com base em biomassa algal s&éo amplamente conhecidos como substancias
com a funcdo de atenuar o stress abidtico (temperatura, irradiacdo, entre outros) e
aumentar a produtividade das plantas (Boukhari et al., 2020). De facto, os bioestimulantes
agricolas com base em macroalgas sao capazes de influenciar a fotossintese, a respiracao,
a sintese de &cidos nucleicos e a absorcdo de ides, entre outros importantes efeitos no
crescimento e desenvolvimento das plantas (Crouch & van Staden, 1993; Craigie, 2011;
Sharma et al., 2014). Assim, os bioestimulantes tendem a aumentar a disponibilidade de
nutrientes, a capacidade de retencdo de agua e, a concentracdo de antioxidantes, assim
como promover o metabolismo e aumentar a producéo de clorofila (Zhang et al., 2003;
Khan et al., 2009).

As macroalgas sdo usadas comummente como bioestimulantes porque apresentam
fitohormonas, também conhecidas por hormonas vegetais, entre outros promotores de
crescimento. Quando aplicados nas plantas, conseguem influenciar as principais vias do

metabolismo das plantas, tais como o anabolismo e o catabolismo (Melo et al., 2020).
V. Reguladores de crescimento

1. Hormonas Vegetais

As hormonas vegetais sdo substancias organicas produzidas nas células, tecidos e
Orgdos vegetais e que operam como agentes reguladores, ou seja, estas substancias
promovem a inducdo de modificacdes quer fisiologicas, quer anatdmicas, nos seus
respetivos locais de acdo (Xu et al., 2018), sendo eficazes habitualmente em baixas

concentragoes.
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Em comparacdo com as hormonas animais, as hormonas vegetais sdo, na maioria,
sintetizadas por células ndo especializadas, uma vez que atuam sobre células-alvo com

recetores especificos, localizados nas membranas ou no citoplasma (Cheng et al., 2020).

As hormonas vegetais principais dividem-se em categorias, sendo as principais as
auxinas, as citocininas, o etileno, as giberelinas e o &cido abscisico. Estas desempenham
papéis relevantes no desenvolvimento e fisiologia das plantas, uma vez que promovem o
amadurecimento dos frutos e a queda das folhas, aceleram a germinacédo e a floracao,
promovem a resisténcia a stress, e consequentemente, aumentam o rendimento das
culturas (Shi et al., 2017). Alguns tipos de hormonas sdo passiveis de se encontrar nao s6
em plantas terrestres, como também nas algas, em bactérias e em fungos associados as
plantas (Lee et al., 2019).

As auxinas (como por exemplo, o acido indol-acético) encontram-se envolvidas em
varios mecanismos fisioldgicos, tais como, a formacdo de raizes adventicias, o
crescimento celular, a promogéo do desenvolvimento das flores, o desenvolvimento dos
frutos e, apresentam, ainda, um papel relevante no que toca ao retardamento da abcisao
foliar. Em contrapartida, quando utilizadas em concentracdes elevadas podem induzir ao
raizes. As auxinas sintéticas sao vulgarmente utlizadas como herbicidas, uma vez que
apresentam uma similaridade estrutural com as auxinas naturais das plantas (Correia,
2014; P. Santos, 2016). As giberelinas (GAs) promovem o alongamento do hipocotilo, a
germinacdo das sementes e o desenvolvimento das flores, assim como o desenvolvimento
dos frutos (Correia, 2014; Schwechheimer, 2012). As citocininas estimulam o processo
de divisao celular, e sdo responsaveis por retardar a abcisdo foliar, e a queda das flores e
dos frutos (Correia, 2014; Nunes et al., 2020). O acido abscisico é um dos responsaveis
pela perda tardia das folhas, ramos, flores e frutos, promovendo a acumulacdo de
substancias de reservas, induzindo a dorméncia das sementes e potenciando o
alongamento dos hipocétilos. Relativamente ao etileno, este é responsavel por estimular
0 amadurecimento dos frutos, retardar a queda das folhas, das flores e consequentemente
dos frutos. Promove, ainda, o envelhecimento de partes da planta que se encontrem
danificadas e a germinacdo das sementes. Contudo, impede o crescimento das raizes e
dos hipocatilos (Correia, 2014). De salientar, no entanto, que as fitohormonas atuam de
forma conjunta em varios processos distintos, sendo muitas vezes mais importante o

balango entre os diversos compostos, do que as suas concentragdes absolutas.
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E ainda possivel salientar que, além da presenca de fitohormonas, os extratos algais,
apresentam na sua composicdo outras substancias bioativas que interferem no
desenvolvimento e crescimento das plantas, tais como os acidos gordos, minerais,
polissacarideos, aminoacidos, proteinas, lipidos, vitaminas (Tarakhovskaya et al., 2007).
E possivel encontrar todas estas substancias nas macroalgas ou ndo, uma vez que depende
da extracdo utilizada, da época do ano, bem como da espécie em causa. Estima-se que
76% do peso seco das macroalgas seja constituido por polissacarideos, tais como 0s
alginatos, laminaria e fucoidano, sendo estes compostos considerados bioestimulantes
(Alietal., 2021).

O tipo e concentracdo das diferentes fitohormonas e outras substancias
bioestimulantes varia nos diversos taxa de macroalgas. Na divisdo Chlorophyta é possivel
encontrar auxinas, citocininas, giberelinas, &cido abcisico e cido jasmanico, ja na divisdo
Rhodophyta é possivel encontrar citocininas, auxinas, acido jasmonico e poliaminas
(Tarakhovskaya et al., 2007). Nas Phaeophyceae é possivel encontrar auxinas,

citocininas, giberelinas e acido abcisico (Sunarpi et al., 2021).

2. Outros reguladores de crescimento

Relativamente, as macroalgas em estudo salienta-se que a Gracilaria gracilis
apresenta na sua constituicdo agar, um ficocoldides que pode induzir as células vegetais
a produzir &cido indol acético (IAA), ou seja, induzir a producdo de auxinas. Esta espécie
de macroalga apresenta, ainda, &cido urénico que apresenta um papel na germinacao das
sementes (Pacheco et al., 2021; Passos et al., 2021), bem como giberelinas e citocininas
(Tsaniya et al., 2021).

Relativamente ao Codium tomentosum apresenta na sua constituicdo ulvano, um
ficocolodide que pode regular o desenvolvimento das plantas a nivel de germinacdo das
sementes (Bedoux et al., 2014). O género Codium exibe também citoquininas, giberelinas
e auxinas (Lok et al., 2018).

E ainda reconhecido que os extratos algais apresentam na sua composicdo outros
reguladores de crescimento como é o caso dos oligossacarideos que sdo conhecidos por
estarem presentes em processos de inducao e crescimento das raizes nas plantas. Quanto
aos polissacaridos presentes nos extratos algais, quando presentes em concentragdes
adequadas, permitem ndo s6 uma germinacao das sementes mais rapida, como também a

obtencdo de uma biomassa vegetal mais rica em nutrientes (Mzibra et al., 2021).
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Finalmente, as poliaminas sdo um grupo de compostos que atuam como reguladores
de crescimento nas plantas, contudo ndo séo classificadas como hormonas vegetais, mas
apresentam um papel relevante no crescimento das plantas (Crouch & van Staden, 1993;
Sharma et al., 2014).

V1.  Stresssalino e de temperatura

Atualmente, € comum que as plantas presenciem momentos de stress abiotico durante
o0 seu desenvolvimento e crescimento, uma vez que com as alteracdes climaticas, existe
maior propensdo a escassez de dgua, ao aumento da salinidade nos solos devido a falta de
agua potavel, bem como pela necessidade de cultivar terrenos perto das zonas costeiras,
variacbes na temperatura, sendo possivel amenizar estes efeitos prejudiciais para o
desenvolvimento das plantas com os extratos algais (Van Oosten et al., 2017). No
decorrer deste estudo sera testado se 0s extratos algais conseguem proteger as sementes
de alface e tomate do stress salino e do stress térmico. No que toca ao stress salino, estudos
efetuados em alface demonstram que em média, concentraces de NaCl superiores a 3%
reduzem o desenvolvimento e crescimento da planta (Leyva et al., 2011), relativamente
ao tomate, estudos comprovam que esta planta apresenta reducdo de desenvolvimento e
crescimento quando a concentracdo de salinidade ultrapassa os 4% (W. Wang et al.,
2021). No que toca a temperatura, estudos realizados comprovam que, para a alface, a
temperatura ideal para o seu desenvolvimento varia entre 16°C e os 20°C (W. Q. Wang
et al., 2015), j& a temperatura ideal para o desenvolvimento do tomate é de 15°C a 25°C
(Bahcevandziev & Pereira, 2021).

VIl.  Ensaios de Germinagéao

O processo de germinacdo inicia-se com a quebra de dorméncia de sementes, que se
encontra associada ao balanco entre as giberelinas e o acido abscisico (ABA), uma vez
que ambos sdo intervenientes principais no que toca a regulacdo da dorméncia e a
germinacdo. O acido abscisico induz a dorméncia de sementes e gomos, ao passo que a
giberelina induz a germinacdo de sementes e quebra da dorméncia dos gomos (Tuan et
al., 2018).

A germinacdo consiste na sucessdo de etapas que ocorrem desde o processo de
hidratacdo das sementes até a formacdo de uma radicula, podendo assim dizer-se que o
processo de germinacdo ocorre por fases, durante as quais ocorre em primeiro lugar a

reativagdo do metabolismo da semente. De seguida, ocorre a inducgdo do crescimento do
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embrido com o auxilio das citocininas e, numa ultima fase, mas ndo menos importante,
existe efetivamente o crescimento, dando assim origem ao aparecimento da radicula com

0 auxilio das auxinas (Wolny et al., 2018).
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Objetivo Principal

O principal objetivo deste trabalho foi a determinagdo do potencial bioestimulante de
extratos aquosos de macroalgas, com especial enfoque para o estudo do efeito na
germinacdo e crescimento, bem como no eventual aumento de resisténcia a stress térmico
e salino. O efeito bioestimulante foi testado em duas espécies agricolas: alface (Lactuca

sativa L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.).

Testaram-se duas espécies de macroalgas distintas, colhidas no seu ambiente natural,

sendo estas a Gracilaria gracilis (Rhodophyta) e o Codium tomentosum (Chlorophyta).
Efetuaram-se ensaios de germinacao para determinar:

a) Efeito bioestimulante dos extratos de 2 espécies de macroalgas;

b) As concentraces ideais dos extratos aquosos das macroalgas.
Adicionalmente, efetuaram-se ensaios de crescimento e germinacao para determinar:

a) Efeito do stress salino

b) Efeito do stress térmico
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Material e Métodos

I.  Recolha da alga, triagem e armazenamento

A biomassa de Codium tomentosum foi recolhida em substrato rochoso, na praia dos
Pescadores, no Baleal (39°37'11" N, 9°33'85"W), Peniche, Portugal, no dia 13 de outubro
de 2021, por volta das 8 h e 45 minutos, durante a maré baixa. A biomassa foi cortada
pela base e ndo arrancada permitindo assim que os espécimes selvagens de C. tomentosum
voltem a crescer de novo. A biomassa recolhida foi rapidamente transportada para o
laboratério, em sacos de plastico, onde se procedeu a lavagem das algas, com agua
salgada, no intuito de remover os organismos epifitos, organismos aderentes e detritos. A

biomassa de C. tomentosum foi, de seguida, armazenada a -20°C até a sua utilizacao.

Relativamente & Gracilaria gracilis, a biomassa foi colhida na Lagoa de Obidos,
Braco do Bom Sucesso (39°24'1"N, 9°13'11"W), Obidos, Portugal, no dia 19 de
novembro de 2021, por volta das 10 h, durante a maré baixa. A biomassa fresca foi
armazenada em sacos escuros, numa caixa térmica, e transportada rapidamente para o
laboratério. Procedeu-se a um choque osmotico com agua doce com o intuito de libertar
0s organismos aderentes, neste caso, anémonas que Se encontravam em grande
abundancia, organismos epifitos e outros detritos. De seguida, lavou-se a biomassa com

agua salgada e armazenou-se a -20°C até a sua utilizacao.

Il.  Secagem da Biomassa

A biomassa algal foi colocada numa estufa ventilada (Modelo FD 115 Binder,
Tuttlingen, Alemanha) entre os 25° e os 30°C, em tabuleiro de plastico, tendo o cuidado
de remover o excesso de dgua e periodicamente inverter as algas, permitindo assim uma
secagem uniforme e completa, durante cerca de 48 h. A biomassa seca foi moida
utilizando um moinho de café (GVVX212 Krups, Solingen, Alemanha) para a obtencao de

um po fino e uniforme, com granulometria inferior ou igual a 0,20 mm.

I1l.  Preparacao dos extratos e respetivas concentragoes

Com o intuito de utilizar macroalgas como bioestimulantes, foi necessario
inicialmente proceder a preparacdo de extratos de algas. Estes sdo normalmente
produzidos com utilizacédo de solventes como € o caso do hexano, do etanol ou da agua.
O etanol é em geral considerado um solvente pouco poluente, além de ser de baixo custo
e de facil utilizacdo (Martins, 2019). No extrato etandlico obtém-se compostos da
soltveis em alcool, como é o caso dos lipidos, taninos e alcaloides (Cardoso, 2018). Para
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a realizacdo deste trabalho, porém, foi utilizada agua como solvente, uma vez que a
extracao aquosa, para além de ser considerada “verde* (ecologica) e economica, permite
obter um extrato algal de elevado rendimento (Martinez, 2015). Além disso, as fito-

hormonas, na sua maioria, sao soltveis em agua (Igbal et al., 2022).

O extrato aquoso foi produzido adicionando agua ultrapura a biomassa algal
previamente triturada, a temperatura ambiente, obtendo-se assim o extrato que foi

utilizado logo de seguida ou congelado, para efeitos de conservacao.

Para a preparacao dos extratos procedeu-se a pesagem de 10g de alga seca triturada
(Codium tomentosum ou Gracilaria gracilis) a qual foi colocada num gobelet de 250 mL.
Adicionou-se &gua ultrapura até o volume final atingir os 50 mL, deixando-se a biomassa
reidratar por 30 minutos. De seguida, filtrou-se o extrato através de varias camadas de
gaze, obtendo-se assim um extrato liquido, que foi armazenado a -20°C. A biomassa
recolhida na gaze foi seca em estufa ventilada a 25°C, durante 48 horas, e armazenada
num local seco a temperatura ambiente, visando ser utilizada para realizar analises
posteriores (Wang, W., 1989).

Os extratos aquosos de algas marinhas (SE) foram diluidos nas concentracdes de
0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2% e 5%, sendo estas concentragdes
selecionadas com base em pesquisas prévias (Silva et al., 2021; Neto et al., 2020;
Sandepogu et al., 2019; Santos et al., 2021; Ternus et al., 2021). Os extratos diluidos

foram armazenados a 4°C ate a sua utilizacao.

IV. Ensaios de Germinacao e Crescimento

Os ensaios de germinacdo foram realizados para determinar a acdo bioestimulante dos
extratos de macroalgas sobre o processo germinativo de sementes de plantas agricolas,
como é o caso da alface e do tomate. Estes ensaios de germinacdo permitiram determinar
se 0s extratos algais aplicados as sementes, melhoraram a germinagdo comparativamente
com o controlo, permitindo assim perceber se estamos efetivamente perante potenciais
bioestimulantes (Hoyle et al., 2015). Os testes de germinacdo foram efetuados usando
extrato aquoso da G. gracilis e o extrato aquoso do C. tomentosum usando diferentes
concentragfes, com o intuito de comparar qual dos extratos apresenta um efeito mais
notdrio sobre a percentagem de germinacgao, bem como o0 tempo que € necessario para a

ocorréncia da germinacao.
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Para todos os ensaios de germinacdo e de crescimento realizados foram utilizadas
sementes de alface (Lactuca sativa L.) da variedade alface “maravilha verano canastra”
e/ou tomate (Solanum lycopersicum L.) da variedade tomate “rio grande”, fornecidas pela

empresa EuroSementes, Lda., Portugal.

Em todos os ensaios, procedeu-se a selecdo das sementes, tendo sido descartadas
todas as sementes que apresentavam danos visiveis, tonalidades escuras ou indicios de
contaminacdo microbiana. Teve-se o cuidado de contar sempre sementes em excesso,
como margem de seguranca, caso durante o0 processo houvesse perda ou danos nas
sementes. Quando necessario procedeu-se a autoclavagem do material a ser usado (placas
de Petri, pingas, e agua ultrapura), mas também dos meios de cultivo utilizados, a 121°C
por 15 minutos. O controlo foi feito com agua ultrapura. Estas solucdes foram sempre

armazenadas a -20°C até a sua utilizacdo (W. Wang, 1989).

Antes da realizacdo dos ensaios, as sementes foram previamente desinfetadas com
uma solucdo de hipoclorito de sodio a 4% durante 1 minuto e de seguida lavadas, com
uma passagem, em agua ultrapura por 20 segundos, com o intuito de evitar as
contaminag¢Bes microbianas de superficie (Sauer, D.B. & Burroughs, R., 1986). As
sementes foram sempre colocadas em placas de Petri, seladas e incubadas numa camara
climatica (Aralab, Fitoclima D1200PLH, Rio de Mouro, Portugal) previamente
programada a uma temperatura de 20 + 1°C, humidade de 90%, fotoperiodo de 12h de
luz e 12h de escuro, em que a intensidade luminosa foi de 44,40 pmol m2 s (Kaya-Altop
etal., 2023).

Os ensaios de germinacdo com alface tiveram a duracdo de 5 dias, e 0s ensaios com
o0 tomate tiveram a duracdo de 7 dias (Govinden-Soulange & Levantard, 2008). Em todos
0s ensaios, ao fim do tempo indicado, foram atingidos valores de 100% de germinacéo,
nas condicdes otimizadas, refletindo a elevada qualidade das sementes utilizadas. Durante
a realizacdo dos ensaios foi registado diariamente o nimero de sementes germinadas em
cada caixa de Petri. Uma vez atingidos valores de 100%, 0s ensaios de germinacao foram

interrompidos. Os ensaios foram sempre realizados em triplicado.
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V. Ensaios de Germinacdo em Papel de Filtro

Os ensaios de germinacao de sementes, em papel de filtro foram realizados visando
determinar quais as concentragdes de bioestimulante mais favoraveis para a maximizacao
da percentagem de germinacdo das sementes, sendo importante determinar o nimero de

dias necessarios para atingir um determinado valor.

No primeiro ensaio de germinacdo, foram testadas sementes de alface. Para cada
extrato algal, utilizaram-se 3 réplicas de 25 sementes, as quais foram imersas durante 2
horas, sem processo de desinfecdo, a temperatura ambiente, nos extratos algais em
diversas concentragdes, previamente preparadas (0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2%,
0,5%, 1%, 2% e 5%). De seguida, as sementes foram colocadas em placas de Petri (com
200 mm de diametro), com duas camadas de papel de filtro. O papel de filtro foi
humedecido com agua ultrapura até se encontrar uniformemente molhado, tendo o
cuidado de ndo humedecer o papel em demasia. As sementes foram distribuidas
uniformemente nas placas de Petri, as quais foram seladas com Parafilm®, evitando assim

a desidratacao.

Procedeu-se ao célculo da percentagem de germinacdo (PG), para cada um dos cinco

dias do ensaio, empregando a seguinte formula (Seng & Cheong, 2020) :

_ S8
PG =2 x100% (1)

onde Sg representa 0 numero de sementes germinadas e Ts representa 0 numero total de

sementes utilizadas na germinagéo.

VI.  Ensaios de Desinfecéo

Ap0s determinar as concentracGes mais favoraveis, que maximizam a percentagem
de germinacdo em alface procedeu-se a ensaios de desinfecdo que, como o préprio nome
indica, nos permitiram perceber qual o melhor método de desinfecdo a utilizar para as
sementes e para 0s extratos algais, sem comprometer a viabilidade das sementes. Foi feito
um ensaio usando sementes desinfetadas com hipoclorito de sddio (4%), durante 1 minuto
e enxaguamento durante 20 segundos, como referido, usando como controlo sementes
ndo desinfetadas, para verificar a ocorréncia de contaminagdes e a viabilidade das

sementes apos a desinfecao.
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Pretendia-se também averiguar qual o melhor extrato a utilizar, procedendo-se assim
a preparacdo de trés extratos algais diferentes. Para evitar consumir extrato, o qual estava
disponivel em quantidades reduzidas, recorreu-se a um extrato algal comercial
(Agrogain), a 0,02%, uma vez que é um extrato algal comercial abundante. Para a
desinfecdo das sementes procedeu-se como mencionado anteriormente, usando

hipoclorito de sédio.

Relativamente a preparacdo do meio MS seguiram-se as instrucdes do fabricante
(Duchefa Biochemie) acrescentando 1% de agar (VWR Chemicals). Para perceber qual
0 meio que apresentava menores niveis de contaminacdo, procedemos de 3 maneiras

alternativas:

1. Ao meio MS autoclavado e arrefecido a cerca de 45°C, foi adicionado extrato
algal comercial (Agrogain) a 0,02%, esterilizado com uma seringa esteéril de
0.20 pum (Dorsan).

2. Ao meio MS autoclavado e arrefecido a cerca de 45°C, foi adicionado extrato
algal comercial (Agrogain) a 0,02%, o qual ndo sofreu nenhum processo de
esterilizagéo;

3. Ao meio MS foi adicionado o extrato algal comercial (Agrogain) a 0,02%,

seguindo-se a autoclavagem.

VIl.  Ensaios de Crescimento

Para cada concentracdo de extrato algal, foram preparados triplicados com 8 sementes
cada, para as duas espécies horticolas, as quais foram selecionadas e imersas numa
solucéo de extrato algal (0,02%, 0,2% e 2%) ou no controlo (agua ultrapura), durante 12
horas, a temperatura ambiente. Havendo ainda a utilizacdo de outro método em que as
sementes foram imersas durante 12 horas em &gua ultrapura e a solucdo de extrato algal
(0,02%, 0,2% e 2%) foi adicionada ao meio MS e no controlo (dgua ultrapura). As trés
réplicas foram posteriormente colocadas em caixas de Petri, com meio MS previamente
preparado de acordo com o indicado no ponto 6, sendo as sementes distribuidas
uniformemente em cada placa de Petri. As placas, foram posteriormente seladas e

colocadas na camara climaética.

O ensaio de crescimento durou 7 dias para o tomate e 5 dias para a alface, exceto em
situacOes onde a germinagdo completa (100%) ocorreu mais cedo. A percentagem de

germinacao foi calculada com base na formula (1).
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VIIl.  Ensaios de Crescimento em condicBes de Stress Salino
Procedeu-se a realizagdo de um ensaio de inducéo de stress salino uma vez que com o
decorrer do tempo, tem-se notado um decréscimo na &gua potavel, e de agua de rega.
Assim, é importante testar 0 aumento da resisténcia das plantas agricolas a agua salobra

e a solos com niveis de sal sucessivamente mais elevados.

Para este ensaio do foram preparadas solugOes salinas com diferentes concentragdes
(5%o, 15%o0, 25%0 € 35%0) (Gongalves, A., 2006; Amaro, C., 2016). A estas solugdes foi
adicionado meio MS que se encontrava previamente preparado, antes deste passar pelo
processo de autoclavagem, ap6s o que foi autoclavado e deixou-se solidificar o meio,

sendo 0 mesmo armazenado a 4°C.

As sementes de alface e de tomate, foram embebidas nos respetivos extratos algais de
cada espécie de alga marinha (0,2% para G. gracilis ou C. tomentosum) durante 12h, e
foram uniformemente distribuidas por cada placa de Petri (10 sementes em cada placa),

sendo seladas e colocadas em camara climatica.

Para os ensaios de stress, o controlo foi feito com agua ultrapura, sendo 0s ensaios
realizados com 6 réplicas cada. Nestes ensaios os parametros de crescimento avaliados

foram as seguintes:

a) Percentagem de germinacédo (formula 1);

b) Comprimento do hipocétilo (medido desde a base até ao apice), medido
em centimetros com o auxilio de uma régua;

c) Comprimento da radicula (medido em centimetros desde a base ao apice
radicular);

d) Peso fresco em gramas da semente germinada inteira, usando para isso
uma balanca analitica (Sartorius, TE1245, Alemanha);

e) Humidade, com o intuito de detetar diferencas devidas a utilizacdo de
bioestimulantes; pesaram-se e numeraram-se os cadinhos correspondentes

ao numero de amostras, registou-se o peso com o cadinho vazio.

Distribuiram-se as sementes germinadas por cada cadinho e secaram-se numa
estufa com circulagdo (Binder FD115, Alemanha), a 105°C durante 48h. De seguida,
transferiram-se o0s cadinhos para um exsicador e deixou-se a arrefecer por 24h.

Posteriormente pesou-se €, ao valor obtido, subtraiu-se o peso do cadinho vazio.
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Para o célculo da percentagem de humidade, utilizou-se a seguinte foérmula
(AOAC,2017):

Wf-wd
wf

Humidade (%) = %X 100 %, (2)

onde Wf representa 0 peso da amostra fresca, em gramas, e Wd representa o peso da

amostra seca, em gramas, sendo esta percentagem calculada segundo as normas AOAC.

Relativamente ao calculo do indice de vigor, utilizou-se a seguinte formula
(Konappa et al., 2020):

Indice de vigor (IV) = (Cr + Cc) x PG, (3)

onde Cr representa o comprimento da radicula, em centimetros, e Cc representa o

comprimento do hipoco6tilo, em centimetros.

IX. Ensaios de Crescimento em condi¢des de Stress Térmico

Recorreu-se, ainda, a um ensaio de indugdo de stress térmico uma vez que com 0
aumento do efeito de estufa, a temperatura global tem vindo a aumentar substancialmente,
prevendo-se que a temperatura média possa ultrapassar a gama de temperaturas de
germinacdo e crescimento das plantas agricolas. Foi utilizada a temperatura de 35°C(W.
Q. Wang et al., 2015)(Bahcevandziev & Pereira, 2021). Ao proceder a este ensaio
conseguimos perceber se o facto de usarmos bioestimulantes algais aumenta a resisténcia

das plantas agricolas ao stress térmico.

Procedeu-se aos ensaios de germinacdo conforme descrito anteriormente (ponto 8),
tendo sido adicionados ao meio MS, 0,2% de extrato de G. gracilis ou de C. tomentosum.
As sementes de tomate e alface foram embebidas em agua ultrapura durante 12 horas,
distribuidas uniformemente pelas placas de Petri (10 sementes em cada placa), seladas e

colocadas em camara climatica a 35°C.

Foram analisados 0s mesmos parametros de germinagdo e crescimento do ensaio

anterior, descritas no ponto 8.
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X.  Andlise Estatistica

A analise de variancia unidirecional (ANOVA) foi realizada sempre que foram
validados os pressupostos da normalidade e homogeneidade das variancias. Sempre que
esta validagcdo nédo foi obtida, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Todas as diferencas foram consideradas significativas no valor de p < 0,05. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. Todos os ensaios e andlises foram
realizados em triplicado (n = 3), exceto nos ensaios de inducdo de stress, onde foram
realizadas 6 réplicas (n = 6). Todas as avalia¢des estatisticas foram realizadas em SPSS
Statistic 28, (IBM Corporation, New York, USA).
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Resultados e Discussao

I.  Germinacdo de sementes de alface em papel de filtro
Na realizacdo do primeiro ensaio de germinagdo de sementes o objetivo principal foi
determinar quais as concentracgdes ideais de extrato algal, que permitissem a maximizagéo

da percentagem de germinacdo da espécie em estudo, que neste caso, foi a alface.

Verifica-se que, para todas as concentracdes de extrato de Codium tomentosum, se
observa uma germinagéo proxima de 100% (> 99 %) ao fim de 5 dias, ao contrario do
que se verifica no controlo, que tem uma percentagem de germinacao de 94%. Existem
diferencas estatisticamente significativas entre o controlo e todas as concentracdes
(p<0,05). Mais, verifica-se que a germinacdo é sempre mais rapida, efeito mais notorio
no primeiro dia de ensaios, nas sementes germinadas em todas as concentra¢des de extrato

de Codium tomentosum do que no controlo (figura 4), com excecao da concentracdo de
5%.
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Figura 4 — Percentagem de germinacdo das sementes de alface, na presenca de diferentes concentracdes de
extrato de Codium tomentosum, ao longo de 5 dias. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo,
sendo o desvio padrdo o valor médio dos 5 dias em estudo, n=3, sendo as barras de erro representativas da
variabilidade de dados.

E possivel observar na figura 4, que ao fim do primeiro dia, as concentracbes com
uma maior percentagem de germinacdo total e as concentragcdes que exibem maior
percentagem de germinacdo, relativamente ao controlo (CT), séo as 0,02%, 0,05%, 0,1%,
0,2% e 2%. Assim, de entre estas selecionaram-se 3 concentracdes de extratos algais para

0s ensaios seguintes: 0,02%, 0,2% e 2%.
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Resultados obtidos com sementes de feijdo mungo (Vigna radiata), relatados por
Castellanos-Barriga etal., (2017), indicam que a utilizacdo de Ulva lactuca permitiu obter
uma elevada percentagem de germinacdo. Reforcando esta ideia, encontram-se 0s
resultados documentados por Mzibra et al., (2021) onde os polissacarideos extraidos de
Codium tomentosum, aplicados numa concentragio de 0,1 mg mL™, permitiram uma
germinacao de tomate melhorada, uma vez que, segundo 0s autores, houve 0 aumento de
varios metabolitos benéficos para a germinacdo, nomeadamente oligossacarideos, como

é 0 caso da sacarose e ainda dos monossacarideos glicose e frutose.

No que toca ao ensaio de germinacdo na presenca de extrato algal de Gracilaria
gracilis (Figura 5), verifica-se, para todos os extratos aquosos testados, uma germinagao
de 100%, o que ndo se verifica no controlo, que apresenta uma percentagem de
germinacdo de 98%, ao fim dos 5 dias de ensaio. E possivel verificar que existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparadas todas as
concentracOes de extrato, com o controlo, sendo ainda possivel salientar que se verifica
sempre uma germinagao mais rapida no primeiro dia das sementes na presenca de extrato,
do que as sementes do controlo (figura 5). Assim, procedeu-se ao mesmo metodo de
selecdo, mencionado acima, utilizado para as concentracGes de G. gracilis, as seguintes
concentragOes de extrato aquoso: 0,02%, 0,2% e 2%.
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; ; - T - T T - T
80%
60%
40%
20%
0
CcT

0,01% 0,02% 0,05% 0,10% 0,20% 0,50% 1% 2% 5%

Percentagem de Germinacio (%)

X

Concentracdo de extrato de Gracilaria gracilis (%)
mDial mDia2 Dia3 ®mDia4 MmDia5

Figura 5 — Percentagem de germinagdo de sementes de alface expostas a diferentes concentraces de extrato de
Gracilaria gracilis, ao longo de 5 dias. Os resultados foram expressos em média + desvio padrédo, sendo o desvio padrao
o valor médio dos 5 dias em estudo, n=3, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.
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Segundo di Filippo-Herrera et al., (2019), o extrato de Gracilaria parvispora quando
usada em concentragdes de 0,25% e 0,5%, apresenta efeito bioestimulante nos feijoes
mungo (Vigna radiata). Embora ndo seja a mesma espécie de macroalga, esta pertence
ao mesmo género que a G. gracilis pelo que é possivel constatar que os resultados obtidos
sdo consistentes com o0s obtidos por estes autores, em concentracdes semelhantes. Sendo
ainda estes resultados reforcados por Pacheco et al., (2021), uma vez que estes autores
obtiveram um efeito positivo no crescimento de couve (Brassica oleracea), quando
recorreram ao agar extraido da Gracilaria gracilis. Estes autores fizeram a quantificagdo
dos polissacarideos e do acido urénico, tendo detetado que a estrutura quimica do agar

era um fator decisivo, afetando de maneira direta a atividade bioestimulante em plantas.

Segundo o estudo citado por Hallmann, (2019) o extrato de Gracilaria gracilis
apresenta na sua constituicdo auxinas, citocininas e giberelinas, pelo que é expectavel que
obtivesse melhor percentagem de germinacdo que o controlo. Contudo, ha que ter em
atencdo que pode dever-se ao facto de haver diferentes concentragdes das fito-hormonas
no extrato, bem com diferentes concentracdes de outras substancias bioestimulantes, tais
como vitaminas e minerais. Contudo, para ser possivel saber a que se deve o efeito
bioestimulante observado , seria necessario proceder a realizacdo de analises quimicas,
com o intuito de perceber ndo s6 a concentragdo de cada fito-hormona, como também a

interacdo entre as mesmas.
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Il.  Ensaios de Desinfecéo
Este ensaio visou testar diferentes métodos de desinfecdo dos meios e das sementes,
que permitissem otimizar as condi¢des dos ensaios. Assim, realizou-se um ensaio com
sementes de alface, desinfetadas com uma solugdo de hipoclorito de sodio a 4% e com
sementes que ndo sofreram qualquer processo de desinfecdo. Foi possivel observar, no
decorrer do ensaio, que a germinacdo das sementes desinfetadas ndo foi afetada
negativamente pelo agente desinfetante, como é possivel observar na figura 6.
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20%
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CT+SE MS +EfEst MS + Eest+ MS + Eaut+ CT+SAE MS +EREst MS + Eest + MS + Eaut +
+ SE SE SE + SAE SAE SAE

Percentagem de Germinacdo (%)

Extrato comercial (Agrogain) (%)

HmDial mDia2 Dia3 mDiad4 mDia5s

Figura 6 — Percentagem de germinac&o de sementes de alface com ou sem processo de desinfecéo, sendo usado
extrato comercial (AgroGain) a 0,02%. CT+SE representa o controlo negativo, com sementes desinfetadas,
MS+NAEst+SE representa 0 meio MS com extrato ndo estéril e sementes desinfetadas, MS+Eest+SE simboliza
0 meio MS com extrato estéril e sementes desinfetadas e MS+Eaut representa 0 meio MS com extrato
autoclavado e sementes desinfetadas, CT+SAE representa o controlo negativo, com sementes ndo desinfetadas,
MS+ERESt+SAE representa 0 meio MS com extrato nédo estéril e sementes ndo desinfetadas, MS+Eest+SAE
representa 0 meio MS com extrato estéril e sementes sem processo de desinfecdao, e MS+Eaut+SAE representa
0 meio MS com extrato autoclavado e sementes sem processo de desinfecdo, n=2, sendo as barras de erro
representativas da variabilidade de dados.

Este resultado estd de acordo com o estudo realizado por Dick et al., (2014), uma vez
que estes autores confirmam que a desinfecdo de sementes de tomate com hipoclorito de
sodio permite uma percentagem de germinacao mais elevada em comparacdo a sementes
ndo tratadas, uma vez que a casca da semente é oxidada, tornando assim a semente mais
permeavel a absorcdo de agua, bem como uma germinacdo mais uniforme. Ainda
corroborando os resultados obtidos, o estudo realizado por Ahmadi et al., (2012)
demonstra que a desinfecdo das sementes de espinho de cristo (Ziziphus spina [christi])
com hipoclorito de sédio a 4% durante 20 minutos apresenta uma percentagem de
germinacdo mais elevada em comparacdo com 0s outros tratamentos (perdxido de

hidrogénio e cloreto de mercurio, em diferentes concentracdes).
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Nas sementes de alface desinfetadas ndo ocorreu aparecimento de contaminantes
microbianos nas placas de Petri (figura 8), ao contrario das sementes nao desinfetadas
que sofreram algumas contaminac@es, como se pode constatar na figura 7. Era expectavel
o resultado obtido, uma vez que segundo o estudo realizado por Escamilla et al., (2019)
é possivel verificar que as sementes de soja (Glycine max L.), apds o processo de
desinfecdo com hipoclorito de sodio, apresentaram um efeito significativamente superior
na diminuicdo da incidéncia de fungos, contrariamente as sementes ndo tratadas que

apresentaram uma incidéncia de fungos de 58,7%.

Figura 7 — Ensaio de Desinfecdo, em que as sementes de Figura 8 - Ensaio de Desinfecéo, em que as sementes de
alface ndo se encontram desinfetadas, ao final do 5°dia, alface se encontram desinfetadas, ao final do 5° dia, com
com extrato comercial (Agrogain), em que os fungos se extrato comercial (Agrogain).

encontram assinalados com seta.

Procedeu-se de seguida a medicdo do comprimento das radiculas das plantulas de
alface sendo possivel observar que as sementes desinfetadas apresentam uma média de
comprimento de radicula maior do que as sementes nao estéreis (figura 9). Este resultado
esta em consonancia com o estudo realizado por Yildiz & Ekiz, (2014) onde as sementes
de sanfeno (Onobrychis viciifolia L.) foram desinfetadas com uma solucdo de hipoclorito
de sddio, com diferentes concentragdes (1, 2, 3, 4 e 5%). Apos este processo foi possivel
verificar que as sementes apresentavam um maior desenvolvimento, ndo s6 na
percentagem de germinacgdo, como também no desenvolvimento das plantulas em meio
MS. Contudo, ndo havendo a possibilidade de realizar a analise estatistica, devido a
existéncia de apenas duas réplicas, ndo podemos averiguar se as diferengas seriam

significativas.
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Figura 9 - Ensaio de desinfecdo, comparagdo do comprimento das radiculas das sementes de tomate em cm,
entre as sementes desinfetadas e sementes ndo desinfetadas, n=2, sendo as barras de erro representativas do
desvio padrédo.

Com base nos resultados obtidos, decidiu-se, para os ensaios futuros, utilizar o
procedimento de desinfecdo de sementes, para evitar o aparecimento de contaminacdes,
e uma vez que apresentaram melhores percentagens de germinagdo, bem como um
crescimento de radicula mais elevado, ndo tendo ocorrido alteracBes no processo de
germinacao, nem no desenvolvimento das sementes quando submetidas ao processo de

desinfecdo.

Quanto ao impacto da utilizacdo do extrato autoclavado ou extrato nao estéril, na
germinacao das sementes de tomate, conforme se pode observar na figura 10, notou-se a
autoclavagem do meio MS com extrato induziu uma diminuicdo na capacidade
bioestimulante, notando-se, por isso, uma diferenca estatisticamente significativa,
(p<0,05), em comparacao com o extrato ndo estéril. Ou seja, é percetivel até um declinio

na germinacdo em comparagao ao controlo.

Quando se procedeu a comparacdo das percentagens de germinacdo em extrato
autoclavado e em extrato ndo estéril, com o controlo verifica-se uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) para as concentracfes de 2% (extrato ndo estéril
ou extrato autoclavado). As restantes concentra¢des de ambos 0s extratos ndo apresentam

diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) (figura 10).
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Figura 10 - Percentagem de germinacdo das sementes de tomate, do ensaio de desinfecdo que decorreu durante 7 dias,
com diferentes concentrages de extrato ndo estéril de extrato comercial de Kappaphycus alvarezii (AgroGain), com
sementes estéreis, onde EAEst = Extrato ndo estéril e EAut = Extrato autoclavado. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo, sendo o desvio padrdo o valor médio dos 7 dias em estudo, n = 3, sendo as barras de erro
representativas da variabilidade de dados.

Com base nos resultados, podemaos verificar, que o meio autoclavado ndo sera o mais
indicado uma vez que resulta num decréscimo da percentagem de germinacéo. De facto,
0 processo de autoclavagem pode causar a desnaturacdo/desintegracdo dos compostos
relevantes que conferem ao extrato a capacidade bioestimulante (Michalak & Chojnacka,
2014), como €é o caso das fito-hormonas que, por serem moléculas sensiveis, devido a
elevada presséo e temperatura podem degradar significativamente (Stirk et al., 2004). De
facto, segundo um estudo realizado por (Rohela et al., 2018) verificou que existe
degradacéo de fito-hormonas presentes na amoreira (Morus), em particular das auxinas,

quando o processo de autoclavagem excede 0s 22 minutos.

Verificou-se, posteriormente, que o comprimento das radiculas, bem como o
comprimento da parte aérea da plantula, estd em linha com os resultados obtidos de
percentagem de germinacédo, corroborando a decisdo de prosseguir com o extrato nao
estéril. Pela figura 11, é possivel observar que o extrato autoclavado apresenta em média,
radiculas de dimensdes mais pequenas (3 = 1,5 cm). Contudo ndo existem diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre as concentracdes de 0,02% e 0,2% (extrato
ndo estéril ou extrato autoclavado) em comparacdo com o controlo. J& comparando o
controlo com a concentragdo de 2% (extrato ndo estéril ou extrato autoclavado) é possivel
detetar diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Contudo, o estudo realizado

por (Hernandez-Herrera et al., 2014) demonstra que o extrato de Ulva lactuca (1%)
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autoclavado apresenta resultados que indicam que este promove o desenvolvimento da
radicula de sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.) em comparagdo com o

controlo.
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Figura 11 — Média * desvio padréo do comprimento da radicula de sementes de tomate, em diferentes
meios, onde EfEst = Extrato ndo autoclavado; EAut = Extrato autoclavado, extrato comercial de
Kappaphycus alvarezii (AgroGain), n=3

Os elevados valores de desvio padrdo indicam, no entanto, a necessidade de proceder
a realizacéo de ensaios com maior nimero de amostras. Uma vez que estamos a lidar com
plantas, que apresentam varia¢fes de acordo com a estacdo do ano, estado fisioldgico, e
das condicdes de ensaios utilizadas, sdo expectaveis variacdes, que podem ser
significativas (Wdjcik-Gront et al., 2022)(figura 11).

E possivel observar na figura 12, relativamente ao comprimento dos hipocatilos, que
estes apresentam comprimentos médios menos elevados do que os controlos. Este
resultado contraria o estudo realizado por Mzibra et al., (2018), uma vez que, recorrendo
a utilizacdo de 0,1 mg mL™ de polissacarideos de Codium tomentosum na irrigacio da
planta de tomateiro, estes autores verificaram que houve um desenvolvimento maior do
hipocotilo das plantas em comparacdo com o controlo. Estes resultados dever-se-80 a
menor concentracao de polissacarideos presentes no extrato algal em estudo, uma vez que
no estudo realizado por Mzibra et al., (2018) foram utilizados apenas polissacarideos de
Codium tomentosum e ndo extrato algal bruto. Comparando entre os diferentes extratos,
contudo, existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para as
concentragdes de 0,2% e 2%, para 0 extrato ndo estéril ou extrato autoclavado. E ainda

possivel verificar que o valor méximo, em média, obtido para o comprimento dos
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hipocotilos neste ensaio é de cerca de 2 + 0,86 cm, podendo isto dever-se ao facto de
haver baixa concentracdo de polissacarideos e de fito-hormonas. Contudo, apenas
analises quimicas posteriores poderdo comprovar esta hipotese.

Relativamente a concentracdo de 2% (extrato ndo autoclavado ou autoclavado) ndo
foi possivel medir a parte aérea das plantulas. Isto deve-se ao facto de, apesar de as
sementes terem germinado, ndo formaram hipocétilos, registando-se apenas a formacao
da radicula (figura 12). Tal pode ser justificado pelo facto de a iniciacdo e
desenvolvimento dos hipocétilos e do enraizamento necessitar de uma baixa concentracéo
de compostos bioativos, havendo um declinio quando estdo em contacto com
concentracOes elevadas (Kumar et al., 2012). De facto, as hormonas que frequentemente
promovem processos fisioldgicos em baixas concentra¢des e inibem quando se encontram
em elevadas concentracdes, devido a presenca de um desequilibrio no meio envolvente,
levando a um desequilibrio na pressdo osmdtica (Anisimov et al., 2013). Assim, a

concentracdo de 2% parece mostrar-se, ja, inibitoria do desenvolvimento das plantas.
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Figura 12 — Média + desvio padrdo do comprimento dos hipocotilos das sementes de tomate, de diferentes

meios, onde EfiEst = Extrato ndo autoclavado e EAut = Extrato Autoclavado, extrato comercial

(AgroGain), n=3.

No que toca ao calculo do teor de humidade (figura 13), ndo existem diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre os resultados obtidos para os extratos algais
em comparagdo com o controlo, sendo possivel afirmar que os valores da humidade

variam entre os 70% e o0s 96%.
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Figura 13 - Percentagem de humidade das sementes de tomate de diferentes concentragbes de extrato comercial de
(AgroGain), controlo (EAEst) = controlo que pertence ao ensaio com o extrato ndo estéril; EAESt = Extrato ndo estéril
(0,02%, 0,2% e 2%); controlo (EAut) = controlo que pertence ao ensaio com o extrato autoclavado; EAut = Extrato
Autoclavado, n=3 sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Quanto ao calculo do indice de vigor (1V), foi possivel observar que, para 0 meio
com extrato algal sem esterilizacdo (EAEst), a concentragdo que apresenta um valor mais
elevado é a de 0,02%. De facto, o indice de vigor do controlo é de 5,95 e o indice de
vigor do extrato a 0,02% e de 6,14. Nota-se, ainda, que devido ao facto de a concentragao
mais elevada (2%) ndo apresentar hipocotilos, esta € a concentracdo que apresenta um

menor indice de vigor (0,55).

Relativamente ao extrato algal autoclavado (EAut), foi possivel detetar um maior
indice de vigor no controlo (6,66) quando em comparacdo com a concentracdo de 0,02%
que apresenta um indice de vigor de 5,65. Salienta-se, também, que devido a falta da
presenca de hipocotilos na concentracéo de 2%, esta apresenta um indice de vigor muito
baixo, de 0,37.

Com base na analise da percentagem de germinacdo, no comprimento das radiculas,
no comprimento dos hipocétilos, na humidade e no indice de vigor é possivel concluir

que as sementes desinfetadas e o0 extrato ndo esterilizado sdo 0s mais benéficos.

1. Ensaios de Crescimento

Estes ensaios visaram constatar a eficiéncia da imersdo das sementes diretamente no
extrato, por oposicdo a embebicdo das sementes em agua e dissolucdo do extrato no meio
de cultivo MS relativamente a germinacdo, ao comprimento da raiz e do hipocétilo, bem

como da humidade. Para o efeito foram usadas sementes de tomate.
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No ensaio de crescimento em que as sementes foram embebidas no extrato é possivel
perceber que, no primeiro dia ndo houve germinagdo, sendo o terceiro dia de ensaio
aquele que apresenta maior percentagem de germinagédo, seguido do segundo dia e do
quarto dia. Nenhuma concentracdo de extrato atingiu os 100% de germinacéo,
verificando-se que o extrato que obteve melhores resultados, em média, com 92% de
germinacdo, foi o extrato com concentracdo de 0,02%, e aquele que obteve menor

percentagem de germinacdo foi o extrato a 2%, com apenas 88% (figura 14).
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Figura 14 — Percentagem de germinacéo das sementes de tomate, com extrato de Codium tomentosum
a diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos em média + desvio padréo, sendo o desvio
padrdo o valor médio dos 7 dias em estudo, n=3

Em comparagdo com o controlo ndo se verificam resultados dispares, uma vez que o
controlo atingiu também, em média, os 92% de percentagem de germinacdo. Contudo, €
possivel notar que o extrato 0,02%, e sobretudo o de 0,2%, apresentam uma germinacao
ligeiramente mais rapida no segundo dia de ensaio (figura 14).

Em consonancia com o estudo realizado por Soad M., (2015), seria expectavel que
as sementes expostas ao extrato de Codium tomentosum apresentassem uma percentagem
de germinacdo mais elevada, uma vez que neste estudo, ao utilizarem sementes de trigo
(Triticum aestivum L.) imersas em extrato de C. tomentosum (20%), durante 12 horas, se
obtiveram valores de percentagem de germinagéo entre os 97 e 98%. Sendo o resultado
reforgado pelo estudo realizado por Hernandez-Herrera et al., (2014), que utilizou extrato
algal de Ulva lactuca, com uma concentracdo de 0,2% verificaram uma percentagem de
germinacao mais elevada em comparacdo com o controlo, bem como uma germinacgéo
mais rapida nas sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.). O C. tomentosum €
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reconhecido por apresentar na sua composicao citocininas e auxinas (Lok et al., 2018).
Como mencionado anteriormente, estas fito-hormonas auxiliam no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Por essa razdo seria expectavel que houvesse melhores
resultados quando em comparagéo com o controlo. Contudo, tal pode justificar-se devido
a estrutura das fito-hormonas presentes nas macroalgas quando em compara¢ao com as
plantas (Tarakhovskaya et al., 2007). Apenas seria possivel averiguar se o facto de nédo
obter melhores resultados se deve a presenca destas substancias bioativas, recorrendo a

analises quimicas.

Relativamente a percentagem de germinacdo das sementes de tomate expostas ao
extrato de Gracilaria gracilis, é possivel verificar que ao final do sexto dia ndo se registou
uma percentagem de germinacéo mais elevada, em comparacao ao controlo. Em nenhuma
concentracdo se obteve uma percentagem de germinacdo de 100%. Para a concentracdo
de extrato de 0,02% atingiram-se 96% de percentagem de germinacdo, para a
concentracéo de extrato de 0,2% atingiram-se 0s 92% e para a concentracéo de extrato de
2% atingiram-se 0s 88% de percentagem de germinacdo. Em comparagdo com o controlo
ndo se registam resultados muito dispares (ndo existem diferencas estatisticamente
significativas), uma vez que o controlo atingiu 0s 92% de taxa de germinacéo (figura 15).
Sendo este resultado corroborado pelo estudo realizado por Shamya et al., (2020) que
verificaram que ao expor sementes de pimenta (Capsicum annuum L.) ao extrato de
Gracilaria edulis, numa concentracdo de 8%, durante 24h, foi possivel obterem uma
germinacao mais rapida, bem como uma percentagem de germinacdo mais elevada em
comparagao com o controlo. Ou seja, € possivel salientar que as fito-hormonas presentes
na G. gracilis, tais como, auxinas e citocininas (Tsaniya et al., 2021) apresentam uma
estrutura idéntica a das plantas e por essa razdo obtiveram melhores resultados no
crescimento da planta (Tarakhovskaya et al., 2007) quando em compara¢do com 0
controlo. Contudo, ndo sendo possivel averiguar se o efeito obtido depende
exclusivamente deste aspeto ou de outros compostos bioativos como é o caso do é&cido

urénico, uma vez que para isso seria necessario proceder a analises quimicas.
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Figura 15 -Percentagem de germinacgdo registada nos ensaios de crescimento, com extrato de
Gracilaria gracilis com diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos em média + desvio
padrao, sendo o desvio padrdo o valor médio dos 7 dias em estudo, n=3.

Para ambos os extratos (Codium tomentosum ou Gracilaria gracilis) é possivel
verificar que a concentracdo de extrato que apresenta uma percentagem de germinacao
mais elevada quando as sementes sdo embebidas nos extratos, é a de 0,02%, uma vez que,
como mencionado anteriormente, quando em elevada concentragdo os bioestimulantes
algais apresentam uma reducdo na percentagem de germinagao, bem como na alteracdo

do desenvolvimento da plantula (raizes, hipocétilos e humidade).

Relativamente as sementes de tomate, que foram embebidas em &gua ultrapura e o
extrato foi incorporado no meio (figura 16), foram obtidas percentagens de germinacgéo
méaximas de 96% para as sementes com extrato a 0,2%. Em comparacdo com o controlo,
ndo existem diferengas estatisticamente significativas (p>0,05), para os extratos de
Gracilaria gracilis (nas concentracgdes de 0,02% ou 0,2%). J& para o extrato da G. gracilis
a 2% existem diferencas estatisticamente significativas relativamente a percentagem de

germinacao das sementes de tomate, no controlo.
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Figura 16 - Percentagem de germinacéo das sementes do tomate, durante 7 dias, em diferentes concentragdes do extrato

da Gracilaria gracilis. Os resultados foram expressos em média * desvio padrédo, sendo o desvio padrdo valor médio
dos 7 dias em estudo, n=3, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

E, ainda, possivel verificar que as sementes expostas ao extrato de G. gracilis ndo
apresentam uma germinagdo mais rapida na concentracdo de 0,02% e, além disso, na
concentracdo de 2% existe uma germinacdo muito mais lenta, uma vez que esta sO se
inicia no terceiro, quarto, quinto e sexto dias de ensaio contrariamente ao controlo e
demais concentracdes de G. gracilis em que as sementes comegam a germinar mais cedo
(figura 16). Este resultado é corroborado pelo estudo realizado por Fayzi et al., (2020) ,
onde, com recurso a um extrato de Jania rubens (10%) verificou-se uma germinagdo mais
rapida, bem como um maior comprimento e peso das plantulas. Sendo observado nas
sementes de milho (Zea mays L.) expostas ao extrato de J. rubens uma eficacia em torno
de 50%, em comparac¢do com o controlo, ou seja, quando em contacto com o extrato algal
a semente de milho tem uma percentagem de germinagéo em torno de 50% superior ao

controlo.

No que se refere as sementes germinadas na presenca do extrato de Codium
tomentosum, (figura 17), em comparagdo com o controlo, verificam-se percentagens de
germinacdo significativamente mais elevadas (p<0,05), nos extratos de C. tomentosum a
0,02% e 0,2%, ao contrario do que sucede com o extrato com a concentragdo de 2%
(p>0,05). E possivel ainda verificar que sé se inicia a germinacdo ao terceiro dia de
ensaio, verificando-se que a concentracdo de extrato algal de 0,02% é a que apresenta

uma percentagem de germinagdo mais elevada ao quinto dia de ensaio (96%). Ainda
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relativamente as concentracdes de extrato algal é possivel perceber que a de 0,02% é a
que exibe uma percentagem de germinacéo mais elevada (96%) no final do ensaio. Seria
expectavel que a concentracdo de 0,02% apresentasse uma percentagem de germinacao
mais elevada, de acordo com o estudo realizado por Ghaderiardakani et al., (2019),
verificou-se que ao utilizarem extrato de Ulva intestinalis na semente de erva-estrelada
(Arabidopsis thaliana) era percetivel um aumento na percentagem de germinacgdo, bem
como no desenvolvimento radicular se a concentracdo do extrato fosse inferior a 0,1%.
Quando a concentracéo do extrato algal foi superior a 0,1% observou-se uma inibi¢do da
germinacdo, bem como do desenvolvimento radicular, que se deveu a concentracdes
muito elevadas do extrato algal de Ulva intestinalis que exerceram um efeito inibitdrio

do desenvolvimento e do crescimento radicular.
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Figura 17 — Percentagem de germinacédo das sementes do tomate, durante 7 dias, em diferentes concentracdes do extrato
da Codium tomentosum. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo o desvio padrdo o valor
médio dos 7 dias em estudo, n=3, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Quando se procede a comparacdo entre as sementes de tomate embebidas em extrato
e as sementes embebidas em &gua e colocadas no meio MS com extrato algal, é possivel
observar, tanto para o extrato de Gracilaria gracilis como de Codium tomentosum, uma
germinacao mais rapida e em maior percentagem do que o controlo quando as sementes
sdo embebidas em extrato, facto que ja ndo acontece para as sementes embebidas em agua
ultrapura (figura 16 e 17). Assim, os restantes ensaios foram feitos recorrendo a
embebicdo das sementes (alface ou tomate) em extrato (G. gracilis ou C. tomentosum).

O resultado anterior é consistente com os resultados obtidos por Punitha et al., (2022)
que procederam também a embebicdo das sementes de Vigna radiata no extrato algal
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tendo obtido melhores resultados com este método do que com as sementes expostas ao

extrato incorporado no meio MS.

Neste ensaio, houve, ainda, a medi¢do do comprimento da radicula e dos hipocatilos,
bem como a avaliacdo da humidade. Foi possivel verificar que, para o comprimento das
radiculas das plantulas expostas ao extrato de G. gracilis (0,2%), em compara¢do com o
controlo, ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). J& para as
restantes concentracGes do extrato de G. gracilis (0,02% ou 2%) existem diferencas
estatisticamente  significativas, com as radiculas a exibirem comprimentos
significativamente maior e menor do que os do controlo, respetivamente. Quanto ao
comprimento das radiculas de plantulas colocadas em extrato de C. tomentosum, as
concentragdes 0,02% e 0,2%, em comparacdo com o controlo, apresentam comprimento
significativamente mais elevados (p<0,05), enquanto a concentracao de 2% ndo apresenta

diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).

E percetivel pela figura 18, que ambos os extratos (G. gracilis ou C. tomentosum)
induzem um maior comprimento médio das radiculas de tomate, do que os controlos,
exceto para a concentracdo de 2% da G. gracilis que apresenta radiculas em média mais
pequenas que o controlo. Este valor, porém, era expectavel, uma vez que se relaciona com
a menor percentagem de germinagdo relativamente ao controlo. Este resultado é
corroborado pelo estudo realizado por Vinoth et al., (2012) que, ao recorrerem a extrato
liquido de Gracilaria edulis, verificou um desempenho relevante no alongamento e
enraizamento de rebentos de tomate, utilizando para tal efeito concentragdes de 30% e
50% suplementadas em meio MS, sendo os resultados ainda atestados pelo estudo
realizado por Chanthini et al., (2019) em que utilizaram extrato algal de Ulva lactuca e
verificaram que as sementes de tomate expostas ao extrato algal exibiam comprimentos
mais elevados de radiculas em comparacdo com o controlo, devendo-se este resultado ao
facto de haver na composicao do extrato algal de Ulva lactuca presenca de fito-hormonas,
bem como de minerais como magnésio, calcio e sodio e de substancias bioativas. De

facto, andlises bioquimicas efetuadas pelos autores, detetaram uma maior concentracao
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de &cido ascarbico nas plantulas, bem como um aumento de fendis, os quais poderao ser

responsaveis pelo efeito bioestimulante.
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Figura 18 - Comprimento das radiculas de tomate, de plantulas expostas a diferentes concentragdes (0,02%, 0,2% e 2%)
dos diferentes extratos (Gracilaria gracilis ou Codium tomentosum), n=3, sendo as barras de erro representativas da
variabilidade de dados.

Relativamente ao comprimento dos hipocoétilos de tomate, é possivel verificar que
em média, as sementes expostas as concentra¢des 0,02% e 0,2% de ambos o0s extratos (G.
gracilis ou C. tomentosum) apresentam um comprimento do hipoc6tilo superior ao
controlo, contudo a concentragdo de 2% (G. gracilis ou C. tomentosum) apresenta em
média, comprimento dos hipocotilos inferior ao controlo, a semelhanga do que se

verificou para o comprimento das radiculas (figura 19).

Quanto a este parametro, apenas a concentracdo de 2% de extrato algal apresentou
diferencas estatisticamente  significativas (p<0,05), ou seja, comprimento

significativamente menor do hipocétilo, relativamente ao controlo.
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Figura 19 — Média * desvio padrdo do comprimento dos hipocdtilos de tomate, expostos a diferentes
concentracdes (0,02%, 0,2% e 2%) dos diferentes extratos (Gracilaria gracilis ou Codium tomentosum),
n=3.
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No gue toca a humidade (%), verifica-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) para nenhuma das concentracdes de ambos os extratos (Gracilaria
gracilis ou Codium tomentosum), exceto para o extrato de Gracilaria gracilis a 2%, que
exibe uma percentagem de humidade significativamente menor. A percentagem de
humidade mais alta, de 93%, verifica-se para Codium tomentosum a 0,2% e a mais baixa,
de 84%, para o extrato de Gracilaria gracilis a 2%. Esta Ultima apresenta, assim, maior

producéo de biomassa (figura 20).
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Figura 20 - Percentagem de humidade, das pléantulas de tomate, em diferentes concentragdes (0,02%, 0,2% e 2%) de

extrato (G. gracilis ou C. tomentosum), n=3, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

No final do ensaio de crescimento podemos afirmar que a concentracdo mais
favoravel, que permite a maximizagdo da germinagdo das sementes, bem como a que
regista melhor crescimento das plantulas foi a concentracdo de 0,2% para ambos 0s
extratos (Gracilaria gracilis ou Codium tomentosum), sendo também a concentracdo
mais baixa dentro das condi¢des mencionadas anteriormente. Desta forma, foi esta a

concentracdo usada nos ensaios seguintes.

IV. Ensaios de Crescimento em condicdes de Stress Salino

Os ensaios de salinidade s&o um ponto relevante no desenvolvimento deste trabalho,
uma vez que, as alteracGes climaticas estdo a provocar uma diminui¢do da adgua doce
disponivel para rega, sobretudo nos paises com clima mediterrdneo, como € o caso de
Portugal. Por outro lado, nas zonas litorais, os len¢ois de dgua subterraneos estdo a sofrer
infiltragdes de agua do mar, salgada, existindo maior quantidade de cloreto de sédio nos
aquiferos. Consequentemente existe a necessidade de procurar uma alternativa que seja
eficiente e sustentavel, uma vez que com a presenca de sais na dgua pode reduzir o
rendimento da producdo horticola para aproximadamente metade, devido a presenca de

stress abidtico (Battacharyya et al., 2015).
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Assim foram testados diferentes niveis de salinidade, para aferir sobre um potencial
aumento de resisténcia das plantas (alface e tomate) a este fator de stress (5%o, 15%o, 25%o
e 35%o), na presenca de extratos de macroalgas. Para as duas espécies horticolas, apenas
germinaram sementes submetidas a salinidade menor, de 5%., tendo-se observado uma
diminuicdo da germinacdo para 70% no controlo, com a introducéao deste fator de stress.
Como é possivel observar na figura 21, o extrato de C. tomentosum ndo promove a
germinacao das sementes de alface nem de tomate apresentando estas, percentagens de
germinacdo inferiores ao controlo, existindo diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05). Contudo, existe uma germinacgdo ligeiramente mais rapida (3 ° dia) quando o

extrato de C. tomentosum esta presente.
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Figura 21 - Percentagem de germinagdo das sementes de tomate, durante 7 dias, da concentragdo do
extrato de Codium tomentosum (0,2%) com meio MS salino a 5%, de NaCl. Os resultados foram
expressos em média * desvio padrdo, sendo o valor do desvio padrdo o valor médio dos 7 dias emr
estudo, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.
Ja para a germinacéo das sementes de tomate expostas a extrato de G. gracilis, como
é possivel observar na figura 22, também so existe germinacgdo na salinidade mais baixa,
sendo ainda possivel verificar que ndo existem diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) do extrato em comparacdo com o controlo, existindo, porém, um aumento da
percentagem de germinacdo dos 62% do controlo para perto dos 72% do extrato de G.
gracilis. E, ainda, possivel notar que com a presenca de extrato de G. gracilis existe uma

germinagdo mais rapida (3 ° dia).
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Figura 22 - Percentagem de germinacéo das sementes de tomate, durante 7 dias, em extrato de
Gracilaria gracilis (0,2%) com meio MS com concentracdo salina de 5% de NaCl. Os
resultados foram expressos em média + desvio padréao, sendo o desvio padrdo o valor médio dos
7 dias em estudo, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Relativamente a germinacdo das sementes de alface, tanto para o extrato de G.
gracilis como para o extrato de C. tomentosum, verifica-se, uma vez mais, que apenas
germinaram as sementes no meio com salinidade a 5%., como é possivel observar na
figura 23 e 24. Consegue-se, mesmo, atingir uma percentagem de germinacgao de 100%,
ao contrario do controlo, que apresenta uma percentagem de germinacao de 93% (figura
23). Nao existem, porém, diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Figura 23 - Percentagem de germinagdo das sementes de alface, durante 5 dias, da concentragdo do
extrato de Codium tomentosum (0,2%) com meio MS com concentragéo salina de 5 %o de NaCl. Os

resultados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo o desvio padrdo o valor médio dos 7
dias em estudo, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.
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O extrato de G. gracilis ndo demonstra qualquer efeito assinalavel, uma vez que o
controlo apresenta uma percentagem de germinacgdo de 100%, ao contrario do extrato de
G. gracilis que apenas apresenta uma percentagem de germinacao de 98% (figura 24),

ndo havendo a registo de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).

100% ———

80%

60%

40%

20%

0%

Percentagem de Germinac¢do (%)

Controlo 5%o
Salinidade

mDial mDia2 Dia3 mDia4 mDia5

Figura 24 - Percentagem de germinacao das sementes de alface, durante 5 dias, da concentragdo do
extrato da Gracilaria gracilis (0,2%) com meio MS com concentra¢éo salina de 5%o de NaCl. Os
resultados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo o desvio padrdo o valor médio dos 5
dias em estudo, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Segundo Bi et al., (2011) a presenca de ficocoldides nos extratos, no extrato da G.
gracilis, o agar e no extrato do C. tomentosum o ulvano, permitem melhorar a resisténcia
das plantas a salinidade, o que aconteceu, apenas parcialmente, no presente trabalho.
Contudo, os extratos poderdo conter uma concentracdo reduzida de ficocoloides e, por
IS0, ndo ter sido manifestada resisténcia para concentragdes de salinidade acima das 5%o

ou até mesmo as concentracfes de NaCl testadas serem demasiado elevadas.

Resultados documentados por Ghaderiardakani et al., (2019), comprovam que a
utilizacdo de extratos algais promove ndo s6 0 aumento das percentagens de germinacao
das sementes, mas também um aumento do nivel de nutrientes no solo e a resisténcia ao
stress ambiental, como é o caso do aumento da salinidade. Sendo esta ideia reforgada por
Zou et al., (2019), uma vez que os resultados obtidos por estes autores demonstram que
os bioestimulantes algais, devido a presenca de polissacarideos nos extratos, melhoram a
resisténcia ao stress salino. Por exemplo, o estudo realizado por Chernane et al., (2015)
verificou que o extrato de Ulva rigida permite melhorar a resisténcia ao stress salino e

contribuir para a defesa das plantas contra a deterioracdo oxidativa. Existe, portanto,
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evidéncia do contributo dos extratos de macroalgas no aumento da resisténcia a stress

salino.

E percetivel, relativamente & anéalise em geral dos dados do comprimento das
radiculas e dos hipocotilos das plantulas de tomate, que estas apresentam uma reducao

geral no seu desenvolvimento, quando em comparagdo com 0s ensaios anteriores.

No que toca a anélise do comprimento das radiculas de tomate, na presenca do extrato
de Codium tomentosum, ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p>0,05),
contudo como € possivel observar na figura 25, verifica-se, a presenca de um desvio

padréo elevado no controlo, existindo, portanto, grande heterogeneidade nos resultados.
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Figura 25 — Média + desvio padrdo do comprimento das radiculas de sementes de tomate, expostas a uma

concentracéo do extrato de Codium tomentosum de 0,2% com meio MS com concentragéo salina de 5%

e NaCl, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Embora fosse expectavel que houvesse uma reducdo no comprimento das radiculas
em situacdes de stress salino, as sementes que foram expostas ao extrato de C.
tomentosum apresentam uma média de comprimento de radicula mais elevada, em
comparagdo com o controlo. Segundo o estudo realizado por Bahmani Jafarlou et al.,
(2021), demonstrou que ao recorrerem a utilizacdo de extrato de Spirulina platensis, e de
Sargassum angustifolium com diferentes concentragdes (0,5, 10 e 15 ml't) em rebentos
de flor de seda (Calotropis procera) houve um aumento no desenvolvimento das radiculas
de 24,2% e 9% nas concentragdes salinas mais baixas (7,5 dS m? e 15 dS mY),
respetivamente. Contudo, estes autores notaram uma diminuigéo de cerca de 81,8% na
concentracio salina mais elevada (30 dS m™) relativamente ao controlo, verificando-se

um desenvolvimento significativo da radicula das plantas em stress (p<0,05).
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No presente estudo, relativamente ao comprimento dos hipocétilos em tomate, é
possivel observar, na figura 26, que as sementes expostas ao extrato do C. tomentosum
apresentam, em média, hipoc6tilos com maior comprimento do que o controlo, embora
ndo existam diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Este o resultado esta de
acordo com o estudo realizado por Arroussi et al., (2018) que verificaram que o extrato
de Dunaliella salina, em particular os exopolissacarideos, induziu um aumento no
comprimento dos hipocétilos das sementes de tomate, bem como um desenvolvimento
maior da radicula e ainda um peso de plantulas mais elevado, em comparagdo com 0

controlo.
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Figura 26 - Média + desvio padrdo do comprimento dos hipocétilos de tomate, expostas a uma concentracdo
do extrato de Codium tomentosum de 0,2% com meio MS com concentracdo salina de 5%o de NaCl, n=6,
sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Nas sementes de alface, ao analisarmos os dados relativos ao comprimento das
radiculas, é possivel verificar que, para o extrato de Codium tomentosum, embora se
mantenha uma muito ligeira tendéncia de reducdo de comprimento da radicula, ndo
ocorreram diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) (figura 27). Contudo,
segundo o estudo realizado por Hussein et al., (2021) os extrato de Ulva fasciata, em
diferentes concentragdes (0,5%, 1%, 1,5% e 2%) apresentam uma eficécia significativa
no crescimento das plantulas de sementes de feijdo-frade (Vigna sinensis L,) e de milho
(Zea mays L.). Embora ndo seja nem a mesma espécie de alga, nem a mesma especie
vegetal, leva a crer que existia uma possibilidade de obter um desenvolvimento maior das

plantulas expostas ao extrato de C. tomentosum em comparagao ao controlo.
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Figura 27- Média + desvio padrdo do comprimento das radiculas de alface, expostas a uma
concentracdo de extrato da concentragdo do extrato de Codium tomentosum a 0,2% com meio MS
com concentragdo salina de 5%o de NaCl, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade
de dados.

Relativamente ao extrato de G. gracilis, nota-se que, em comparagédo com o C.
tomentosum, existem diferencas significativas entre o comprimento das radiculas de
tomate, uma vez que em media as sementes do controlo apresentam um valor de 1,86 +
1,16 cm. Ja as sementes expostas ao extrato da G. gracilis apresentam um valor de 1,51
+ 1,36 cm. Embora ndo seja a mesma espécie de alga e de semente, este resultado é
corroborado pelo estudo realizado por Hussein et al., (2021), que utilizaram extrato
liquido de Laurencia obtusa com diferentes concentragdes ( 0,5%, 1%, 1,5% e 2%),
verificando-se uma eficacia significativa no crescimento das plantulas de feijdo frade
(Vigna sinensis L.) e milho (Zea mays L.), bem como na atenuag&o dos danos causados
pela suplementacdo com agua do mar, como por exemplo, a desidratacdo das sementes.
De igual forma, ndo se verifica para 0 comprimento dos hipocotilos diferencas

estatisticamente significativas (p>0,05) (figura 28).
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Figura 28- Média + desvio padrdo do comprimento das radiculas de sementes de tomate, expostas a
uma concentragdo de extrato de Gracilaria gracilis de 0,2% com meio MS com concentracéo salina
de 5%o, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Contudo, relativamente ao comprimento dos hipocétilos, verificou-se a presenca de
plantulas mais desenvolvidas, bem como uma percentagem de germinagdo maior, e
presenca de hipocotilos mais compridos, em comparacdo com o extrato de C.
tomentosum. As sementes expostas ao extrato da G. gracilis apresentam em meédia,
comprimentos de hipocétilos ligeiramente maiores em compara¢do com o controlo,
embora ndo se verifiquem diferencas estatisticamente significativas (p>0,05), sendo ainda
possivel salientar o valor elevado do desvio padrdo, o que indica a presenca de resultados
muitos dispersos (figura 29).
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Figura 29 — Média * desvio padrdo do comprimento dos hipocétilos de tomate, expostas a uma concentragao
de extrato de Gracilaria gracilis de 0,2%, com meio MS com concentragdo salina de 5%o de NaCl, n=6,
sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.
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E importante salientar que, nas sementes de tomate, embora tenha havido germinag&o
para ambos os extratos (G. gracilis ou C. tomentosum) ao final do 7° dia, nao se verificou
0 desenvolvimento de plantula completa (figura 30), uma vez que a maioria apresentava

apenas radiculas ou hipocétilos muito reduzidos (figura 31), ao contrario do que se

verificou na auséncia do stress.

Figura 30 — Plantulas de tomate, expostas ao extrato da G. Figura 31 — Plantulas de tomate pouco desenvolvidas,

gracilis no meio MS, germinadas em condigdes ideais ao ao final do 7° dia de inducdo do stress salino, expostas
final do 7° dia de ensaio de crescimento. ao extrato de G. gracilis.

Relativamente as sementes de alface, é possivel concluir, segundo analise estatistica,
que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre as plantas
germinadas no controlo e aquelas germinadas no extrato de G. gracilis (figura 32). Tal
indica que o extrato de G. gracilis ndo apresenta efeito no desenvolvimento das radiculas
guando as sementes se encontram sob stress salino. No estudo realizado por Vinoth et al.,
(2012) verificou-se que a utilizacdo de extrato de Gracilaria edulis, com uma
concentracdo de 20%, induziu um aumento ndo s6 na percentagem de germinagdo, mas
também no desenvolvimento da radicula das sementes de tomate, em linha com os

resultados observados no presente estudo.
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Figura 32 — Média + desvio padrdo do comprimento das radiculas de alface, expostas a uma
concentracdo de extrato de Gracilaria gracilis de 0,2%, em meio MS com concentracéo salina de
5%o de NaCl, n=6, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Relativamente a humidade é possivel observar que, para o extrato de C. tomentosum,
as plantulas de tomate nao apresentam diferencas estatisticamente significativas (p>0,05)
entre o controlo e o extrato (figura 33), sendo ainda possivel salientar que as plantulas do
controlo e as expostas ao extrato de C. tomentosum, apresentam a mesma percentagem de
humidade (82%).
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Figura 33 — Percentagem de humidade das plantulas de tomate da concentragdo do extrato do Codium tomentosum
(0,2%), em meio MS com concentragdo salina de 5%o. de NaCl, n=6, sendo as barras de erro representativas da
variabilidade de dados.

Ja para as plantulas de alface é possivel verificar que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas do extrato (p>0,05) em compara¢do com o controlo,
contudo, existe uma percentagem maior no controlo do que no extrato de C. tomentosum

(figura 34). Isto significa que existe maior peso seco nas plantulas de tomate expostas ao
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extrato. Esta conclusdo é corroborada pelo estudo realizado por Mzibra et al., (2021), o
qual observou um efeito positivo no peso seco em comparagdo com o controlo, quando
utilizando extrato de C. tomentosum (0,1 e 0,2 mg mL™).
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Figura 34 - Percentagem de humidade das plantulas de alface expostas a uma concentracdo do extrato
do Codium tomentosum de 0,2%, em meio MS com concentracéo salina de 5%o de NaCl, n=6, sendo
as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Para o extrato de G. gracilis, observa-se que, nas plantulas de tomate, o controlo
apresenta, também, maior percentagem de humidade, ndo ultrapassando, contudo, 0s 84%
de humidade, ainda que ndo existam diferencas estatisticamente significativas (p>0,05),
como é possivel observar na figura 35. Tal como no extrato analisado anteriormente, estes
resultados eram expectéaveis, uma vez que segundo o estudo realizado por Mzibra et al.,
(2021), verificou-se um aumento do peso seco em comparagdo com o controlo,
recorrendo ao extrato de uma alga vermelha (Gracilaria pistillata) com uma concentracéo

de 0,2 mg mL™.
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Figura 35 - Percentagem de humidade das plantulas de tomate da concentragdo do extrato do
Gracilaria gracilis de 0,2%, em meio MS com concentracao salina de 5%o de NaCl, n=6, sendo
as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

A alface, apresenta exatamente o resultado oposto, uma vez que a percentagem de
humidade das plantulas, expostas ao extrato, em compara¢do com o controlo, € mais
elevada, rondando os 95% de humidade, contudo ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) (figura 36).
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Figura 36- Percentagem de humidade das sementes de alface da concentracdo do extrato de
Gracilaria gracilis de 0,2%, em meio MS com concentragéo salina de 5%o de NaCl, n=6, sendo as
barras de erro representativas da variabilidade de dados.
De salientar que, a auséncia de germinagdo das sementes de alface e de tomate, nas
salinidades mais elevadas, pode ter-se devido ao facto de os extratos ndo apresentarem as
concentracBes necessarias de ficocoldides ou a quantidade de NaCl estar em demasia,

anulando assim qualquer efeito que possa ser visivel. Contudo, para concentragdes mais
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baixas de NaCl, os ficocoldides, entre outras substancias bioestimulantes, que se
encontram presentes nos extratos ndo serdo suficientes para evitar uma quebra no
crescimento das plantas e no desenvolvimento das mesmas. Segundo o estudo realizado
por Patel et al., (2018), a utilizacdo de extrato algal de uma macroalga vermelha
(Kappaphycus alvarezzi), conhecida por conter elevadas concentracdes de carragenina,
um ficocoloide e regulador de crescimento, em trés variedades de trigo (Triticum aestivum
L.) sob stress salino, obtiveram um aumento no comprimento e peso das raizes e nas
plantulas, bem como um aumento de amino&cidos, calcio, entre outras substancias,
comprovando a eficacia do extrato algal. Da mesma forma, o estudo realizado por Ibrahim
et al., (2014), demonstra que recorrendo ao extrato de uma macroalga verde (Ulva
lactuca) a 1% em plantulas de trigo sob uma salinidade de 50 mM, houve um aumento
quer no peso fresco, como também no seco, bem como um aumento geral do crescimento

das raizes.

V. Ensaios de Crescimento em condicdes de Stress Térmico

Este ensaio visou determinar se os extratos algais apresentam algum efeito no
aumento da resisténcia das plantas horticolas (alface e tomate) ao stress térmico. Assim,
as sementes foram sujeitas a uma temperatura de germinacdo de 35°C, muito acima da

temperatura 6tima de crescimento destas plantas.

Na realizacdo deste ensaio, as sementes de tomate ndo germinaram, indicando, assim,
que devido a temperatura elevada a viabilidade da semente foi comprometida. A
inativacdo de alguns compostos, nomeadamente fitohormonas, impedira a quebra da
dorméncia das sementes de tomate (Stirk et al., 2004). Por outro lado, as sementes de
tomate sdo mais sensiveis a alteracGes térmicas do que as sementes de alface, podendo
também ser uma das razdes para ndo ter havido germinacdo das sementes de tomate
(Alsamir et al., 2021).

Relativamente as sementes de alface, submetidas a uma temperatura de germinacao
de 35°C, € possivel observar na figura 37 que houve germinacgédo das sementes para todos
0s extratos testados. O extrato da G. gracilis, porém, apresenta uma germinacao abaixo
dos 40%, muito inferior & germinag&o registada para o controlo, o qual apresenta uma
percentagem de germinacdo de 60%. Ja para o extrato de C. tomentosum é possivel
verificar que, embora com diferencas reduzidas, as sementes com o extrato algal exibem

uma percentagem de germinagdo maior em comparagao com o controlo, bem como uma
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germinacao mais rapida, ja que o controlo ainda apresenta germinacédo de sementes ao 5°
dia. Verifica-se, ainda, que ndo existem diferencas estatisticamente significativas nos
extratos (G. gracilis ou C. tomentosum) em comparagdo com o controlo (p>0,05) (figura
37).
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Figura 37- Percentagem de germinacdo das sementes de alface, durante 5 dias, na concentragdo do extrato

da Gracilaria gracilis de 0,2% e em extrato de Codium tomentosum a 0,2%, a temperatura de 35°C. Os

resultados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo o desvio padrdo o valor médio dos 5 dias em

estudo, n=5, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.

Quando se procede a comparacdo da germinacdo na presenca dos extratos é possivel
verificar que o extrato de C. tomentosum induz uma percentagem de germinacdo mais
elevada, comparativamente com o extrato de G. gracilis, sugerindo assim que 0 extrato
de C. tomentosum confere maior resisténcia ao stress térmico. Tal poderd dever-se a
presenca de fito-hormonas, conforme ficou comprovado pelo estudo de Vasconcelos &
Chaves, (2020). Este estudo descreve o sucesso da utilizacdo de um bioestimulante
comercial (Stimulate®), composto por 0,009% citocinina, 0,005% giberelina e 0,005%
de auxina, no combate do stress provocado pelo aumento da temperatura, observando-se
uma diminuigcdo dos efeitos negativos normalmente provocados nas plantas (tomate,
alface, aipo, salsa, entre outros), como a reducdo da percentagem de geminacao, o atraso

no crescimento, a fotossintese reduzida e, mesmo, a morte das plantas.

De salientar, porém, que a temperatura interfere com a composicdo em fitohormonas
das macroalgas. Um estudo realizado por Stirk et al.,, (2004), mostrou que o
armazenamento de extratos algais durante 14 dias a uma temperatura elevada (54°C)

determina 0 aumento na concentragéo total de citocininas e uma reducéo de auxinas, uma
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vez que a temperatura elevada provavelmente causa a degradacdo destas moléculas, ja

que estas moléculas sdo mais instaveis.

Relativamente ao comprimento das radiculas das alfaces, quando procedemos a
comparagao com ensaios anteriores, é possivel observar que houve uma diminui¢do no
crescimento das mesmas, uma vez que as radiculas ndo chegam a atingir, em média, os
0,15 cm £ 0,25 de comprimento, valor muito inferior ao obtido nas radiculas no ensaio
de stress salino (1,06 cm + 0,44). Nao existem diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) no comprimento das radiculas das sementes germinadas com 0s extratos

relativamente ao controlo (figura 38).
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Figura 38- Comprimento das radiculas de sementes de alface em cm, ao fim de 5 dias de germinacéo, na concentragéo
do extrato da Gracilaria gracilis de 0,2% e de extrato de Codium tomentosum de 0,2%, n=5, sendo as barras de erro
representativas da variabilidade de dados.

Segundo o estudo realizado por Ahammed & Yu, (2016), as fito-hormonas presentes
em extratos algais, tais como acido abcisico, auxinas, giberelinas, citocininas, interferem
na resposta das plantas ao stress térmico, determinado resultados que ndo sdo o0s
esperados. Também o estudo de Stirk et al., (2004) demonstrou a degradacdo das
citocininas e auxinas, uma vez que estas sdo moléculas instaveis. Outra hipdtese colocada
pelos autores para explicar os resultados insatisfatorios serd a concentragdo de auxinas e
giberelinas inferior ao necessario para fazer face ao stress térmico. Todavia, ndo é
possivel averiguar, uma vez que para tal era necessario a realizacdo de analises quimicas,
para determinar a composicdo dos extratos e verificar se as moléculas presentes se

encontravam degradadas.
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A humidade da biomassa da alface apresenta-se maior nos controlos do que nos
extratos, sendo a percentagem mais elevada, de aproximadamente 94%, registada no
controlo com extrato da G. gracilis (figura 39). A temperatura elevada pode levar a uma
maior desidratacdo das plantulas, diminuindo assim o peso himido da biomassa. Ndo

existem, contudo, diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Figura 39 — Percentagem de humidade das sementes de alface, da concentracéo do extrato da Gracilaria gracilis de
0,2% e do Codium tomentosum de 0,2%, n=>5, sendo as barras de erro representativas da variabilidade de dados.
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Concluséo

O trabalho desenvolvido procura aprofundar o conhecimento sobre o potencial efeito
e beneficio associado a utilizagdo de macroalgas, na melhoria da germinacdo e
crescimento de plantas horticolas, a potencial aplicacdo na redugdo dos efeitos de stress

salino e térmico.

Existe a probabilidade de os extratos algais Gracilaria gracilis e Codium tomentosum
apresentarem na sua composicao fito-hormonas como € o caso das giberelinas, uma vez
que ambos 0s extratos sdo responsaveis por originar uma taxa germinagcdo mais elevada,
em comparagdo com o controlo, contudo poderé existir uma variacdo na concentracéo

desta fito-hormona, tendo por base os resultados obtidos.

Relativamente a desinfecdo das sementes, é possivel constatar que existe melhores
resultados quando as sementes sdo desinfetadas relativamente as sementes que ndo sao
desinfetadas, observando-se uma ocorréncia de contaminacdes mais reduzida. Ja a
utilizacdo de extrato algal sem desinfecdo obteve melhores resultados quando em
comparagdo com ao extrato autoclavado, uma vez que possivelmente ocorre a degradacgéo

das moléculas presentes no extrato algal.

A embebicdo das sementes, contrariamente a adicdo do extrato algal no meio,
demonstrou uma eficiéncia maior, uma vez que quando as sementes sdo embebidas no
extrato algal conseguem uma absorcao direta das moléculas bioativas, algo que nédo
acontece quando o extrato € inserido no meio de cultivo, uma vez que inicialmente as

sementes tém de germinar para conseguir aceder as moléculas bioativas.

E possivel concluir, com base nos resultados obtidos, que ambos os extratos
apresentam potencial bioestimulante com uma concentracdo ideal de 0,2%, sendo que o
extrato da Gracilaria gracilis apresenta melhores resultados sobre a germinacao e sobre
o crescimento das plantas. Contudo, em situacdo de stress térmico, este extrato nédo

apresenta os melhores resultados, pelo menos na temperatura testada.

Ja para o extrato de Codium tomentosum € possivel salientar que apresentou melhores
resultados em comparacdo com o extrato de Gracilaria gracilis nos ensaios das plantas

submetidas a condic¢des de stress térmico.
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Perspetivas Futuras
Como perspetivas futuras, no intuito de ter resultados mais soélidos, existe a
necessidade de recorrer ao aumento do numero de amostras, havendo assim

posteriormente a diminuigdo do desvio padrdo, tornando os resultados mais fidveis.

Existe a necessidade de, posteriormente, realizar ensaios em campo, ja que 0s
resultados obtidos séo limitados, uma vez que sdo realizados sob condi¢bes ambientais
controladas e em pequena escala. Contudo, nestes ensaios deve-se ter em atencdo a
estabilidade dos extratos, quando submetidos a variagOes naturais de temperatura, pH,
entre outras, as quais podem alterar as propriedades fisico-quimicas dos extratos. Outro
estudo importante sera o isolamento, identificagdo e caracterizagdo dos compostos ativos
presentes em cada extrato, com o intuito de perceber a sua composicdo quimica, e

identificar os compostos potencialmente benéficos.

O maior desafio, porém, é tentar perceber como melhorar o potencial bioestimulante
dos extratos, podendo conseguir melhorar o efeito dos mesmaos, recorrendo a utilizagédo
dos extratos na forma spray foliar, ou adicionado ao mecanismo de rega, uma vez que
haveria maior contacto dos extratos com as sementes e posteriormente com as plantulas,
do que apenas na embebicdo das sementes. Estes ensaios seriam ja ensaios a escala piloto

e em condicdes de campo.

E possivel salientar que futuramente se a intencao for obter um bioestimulante algal
que tenha um melhor desempenho relativamente ao stress térmico a alga que apresentaria
melhor desempenho seria o C.tomentosum, ja se o intuito for um bioestimulante mais
virado para a germinacéo, crescimento ou stress salino a alga que apresenta um elevado

desempenho é a G.gracilis.
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AnNexos

Anexo A: Biomassa de Codium tomentosum e Gracilaria gracilis, durante a limpeza de
organismos epifitos, outros organismos aderentes e detritos.

Anexo B: A esquerda, a biomassa de Codium tomentosum previamente seca transformada em
po6 fino e uniforme, a direita, a biomassa de Gracilaria gracilis apds o processo de reidratagao.
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