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Resumo

As algas, do termo em latim “planta marinha”, conhecidas como macroalgas e microalgas,
tém despertado nos Gltimos anos, um elevado interesse. Encontradas em agua doce, salobra ou
salgada, estes organismos contém vitaminas, minerais, proteinas, entre outros compostos de
interesse, com bioatividades importantes como antibacteriana, antifingica ou bioestimulante, entre
outras. Rhodophyta, Chlorophyta e Phaeophyceae sdo os 3 grandes grupos de macroalgas que se
distinguem pelos seus pigmentos. Um dos interesses das macroalgas, relaciona-se com uso das
mesmas enquanto bioestimulantes, efeito muitas vezes correlacionado com a presenca de fito-
hormonas vegetais na sua composi¢do. As auxinas e citocininas sdo as mais vulgarmente
conhecidas, no entanto, tantas outras tém a sua funcdo e importancia. Estas fito-hormonas séo
extraidas através de extratos aquosos, uma vez que sdo sollveis em agua, sendo os extratos de
elevado rendimento e eficiéncia, economicamente acessiveis e de facil repeticdo. Extratos algais
encontram-se em comercializagdo, como seja o Acadian™ Soluble Seaweed Extract Powder
(SSEP), produzido pela empresa HortFertplus a partir da macroalga castanha Ascophyllum
nodosum, ou 0 AgroGain, produzido pela empresa Sea6Energy, na India, com base na macroalga
vermelha Kappaphycus alvarezii. A macroalga A. nodosum € comummente usada como
bioestimulante, devido a presenca de fito-hormonas como citocininas, cido abcisico e giberelinas.
Ja a K. alvarezii possui maioritariamente auxinas, citocininas e giberelinas. As fito-hormonas,
comprovadamente, aceleram a germinacdo das sementes, e ainda, aumentam a resisténcias das
plantas a fatores de stress (particularmente o &cido abcisico). Outros componentes, como enzimas,
naturalmente presentes, podem ter um impacto conjunto com as fito-hormonas. Assim, este
trabalho visou testar a eficacia de dois extratos comerciais enquanto bioestimulantes em alface,
Lactuca sativa, e tomate, Solanum lycopersicum. Foram realizados testes de germinacdo, de
crescimento e testes de stress. Concluiu-se que 0s extrato algais em concentragdes muito elevadas
tém efeito inibitdrio. Para a germinacdo, a concentracdo mais adequada para alface e para tomate
foi de 2%. Verificou-se também que diferentes metodologias tém impacto nos resultados dos
ensaios desenvolvidos. Assim, sementes previamente embebidas no extrato tém melhores
resultados relativamente & utilizacdo do extrato incorporado no meio de cultivo, sendo que em
tomate, registou-se maior taxa de germinacéo nas sementes embebidas e melhor estado fisiologico

e sanitario. Finalmente, nos ensaios de stress salino apenas se obtiveram resultados positivos para
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uma concentragdo de 5%o. Os extratos utilizados demostraram melhorar as taxas de germinacdes
apenas em sementes de alface. Futuramente, o aumento do nimero de amostras e de testes com
intervalos mais especificos, como o intervalo 5%o - 15 %o, Sa0 a considerar. Ja a temperatura de
germinacéo de 35°C foi muito prejudicial para o tomate, ndo se tendo obtido qualquer germinacéo,
enquanto para a alface, esta rondou apenas 0s 60%.

A analise quimica elementar das plantas testadas, seriam novos elementos a considerar para
obtencéo de resultados mais completos.

Palavras-chave: Macroalgas, bioestimulante, extrato algal comercial, germinacao, crescimento,
alface, tomate.
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Abstract

Algae, from the Latin term "sea plant”, known as macroalgae and microalgae, have aroused
high interest in recent years. Found in fresh, brackish, or salt water, these organisms contain
vitamins, minerals, and proteins, among other compounds of interest, with important bioactivities
such as antibacterial, antifungal, or biostimulant, among others. Rhodophyta, Chlorophyta and
Phaeophyceae are the 3 major groups of macroalgae that are distinguished by their pigments. One
of the interests in macroalgae is related to their use as biostimulants, an effect often correlated with
the presence of plant phytohormones in their composition. Auxins and cytokinins are the most
known, however, many others have their function and importance. These phytohormones are
extracted through aqueous extracts, since they are water soluble, and the extracts are high yielding,
efficient, economically accessible, and easily repeatable. Algae extracts are commercially
available, such as the Acadian™ Soluble Seaweed Extract Powder (SSEP), produced by
HortFertplus from the brown macroalgae Ascophyllum nodosum, or AgroGain, produced by
Sea6Energy in India, based on the red macroalgae Kappaphycus alvarezii. The macroalga A.
nodosum is commonly used as a biostimulant, due to the presence of phytohormones such as
cytokinins, abscisic acid, and gibberellins. K. alvarezii has mainly auxins, cytokinins, and
gibberellins. The phytohormones have been shown to accelerate seed germination, and to increase
the plants' resistance to stress factors (particularly abscisic acid). Other naturally occurring
components or enzymes may have a joint impact with phytohormones. Thus, this work aimed to
test the effectiveness of the two commercial extracts as biostimulants on lettuce, Lactuca sativa,
and tomato, Lycorpersicum esculentum. Germination tests, growth tests, and stress tests were
performed. It was concluded that algal extracts at very high concentrations have an inhibitory
effect. For germination, the most suitable concentration for lettuce and for tomato was 2%. It was
also found that different methodologies have an impact on the results of the tests developed. Thus,
seeds previously soaked in the extract have better results when compared to the use of the extract
incorporated in the growing medium, and in tomato, there was a higher germination rate in soaked
seeds and better physiological and health status. Finally, in the stress tests, salinity was found to be
positive only at a concentration of 5%.. The extracts used were shown to improve germination rates,
only for lettuce seeds. In the future, increasing the number of samples, tests with more specific

ranges, such as the range 5%o - 15 %o, are to be considered. The germination temperature of 35°C,



on the other hand, was very detrimental for tomatoes, obtaining no germination, while for lettuce,

it was only around 60%.

The elemental chemical analysis of the tested plants would be new elements to consider in

order to obtain more complete results.

Keywords: Macroalgae, biostimulant, commercial algal extract, germination, growth, lettuce,
tomato
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Introducao

O oceano, um local com enorme variedade de organismos, ocupa cerca de 77% do planeta
Terra. Nele encontram-se produtores primarios que tal como outros, produzem metabolitos
secundérios e sdo fonte de nutrientes, com inimeros interesses para a investigagdo sobre novos

compostos bioativos (Cardoso, 2018).

As algas, do termo em latim “planta marinha” (Cardoso, 2018), tém adquirido nos Gltimos
anos um elevado interesse econdmico. S0 um grupo com cerca de 52 000 espécies contabilizadas
na plataforma AlgaeBase, sendo elas subdivididas em microalgas ou macroalgas. Esta distincéo é
feita tendo em conta o seu tamanho, sendo as microalgas microscépicas (unicelulares ou
multicelulares), e a macroalgas macroscopicas. Sdo organismos foto-autotréficos, que constituem
a base das cadeias alimentares dos ecossistemas aquaticos, e que podem ser encontradas em agua
doce, salobra ou salgada, apresentando elevados conteudos de vitaminas, acidos gordos
polinsaturados (Ullmann & Grimm, 2021), minerais, proteinas e fibras, e baixo teor em lipidos
saturados (Cardoso, 2018). Para além disso, existe uma grande diversidade de bioatividades
associada a presenca destes compostos, como sejam as atividades antibacteriana, antifungica,
antioxidante, anti-inflamatdria ou bioestimulante, entre outras (Cardoso, 2018). Além da producéo
de matéria primaria, através da luz solar, dioxido de carbono e agua (Lee, 2018), as algas séo
essenciais para a absorcdo de nutrientes, servem de habitat para varios organismos marinhos e
protegem o substrato da forca das ondas devido a sua fixacdo no mesmo (Araujo et al., 2021).
Assim, as macroalgas sdo um elemento importante no ecossistema marinho uma vez que além de
servirem de habitat, e ainda fonte de alimento, para diversos organismos, desde larvas até animais
adultos, sdo produtoras de oxigénio, consumidoras de didxido de carbono, reduzem a acidificagédo

dos oceanos, entre outros importantes servi¢cos ecossistémicos (Viana et al., 2021).

As macroalgas dividem-se em 3 grandes grupos, sendo eles as Rhodophyta ou algas
vermelhas, Chlorophyta ou algas verdes e as Ochrophyta (Phaeophyceae) ou algas castanhas. As
Rhodophyta s@o o grupo de macroalgas mais abundante no ecossistema marinho, com cerca de
7500 espécies, e que sdo abundantemente encontradas em regides temperadas e tropicais.

Consoante a temperatura da gua onde se encontram, as algas vermelhas podem ser mais carnudas,



em zonas frias, ou pequenas e filamentosas, em zonas tropicais e sdo, dos 3 grupos, as algas que
tém maior capacidade de viver em profundidade. Chlorophyta é um grupo que possui clorofilas a
e b, com cerca de 7 500 espécies. Trata-se de algas encontradas principalmente em agua doce, cerca
de 90%, sendo apenas 10% marinhas. Na sua localizagdo em ambiente marinho, as algas verdes
encontradas em zonas frias do hemisfério norte ou hemisfério sul, sdo diferentes, ja em zonas
tropicais, as espécies tendem a ser idénticas. Por fim, as Phaeophyceae exibem cor castanha devido
a grande quantidade de fucoxantina que possuem nos seus cloroplastos, e existem cerca de 2100
espécies. Possuem também clorofilas a, c1 e c2. A maioria das espécies existentes sdo de agua
salgada, havendo apenas 4 de agua doce, no entanto, existem algumas espécies de agua salobra que
muitas vezes sdo uma parte importante da flora, nas zonas de sapal. Quando em &gua salobra, as
algas perdem a capacidade de reproducdo sexuada, propagando-se apenas por reproducéo
vegetativa. S&o algas encontradas, em maioria, em zonas frias, principalmente no hemisfério norte
(Lee, 2018).

Até 2021, os 3 maiores produtores de macroalgas da Europa (Araujo et al., 2021) eram a
Franca, a Espanha e a Irlanda. As espécies mais usadas na Europa, cultivadas ou selvagens, séo a
Laminaria digitata, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e Gelidium corneum. As
principais utilizaces prendem-se com a alimentacéo, incluindo a extracdo de alginatos e agar, mas
também na inddstria farmacéutica, na biomedicina, e diversas outras aplicacGes biotecnologicas
(Aratjo et al., 2021). Das espécies mais cultivadas a nivel mundial, as Rhodophyta representam
60% da quantidade total (Rudke et al., 2020). A producdo de algas através de sistemas de
aquacultura é considerada uma producdo sustentavel, particularmente pelo consumo de CO:
associado a estes cultivos, estima-se um valor aproximado de captacao de 20 toneladas de CO2 por
cada hectare, no espaco de um ano. As algas sdo cultivadas em agua salgada, pelo que ndo existe
competicdo por terrenos agricolas, nem consumo de agua doce, um recurso cada vez mais escasso
(Rudke et al., 2020). Estima-se que cerca de 47% da producdo de macroalgas se destine a
alimentacdo humana, sobretudo destinada a extracdo de ficocoldides (Ullmann & Grimm, 2021).
Em 2016, apenas 0,57% das macroalgas produzidas no mundo, foram cultivadas na Europa (Araujo
etal., 2021).



Enquadrada no conceito de economia circular, uma das técnicas recentes desenvolvida para
produzir macroalgas, é a aquacultura multitréfica integrada, ou Integrated multi-trophic
aquaculture (IMTA). O sistema IMTA apresenta vantagens para as algas em cultivo, para 0s
restantes organismos heterotréficos envolvidos, habitualmente peixes e organismos filtradores, e
para 0 meio ambiente (Fossberg et al., 2018). Nesta perspetiva, uma das grandes vantagens do
cultivo de macroalgas é a possibilidade de estas beneficiarem do reaproveitamento de residuos
organicos dissolvidos em aguas contaminadas. A biomassa produzida é posteriormente usada para
extracdo de compostos ou entdo, dependendo do tipo de producdo e extracdo efetuada, a biomassa
pode ser usada para racao animal (quer sejam peixes, bovinos, ovinos, aves ou outros). No que toca
a racdo para peixes, as macroalgas quando adicionadas as ragdes, aumentam o0 crescimento e
desemprenho dos peixes e ainda sdo capazes de melhorar a resisténcia a bactérias que séo
encontradas frequentemente em aquaculturas (Passos et al., 2021). Nos bovinos e ovinos, as
macroalgas permitem a reducéo da producao de metano por estes animais (Morais et al., 2020; Vijn
et al., 2020). Por fim, nas aves, a adicdo de macroalga na racdo auxilia a maturacdo do sistema
imunitario (Morais et al., 2020). Importante também sera associar o conceito de biorefinaria,
permitindo que se usem todos os compostos e biomassa da alga, de uma forma economicamente
viavel e com zero desperdicio (Torres et al., 2019). Além das racOes, outras aplicacfes tém vindo
a ser estudadas, tendo sido encontradas novas aplicacdes na biorremediacdo, biomonitorizacéo, e

producdo de biocombustiveis e biopolimeros (Aradjo et al., 2021).

Para além de todas as suas aplicacGes, as macroalgas podem também apresentar um
potencial elevado como bioestimulantes e estdo a ser redescobertas enquanto biofertilizante
(Aratjo et al., 2021), tema sobre o qual se debruca este estudo. Recentemente o investimento e
estudos sobre produtos a base de algas tem aumentado, por serem substancias naturais, eficientes

e de baixo risco, tanto para a saide humana e animal, como para o0 ambiente (Cardoso, 2018).



I. Bioestimulante e biofertilizante

Os bioestimulantes e biofertilizantes visam a substituicdo dos compostos quimicos usados
na agricultura, como fertilizantes. Na atualidade, é possivel observar os efeitos negativos das
alteracBes climéticas, como a desertificacdo, 0 aumento dos niveis de didxido de carbono, o
aumento da temperatura, a salinizacdo dos solos e o desequilibrio dos nutrientes (Shukla et al.,
2019), de forma cada vez mais marcada. Todos os efeitos negativos indicados anteriormente tém
efeitos nefastos na producdo e rendimento agricola, causando reducdo do crescimento, do
desenvolvimento, da produtividade e da qualidade das plantas. Para além disso, as alteragdes
climaticas aumentam a suscetibilidade da planta a patdégenos (Shukla et al., 2019). Stresses
abioticos como a seca, frio ou calor, originados pelas alteracGes climaticas, levam a desorganizacéo
das membranas celulares, diminuicdo da atividade fotossintética, desequilibrio da homeostase e
disturbios na absorcdo de nutrientes, reduzindo assim a capacidade de defesa e aumentando,
consequentemente, a suscetibilidade das plantas a doencas (Agarwal et al., 2021). As algas,
enquanto bioestimulantes vém melhorar a nutri¢cdo da planta, a tolerancia aos stresses abioticos e
bioticos, e melhorar a qualidade das culturas, através da regulagdo dos sistemas de defesa das
plantas e aumento da microflora benéfica no solo (Agarwal et al., 2021). No que toca aos stresses
bioticos como fungos e bactérias, provou-se que o uso de extratos algais enquanto bioestimulantes
aumenta a expressao de genes associados a mecanismos de defesa da planta. Essa defesa € realizada
pela ativacdo de genes especificos, com recurso a hormonas, metabolitos, proteinas e enzimas
(Agarwal et al., 2021).

Segundo o Decreto-Lei n° 103/2015, um biofertilizante é o produto onde o principio ativo
sdo microrganismos vivos. Estes microrganismos ndo podem ser patogénicos para 0 homem, para
0s animais, nem para as plantas, e favorecem a nutri¢éo e o desenvolvimento das plantas sem afetar
a biodiversidade do solo (excluindo biofertilizantes usado como agentes de controlo bioldgico,
biofungicidas, bionematicidas e bioinsecticidas). Por outro lado, um bioestimulante, segundo o
Regulamento (EU) 2019/1009 do Parlamento Europeu e do Conselho Europeu, € composto por um
conjunto de microrganismos, substancias ou misturas que nao fornecem nutrientes, no entanto,

estimulam os processos de nutricdo da planta. Nesta definicdo enquadram-se os extratos algais.



Assim, a grande diferenca, € que o primeiro interfere na nutricdo das plantas e o segundo interfere

com outros mecanismos fisiologicos que ndo a nutrigéo.

O efeito bioestimulante é proporcionado pela presenca das fito-hormonas, sendo as mais
comuns, as auxinas, citocininas, giberelinas, acido abcisico, etileno, mas também o &cido
jasménico e o &cido salicilico. Estas sdo responsaveis pelos processos fisiologicos, incluindo a
germinacdo, o crescimento e o desenvolvimento das plantas, a producdo de metabolitos e a
adaptacéo a situagdes de stress. Possuem um baixo peso molecular e séo produzidas em pequena

quantidade (Shukla et al., 2019), tendo efeitos de regulacéo.

As auxinas ¢ uma fito-hormona de crescimento e, portanto, como 0 nome indica, auxilia o
crescimento da planta e, tratando-se de uma planta com fruto, acelera 0 amadurecimento e previne
a queda prematura do fruto. Em baixas concentracdes trata-se de uma hormona benéfica, mas
quando em altas concentracdes podera ser usada como herbicida, uma vez que se torna prejudicial
(Tan et al., 2021). Estes herbicidas afetam o metabolismo de acidos nucleicos e a plasticidade da
parede celular, desregulando a producéo de outras hormonas. As auxinas, € encontrada no ambiente
marinho em macroalgas, diatoméaceas, cianobactérias, microalgas, entre outros. Em plantas, as
auxinas circulam na planta, sendo conhecidas pelo seu potencial para estimular o enraizamento
adventicio (Smith, 2010). As citocininas, por sua vez, desempenham um papel importante na
divisdo celular, diferenciacdo, morfogénese e podem ser encontradas nas raizes, folhas mais jovens
e em sementes em desenvolvimento (Tarakhovskaya et al., 2007). S&@o responsaveis pelo
crescimento de rizoides e talos, desenvolvimento de cloroplastos, regulacdo da atividade
fotossintética, producdo de metabdlitos e aumento da tolerancia ao stress (Tan et al., 2021). As
citocininas se forem aplicadas na fase de crescimento vegetativo, aceleram o crescimento das
plantas. Se forem aplicadas antes da floracdo, melhoram a producédo de frutos e flores (Smith,
2010). As fito-hormonas auxinas e citocininas, quando combinadas, poderdo entre outros, resultar
numa melhor producédo de massa radicular. Uma maior area de raiz melhora a absorcdo de agua e
minerais proporcionando uma planta mais saudavel e mais resistente (Smith, 2010). As giberelinas
controlam o crescimento e o desenvolvimento da planta, como a germinagdo das sementes, o
alongamento do caule, a floragdo e o desenvolvimento dos frutos (Bhattacharya, 2019). Nas algas,

as giberelinas estdo associadas a ativacdo da divisdo celular, aumento das taxas metabolicas e a



acumulacdo de pigmentos (Tan et al., 2021). O &cido abcisico (ABA) é um dos &cidos presentes,
enquanto fito-hormona, e fornece maioritariamente protecdo contra fatores externos (Thomas et
al., 2016), através do estimulo de respostas fisioldgicas que permitem combater o stress, como por
exemplo, o fecho dos estomas (Tan et al., 2021). Influéncia, ainda, aspetos do crescimento e
desenvolvimento da planta, e intervém na resposta ao stress (Thomas et al., 2016), como referido
anteriormente. Por outro lado, o &cido jasmdnico é responsavel pelos processos de defesa da planta
como ataques de agentes patogénicos e de stress (Gary Loake, Priya Ayyar, 2017) através da
estimulacdo de sinais, que permitem o desenvolvimento de mecanismos de resposta (Raza et al.,
2021) a herbivoria, pela senescéncia foliar (Raza et al., 2021). Para alem disso, contribui para o
desenvolvimento da planta (Gary Loake, Priya Ayyar, 2017), através da acumulacdo de agucares
sollveis, do crescimento de raizes e rebentos, melhoria da fixacdo de carbono e da defesa
antioxidante (Raza et al., 2021). Finalmente, o acido salicilico contribui para a resisténcia a agentes
patogénicos (Ding & Ding, 2020), através da juncdo do mesmo, com o acido jasmonico e o etileno.
A acdo conjunta destas fito-hormonas desenvolve uma resposta de defesa eficaz (Agarwal et al.,
2021).

Além das fitohormonas os extratos algais possuem na sua composi¢do outras substancias
bioactivas que promovem o crescimento e desenvolvimento da planta. Trata-se de polissacaridos,
acidos gordos, minerais, aminoacidos, proteinas, lipidos, vitaminas, entre outras, todas elas
biologicamente ativas. Todas estas substancias poderdo encontrar-se ou ndo, em diferentes espécies
de alga, tendo ainda em consideracao que para cada espécie, as concentracdes obtidas e a estrutura
quimica de cada substancia, pode ser diferente, dependendo, ainda, do método de extracdo e da a
época do ano. Estima-se que cerca de 76% do peso seco das algas sdo polissacaridos onde se inclui
fucoidano, laminarina e alginatos (Ali et al., 2021). Estes compostos séo, reconhecidamente,

bioestimulantes.

Nas macroalgas marinhas, através de uma extracdo aquosa, € possivel obter substancias
bioestimulantes, como as fito-hormonas. Apesar de existirem hormonas, como as citocininas, que
estd presente nos 3 grandes grupos de macroalgas, algumas fito-hormonas sdo caracteristicas de
um determinado grupo. Na tabela | podemos observar as fito-hormonas encontradas, de uma forma

geral, nos grupos Chlorophyta, Phaeophyceae e Rhodophyta. Apesar de serem as principais



encontradas, podera haver, em algas especificas, fito-hormonas diferentes. Na sua maioria, as fito-
hormonas encontradas nas macroalgas tém uma atividade biologica semelhante a das plantas
terrestres (Tarakhovskaya et al., 2007).

Tabela I: Tipo de fito-hormonas presentes nos 3 principais grupos de macroalgas, segundo
(Tarakhovskaya et al., 2007)

Grupo Fito-hormonas

Chlorophyta e Auxinas
e Citocininas
e Giberelinas
e Acido abcisico
e Acido jasmonico

Phaeophyceae e Auxinas
e Citocininas
e Giberelinas
e Acido abcisico

Rhodophyta e Auxinas
e Citocininas
e Acido jasmonico

Assim, consoante o grupo onde a macroalga de interesse esteja integrada, as fito-hormonas
obtidas sdo diferentes. E ainda de referir que podera haver beneficio na juncdo de diferentes
extratos, provenientes de espécies diferentes, e em diferentes concentragdes, sendo necessario
perceber qual a fase de crescimento das plantas, mais adequada para a aplicacGes destes extratos
(Battacharyya et al., 2015).

I1.  Extratos algais como bioestimulantes
De entre os bioestimulantes que tém vindo a ser estudados nos ultimos anos, destacam-se

0s extratos brutos de macroalgas. Os extratos algais podem ser obtidos por diferentes processos,

tendo em conta o objetivo final do uso dos mesmos. Estes extratos poderdo ser obtidos através de



extracdo aquosa, etandlica ou com outros solventes organicos, por ultrassons, micro-ondas, entre
outros métodos quimicos ou fisicos, sendo as extracdes aquosas e etandlicas mais baratas e mais
ecoldgicas (Rudke et al., 2020). O extrato etandlico tem por base a extracdo de compostos da alga,
soltveis em alcool, sendo obtido extratos ricos em compostos polares como taninos, alcaloides e
lipidos (Cardoso, | 2018). Os extratos aquosos séo obtidos maioritariamente pelo conjunto de 4gua
e alga seca, obtendo-se um extrato rico em compostos hidrossoltveis. Apés hidratacdo da alga, a
biomassa é separada por métodos de filtracdo. A biomassa remanescente pode, entdo, ser
reaproveitada para outros processos, numa perspetiva da biorefinaria. O extrato aquoso obtido é
rico em fito-hormonas, como mencionado anteriormente, ja que estas sdo, genericamente, sollveis
em agua (Shukla et al., 2019). Os extratos aquosos permitem, ainda, um rendimento mais elevado
do que os extratos etandlicos, sendo, por isso, usados habitualmente neste contexto. E possivel,
para maior eficiéncia e rendimento, combinar varios métodos (Shukla et al., 2019), no entanto, para
0 presente estudo, foi escolhido o extrato aquoso uma vez que se trata de um solvente verde,
eficiente para extracdo dos compostos de interesse enquanto bioestimulante, com elevado
rendimento, economicamente acessivel e de facil repeticdo e aumento de escala, ndo exigindo

equipamentos especificos para a realizacdo do método.

1. Extratos algais comerciais

Existem no mercado nacional e internacional varios bioestimulantes desenvolvidos com
base em macroalgas marinhas. O presente trabalho desenvolveu trabalho de investigacao sobre dois
desses bioestimulantes, recentemente colocados no mercado. O Acadian™ Soluble Seaweed
Extract Powder (SSEP) é produzido a partir da macroalga castanha Ascophyllum nodosum. Trata-
se de uma alga com elevados niveis de potassio, e outros minerais, bem como com elevadas
concentracdes de promotores naturais de crescimento, como as citocininas e 0s aminoacidos, sendo
assim uma das algas mais completas, em termos de efeito como biestimulante. O A. nodosum,
usada para a producdo deste p6 comercial, foi recolhida no Canada (HortFertplus, 2017). Segundo
a HortFertplus, produtor de SSEP, este produto tem a capacidade de melhorar as culturas, reduzir

os problemas causados por vérias doencas, aumentar a resisténcia da planta ao stress ambiental



(como a auséncia de &gua ou o frio) e, portanto, melhorar a satde e produtividade das culturas,
aumentando os rendimentos e qualidades das culturas. Quando em aplicagdo foliar induz uma
resposta sistémica natural de resisténcia, que permite uma maior qualidade da folhagem,
aumentando a produtividade e o rendimento, potenciando a capacidade fotossintética das plantas,
melhorando o seu crescimento e até o seu aspeto, aumenta a capacidade de absorcéo dos nutrientes
na folhagem e quando aplicado em conjunto com fungicidas e inseticidas, tem efeito sinérgico
(HortFertplus, 2017).

O segundo bioestimulante testado foi o AgroGain, produzido pela empresa Sea6Energy na
india, com base na macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii, e que visa melhorar o rendimento
e qualidade dos produtos através do aumento da atividade fotossintética, do aumento da absorcao
de nutrientes e estimulo do metabolismo da planta. Este produto é vendido em formato liquido, po
ou granulado, sendo que neste trabalho foi testada a versao liquida. A empresa Sea6Energy salienta
varios aspetos do produto como seja, o acelerar da multiplicacdo e do alongamento celular,
potenciando assim 0 crescimento vegetativo, aumentando a concentracdo em polifenois e
aminoacidos, uniformizando o tamanho dos rebentos e aumentando o nivel de fito—hormonas.
Melhora, ainda, o funcionamento das plantas e o seu estado fisiologico geral atraves da regulacao
da utilizacdo de carbono e azoto, e aumenta a eficiéncia fotossintética, permitindo assim
incrementar os rendimentos da planta sem ser necessario esgotar as reservas de nutrientes
(SEAGENERGY, 2022).

IV.  Ascophyllum nodosum

A macroalga Ascophyllum nodosum (Linnaeus), pertence a divisdo Ochrophyta, classe

Phaeophyceae e é encontrada no oceano Atlantico (Pereira et al., 2020) (Figura 1).



Figura 1: Ascophyllum nodosum (Guiry, M.D. & Guiry, G.M. 2022. AlgaeBase)

Trata-se de uma alga fucoide, dominante nas costas abrigadas, intertidais e rochosas. As
temperaturas baixas sdo ideais para 0 A. nodosum, e, portanto, 0 aumento da temperatura da dgua
determina os limites de distribuicdo desta espécie (Pereira et al., 2020).

O uso desta macroalga é feito através da recolha direta na natureza, suscitando algumas
preocupacdes sobre o impacto da sustentabilidade deste recurso. Para uma colheita sustentavel o
corte deve ser feito manualmente, deixando o 6rgdo de fixacdo e cortando o talo com um
comprimento minimo de 25 cm. Cumprindo estes requisitos, 0 processo podera ser repetido a cada
3-5 anos, no mesmo local. Esta macroalga cresce em zonas frias, sujeitas a extremos de

temperatura, secura, stress salino e exposicao solar (Smith, 2010) (Figura 2).
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Legenda:
© Ascophyllum nodosum

Figura 2: Distribuicdo de Ascophyllum nodosum no oceano Atlantico (Pires, 2019). SST- temperatura da
superficie da dgua do mar.

O A. nodosum possui elevadas quantidades de alginato, vitaminas, cinza, carotenoides,
fucoidano, iodo, laminarinas, manitol, proteinas, hidratos de carbono, fibras, lipidos e agua. E
usada na area da alimentacdo enquanto aditivo e estimulante de apetite. Na saude, na cosmética e
na talassoterapia € usada enquanto suplemento mineral e no tratamento do reumatismo. Também
pode ser encontrada na formulacdo de racdes animais (Pereira et al., 2020). As fito-hormonas
encontradas na macroalga A. nodosum sdo, principalmente, as citocininas, o acido abcisico e as
giberelinas (Wally et al., 2013).

Por dltimo, e como referido, a macroalga A. nodosum tem sido a alga mais usada como
bioestimulante a nivel industrial e comercial. Extratos desta alga provaram melhorar o crescimento
das plantas, diminuir alguns problemas abioticos e bidticos e melhorar as defesas das plantas
através da regulacdo dos processos moleculares, fisioldgicos e bioguimicos (Shukla et al., 2019),
sendo estas considerados os melhores bioestimulantes do mercado, isto quando a macroalga é

recolhida de locais ricos em minerais (Smith, 2010).

A tabela VI (Anexo A3) resume alguns dos beneficios de A. nodosum enquanto

bioestimulante em espécies de plantas especificas.
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V. Kappaphycus alvarezii

A macroalga Kappaphycus alvarezii (Doty) L.M. Liao 1996, podera ser vermelho-
amarelada, castanha ou verde, e inclui-se na Divisdo Rhodophyta, classe Florideophyceae. Pode
apresentar diferentes tonalidades consoante a concentragdo de pigmento ficoeritrina (Figura 3). E
uma espécie tropical de crescimento e desenvolvimento rapido (Rudke et al., 2020), encontrada na
parte superior da zona infralitoral (Hayashi, 2007).

Figura 3: Macroalga Kappaphycus alvarezii (Guiry, M.D. & Guiry, G.M. 2022. AlgaeBase)

Esta espécie encontra-se adaptada a elevada luminosidade e apesar de preferir aguas limpas
e claras, consegue suportar turbidez elevada, por periodos curtos. A sua temperatura ideal de
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crescimento encontra-se entre 0s 20 e os 32°C, com salinidade superior a 30%o0. Quando estes
valores se alteram, prejudicam o crescimento da alga. Ainda, quando ocorre uma exposi¢ao
prolongada ao ar durante a maré baixa, observa-se a descolora¢do da mesma para uma tonalidade
branca (Hayashi, 2007), devida a perda de pigmentos.

Relative probahilties
of occurrence

B 0.80-1.00 =
[0 0.60 - 0.79
040 - 059
0.20 - 0.39 o = ' — e &
0.01-0.19 3 z

——

Figura 4: Distribuic8o global de K. alvarezii (Aquamaps, 2019)

Sendo uma espécie tropical, o cultivo da macroalga K. alvarezii € realizado
maioritariamente por paises perto da linha do equador devido a temperatura da dgua. A Indonésia
é 0 local principal onde se cultiva esta macroalga (Aslan et al., 2020), no entanto, o0 México, a India
e as Ilhas Saloméo séo outros locais igualmente ativos no cultivo comercial desta alga (Mantri et
al., 2017). Existem diversas técnicas para o cultivo desta macroalga, sendo umas especificas para
aguas rasas e outras para aguas mais profundas. Os métodos da jangada de bambu flutuante,

palangre e rede tubular sdo os mais usados (Mantri et al., 2017).

Kappaphycus alvarezii ¢ uma carragendfita, considerada uma das espécies de alga vermelha
mais importantes na industria alimentar, sendo comummente usada para extracao de k-carragenana.
A k-carragenana € usada como espessante, gelificante e estabilizante, em gelados, queijos,
compotas, no pao e em muitos outros alimentos processados (Rudke et al., 2020). Na area de
cosmética é também usada para espessante e estabilizante. Para além disso, esta espécie de alga é
usada também na biorremediacdo de metais pesados (Rudke et al., 2020).
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Os estudos feitos até hoje provam que esta macroalga possui atividades anticancerigenas e
antioxidantes (Rudke et al., 2020). Possui ainda micronutrientes inorganicos e potassio (Rudke et
al., 2020). Enquanto bioestimulante, K. alvarezii deve as suas propriedades a presenca de fito-
hormonas do tipo auxinas, citocininas e giberelinas (Rudke et al., 2020). Neste contexto ja foi
estudada a sua eficécia enquanto bioestimulante para véarias espécies agricolas sendo geralmente
usada como spray foliar durante as primeiras fases de crescimento da planta, ou, também, embebida
em sementes antes da sementeira para uma germinagdo mais eficiente. Tendo em conta o conceito
de biorrefinaria, esta macroalga pode originar extrato e carragenana, naturalmente presente como

referido anteriormente, atraves da biomassa resultante (Hurtado et al., 2021).

Stresses abidticos, sendo eles a seca, salinidade, toxicidade ou variagdo de temperatura, séo
amenizados atraves de extratos de macroalgas (Hurtado et al., 2021). Dois dos quais este estudo
vem testar, salinidade e aumento da temperatura, vdo ser verificadas com o0 uso das duas
macroalgas referidas, A. nodosum e K. alvarezii. Atualmente, devido as condi¢cdes ambientais,
varios bioestimulantes algais estdo a ser testados para tolerancia a stress abidticos sendo
comprovado a sua eficiéncia pela fungéo, em singular ou em conjunto, de todas as propriedades
neles existentes, sendo, fito-hormonas, aminoacidos, propriedades antioxidantes, entre outras
(Stasio et al., 2018). Para o stress salino, estudos realizados em alface, Lactuca sativa, indicaram
que concentracdes acima de 3%o diminuem o rendimento da planta (Unl(ikara et al., 2008). Ja para
o0 tomate, Solanum lycopersicum, a perda do rendimento acima de 50% comeca huma concentracéo
salina de 3,5%o (Singh et al., 2012). Para plantas submetidas a stress térmico, sabe-se que a
temperatura 6tima do tomate ronda entre os 25,9°C e os 29,5°C (Labouriau & Osborn, 1984), e

para a alface, ronda os 20°C (Nascimento & Daniel, 2002).
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Objetivo
O objetivo do trabalho baseia-se na determinacdo do potencial dos extratos comerciais

AgroGain e SSEP enquanto bioestimulantes, em diferentes concentragdes e formas de utilizagéo,
sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantas horticolas, de alface e tomate.

Para determinar o efeito bioestimulante foram efetuados os seguintes ensaios:
Ensaios de germinacao:

a) Determinacdo da concentracdo 6tima dos extratos algais;
b) Otimizacdo dos métodos de assepsia.

Ensaios de crescimento:

c) Efeito dos bioestimulantes no stress salino;

d) Efeito dos bioestimulantes no stress térmico;
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Materiais e métodos

Varios processos foram comuns ao longo do desenvolvimento de todos 0s ensaios praticos.

Na tabela Il, encontram-se descritos as principais metodologias gerais usadas em todos 0s ensaios.

Tabela Il : Metodologias gerais usadas ao longo do estudo

Processo

Preparacéo

algais

dos

Preparacao de sementes

Esterilizacdo do material

extratos

Execucéo

As sementes (alface e/ou tomate),
fornecidas pela empresa
Eurosementes Lda., foram
previamente escolhidas, tendo em
conta a sua aparéncia e estrutura,
para garantir a utilizacdo de

sementes sem danos visiveis.

O material de laboratorio
necessario ao longo dos processos
como placas de Petri de vidro,
pincas, etc., foi autoclavado (AJC,
Uniclave 88), num ciclo de 15

minutos a 121°C.

O AgroGain é comercializado na
forma liquida (Sea6Energy), tendo
sido preparadas solugbes com
concentracdes de 0,01%, 0,02%,
0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%,
2%, 5%, 6%, 7%, 8% e 9%.
Depois de preparadas as solugdes

foram conservadas a -20°C ou a

Referéncia

(Wang, 1989)

(Wang, 1989)

(Bajpai et al., 2019; Neto et
al., 2020a; Sandepogu et al.,
2019; N. Santos et al., 2021;
M. Silva etal., 2021; Ternus
etal., 2021)
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Processo

Programacdo da camara de
crescimento (Aralab,
Fitoclima D1200PLH)

Preparacao de meio
Murashige e Skoog (MS)

(Duchefa Biochemie)

Execucéo

4°C, se fosse usado num prazo de
48h.

O SSEP (HortFertplus), em po, foi
dissolvido em 50 mL de agua
destilada, num gobelet com 10 g
de SSEP. Esta mistura ficou em
repouso por 30 minutos, tendo a
dissolucdo sido feita de forma
completa. Foram  preparadas
concentragcdes de 0,01%, 0,02%,
0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%
e 5%. Depois de preparadas as
solucdes foram conservadas a -
20°C ou a 4°C, se fosse usado num

prazo de 48h.

Os controlos para cada extrato e ao
longo do  estudo, foram

constituidos por agua ultrapura.

Fotoperiodo de 12 horas de luz:12
horas de escuro, humidade de
90%, intensidade de luz 83,835
umol m? st e temperatura de
20°C.

O meio foi preparado tendo em
conta as indicagOes do fabricante,

usando apenas metade da

Referéncia
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Processo

Desinfegédo de sementes

Preparacéo

salinas

Medicoes

de

solucdes

Execucéo

quantidade indicada, pelo que foi
preparado apenas em % forca. Foi
adicionado agar (VWR
Chemicals) a 1% e o meio foi
autoclavado (AJC, Uniclave 88),
num ciclo de 15 minutos a 121°C.

As sementes foram desinfetadas
com uma solucdo a 4% de
hipoclorito de sddio por 1 minuto,
mexendo vigorosamente.
Posteriormente, as  sementes
foram lavadas por &gua ultrapura
estéril durante 20 segundos e
removida a agua. Estas sementes

foram usadas de imediato.

As solugbes salinas foram
preparadas com cloreto de sodio
(VWR CHEMICALYS) em
concentragoes de 5%o, 15%o, 25%o
e 35%o.

Todas as radiculas e cauliculos
foram medidos usando uma régua.
Considerou-se na medicdo dos
cauliculos desde a base das folhas

até ao inicio da radicula.

Referéncia

(Sauer & Burroughs,

1986)
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I.  Preparagéo inicial

Previamente foi realizada a preparacdo de sementes, esterilizagdo do material por
autoclavagem e preparacdo dos extratos algais, conforme descrito na Tabela Il (Figura 5). As
espécies de sementes usadas foram a alface, da variedade alface “maravilha verano canastra”
(Figura 6), uma vez que a alface é de rapida germinacgdo (Fincheira et al., 2017) e o tomate, da
variedade “rio grande” (Figura 6) que, por sua vez, € uma semente mais sensivel (Bulgari et al.,
2019). As sementes utilizadas foram escolhidas tendo em conta a rapidez de germinacao e o prazo
de validade das mesmas, segundo o fabricante. Para minimizar erros em relacdo as sementes,
procurou-se realizar o estudo com sementes recentes e com elevada viabilidade. Os bioensaios
tiveram duracéo de 5 dias para a alface e de 7 dias para o tomate. O tomate apresentou germinagéo

apenas ao terceiro dia tendo assim 0 mesmo tempo de desenvolvimento que a alface.

Figura 5: Extratos usados ao longo dos bioensaios, sendo SSEP em pd e extrato AgroGain,
respetivamente.
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Figura 6: Embalagens das sementes de alface, a esquerda, e tomate, a direita, usadas ao longo dos
bioensaios.

Il.  Bioensaio para teste de germinacdo: determinacdo da concentracdo Otima de extrato
algal

Para a determinacéo da concentracdo que maximiza a taxa de germinacéo, foi realizado um
ensaio usando germinacdo de sementes de alface, em papel de filtro. As sementes de alface foram
sujeitas a uma embebicdo por duas horas, no extrato correspondente nas concentracdes indicadas
na Tabela Il. Foram usadas placas de Petri de vidro, de 20 cm de didametro, com 2 camadas de papel
de filtro, humedecidas com &gua ultrapura, sem embeber demasiado o papel. As caixas de Petri,
apos a colocacdo das sementes em 3 pseudo-réplicas por placa, 25 sementes por pseudo-réplica,
com uma pinca estéril, foram seladas com Parafilm® para evitar a desidratacdo. As placas foram
colocadas na cdmara de crescimento, na programacao designada na Tabela Il. A temperatura usada
teve em conta a temperatura ideal para a germinacao de alface (Nascimento & Daniel, 2002). O
ensaio foi realizado em triplicado, com 75 sementes cada réplica, sendo que em todos foram

realizados controlos com agua ultrapura, nas mesmas condicdes.
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Neste estudo, o parametro analisado foi a percentagem de germinagéo (PG) (L. D. Silva et
al., 2019). Considerou-se semente germinada a semente que apresenta radicula. Foram
contabilizadas quantas sementes germinaram por placa e aplicada a formula abaixo indicada:

n? de sementes germinadas

PG = X 100%

n® total de sementes

I1l.  Bioensaio para testes de contaminacao: Otimizacdo do método de assepsia

Com objetivo de fornecer um meio adequado para um melhor cultivo e desenvolvimento
das plantulas, foi preparado meio MS segundo a Tabela Il. O ensaio foi desenvolvido para avaliar

qual o melhor método de desinfecdo que permitisse manter a viabilidade das sementes.

Neste ensaio, foi usado apenas o AgroGain e foi escolhida apenas uma concentracéo

(0,02%) uma vez que se tratava de um ensaio teste, com sementes de alface.

Foram realizados 3 ensaios diferentes (Tabela Ill).
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Tabela II: Descricdo da preparacdo de 3 meios MS

Tipo de Especificagoes Condicoes das

meio sementes

Meio A Meio MS autoclavado e
(MS+Est) adicionado o extrato algal para
uma concentracdo final de
0,02% (esterilizado por
filtracdo com filtro de seringa

estéril de 0.20um (Dorsan)),

7 a _— ~ 1
ap6s o ciclo de esterilizacdo do 72 das sementes foram

meio. usadas sem qualquer

tipo de desinfegé&o.
Meio B Meio MS autoclavado e

(MS+N  acrescentado o extrato algal, -2 das sementes foram

Est) para uma concentragéo final de sujeitas a desinfecao

como indicado na
tabela 1.

0,02%, sem qualquer tipo de
esterilizacdo apds o ciclo de

esterilizacdo do meio.

Meio C Meio MS com adicdo do extrato
(MS+Aut) algal para uma concentracao
final de 0,02%, autoclavado em

conjunto.

Em condicbes de assepsia, os meios foram distribuidos por placas de Petri de plastico
estéreis. Foram utilizados, para cada meio, os dois tipos de “condi¢do das sementes” indicados na
tabela I11. Utilizaram-se 8 sementes por réplica, em 2 ensaios, com 16 sementes no total, sendo
estas embebidas previamente durante 12 horas em &gua ultrapura. Uma vez que o teste em estudo

tinha como objetivo as diferencas do tipo de meio usado, todas as sementes foram expostas a
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mesma solucdo (agua ultrapura). As placas foram seladas e colocadas na camara de crescimento

nas condigdes indicadas na tabela I1.

Os parametros analisados foram a PE, o comprimento da maior radicula das plantulas e o

peso fresco, calculado conforme a formula seguinte.

Peso fresco total das plantulas

Peso fresco =— -
f (9) Numero de sementes germinadas

Este ensaio permitiu selecionar o meio mais vantajoso para 0s ensaios futuros. Como
veremos, verificou-se que o meio B é o mais adequado, utilizando-se sementes desinfetadas por

imersdo em hipoclorito de sédio.

IV. Bioensaio para teste das 3 concentragdes de extrato algal em tomate

O ensaio anterior foi repetido com sementes de tomate, uma vez que sdo sementes mais
sensiveis. Utilizaram-se 8 sementes por réplica, tendo-se suplementado o meio com concentragdes
de 0,02%, 0,2% e 2% de extrato algal, para perceber quais as variagdes na percentagem de
germinacdo. Os meios foram preparados como indicado na tabela Ill, tendo as sementes sido
sujeitas a desinfecdo, como indicado na tabela Il. As sementes foram embebidas por 12 horas em
agua ultrapura. Em assepsia, apos a distribuicdo do meio e das sementes pelas placas de Petri de
plastico, as mesmas foram seladas com Parafilm® e colocadas na cAmara de crescimento nas

condicdes indicadas na tabela Il. Os ensaios foram realizados em triplicado.

Os parametros analisados foram a percentagem de germinacéo, a medi¢do do comprimento
da maior radicula do tomate, 0 comprimento do cauliculo, o peso fresco, o teor de humidade e o

indice de vigor, ao final de 7 dias.

O teor de humidade foi obtido segundo a norma AOAC. Foi registado o peso fresco da
amostra e seco a 105°C durante 48h. Assim, este parametro foi calculado em percentagem, tendo

em conta o peso fresco e seco das amostras (Afonso et al., 2021).
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Humidade (%) = Peso da amostra fresca (g) — Peso da amostra seca (g) « 100
umidade (%) = Peso da amostra fresca (g) °

O indice de vigor foi calculado usando o comprimento da radicula (CR), comprimento do
cauliculo (CC) e PG (Karthikeyan et al., 2007), segundo a seguinte formula.

Indice de vigor (IV) = (CR (cm) + CC(cm)) X PG

V. Bioensaio para teste de crescimento e estado fisioldgico
Com o objetivo de determinar qual a forma de utilizacdo do extrato mais vantajosa, seja a

embebicdo de sementes ou incorporagdo no meio, foi realizado um ensaio com os dois tipos de

extratos. Em ambos os ensaios foram utilizadas 8 sementes. Os ensaios foram feitos em triplicado.
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Tabela IV: Preparacdo de dois bioensaios para teste de crescimento

Extrato algal inserido no meio Sementes embebidas em extrato algal
Concentrag0es: 0,02%, 0,2% e 2%.

Sementes de tomate.

e Meio B preparado como designado na e Meio MS preparado como indicado na
tabela I11; tabela II;

e Sementes desinfetadas (Tabela I1) e e Sementes desinfetada (Tabela 1) e
embebidas em agua ultrapura por 12 embebidas nas concentracfes dos
horas. extratos indicadas por 12 horas.

3 ensaios
Avaliacéo do ensaio: Avaliacéo do ensaio:
o PG; o PG.

e Medicdo do comprimento da . . 5
Este estudo tinha como objetivo a comparacao

maior radicula e do cauliculo; . L
e a observacdo do estado fisioldgico da planta.

e Peso fresco; : . . . . .
Assim, o ensaio foi terminado assim que foi

e Teor de humidade. __— N
atingida a percentagem de germinagdo de

100%.

O ensaio onde se realizou a embebicdo das sementes, realizou-se apds o ensaio do extrato
algal no meio, e, portanto, se o estado fisioldgico e sanitario fosse visivelmente melhor, seria

decidido que concentracdo algal, 0,02%, 0,2% ou 2%, iria ser usada nos ensaios subsequentes.
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VI.  Bioensaio para testes de stress: salinidade e calor

Com o objetivo de observar o potencial efeito dos extratos no aumento da resisténcia das
sementes, quando expostas a stress salino ou térmico, foram realizados testes de salinidade, para
testar a resisténcia das sementes quando eventualmente plantadas em solos com maior percentagem
de sal, e de aumento da temperatura, uma vez que com as alteracfes climaticas a temperatura tende

a aumentar (tabela V).

Foram preparadas solucdes salinas (Tabela I1) com diferentes concentragcdes entre a
salinidade da 4gua doce (Gongalves, 2006) e a salinidade da &gua do mar (Amaro, 2016).

A concentracdo 2% de extrato algal foi escolhida apés a analise dos resultados obtidos no

ensaio anterior.
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Tabela V: Bioensaio para testes de stress

Bioensaio de salinidade

Bioensaio de temperatura

substituida a agua ultrapura pelas solucGes

salinas preparadas.

O Controlo foi exposto a mesma concentracdo
salina e as sementes foram embebidas em agua

ultrapura.

extratos, a 2%;

e Desinfecdo das sementes (tabela Il);

Avaliacdo do ensaio:

e PG;

e Peso fresco;

e Teor de humidade.

Meio MS preparado segundo a tabela 11, sendo Meio MS preparado tendo em conta a tabela I1.

e Distribuicdo do meio por placas de Petri de pléastico;

e Sementes, alface e tomate, embebidas por 12 horas em extrato algal, para ambos 0s

e Placas seladas com Parafilm® e colocadas na cdmara de crescimento.

Programacdo da cdmara indicada na tabela Il. Programacdo da camara como indicado na
tabela 11, mas a 35°C.

10 sementes por réplica. 6 ensaios.

e Comprimento da maior radicula e do cauliculo (cauliculos para as plantas de tomate);
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VII.  Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Todas as analises estatisticas
foram consideradas significativas a um nivel de 5% (p-value<0,05). Para testar a normalidade e
homogeneidade de variancia, o teste de Shapiro-Wilk e o teste F de Levene foram utilizados,
respetivamente. Sempre que os dados ndao cumpriram a normalidade, foram feitos testes ndo-
paramétricos de Kruskal-Wallis. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o IBM
SPSS software estatistico, versdo 28.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA).
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Resultados e Discussao

I.  Bioensaio para teste de germinacdo: Otimizacdo da concentracdo 6tima de extrato
algal

Com objetivo de determinar a concentragdo 6tima dos extratos algais utilizados (AgroGain
e SSEP), foram realizados testes de germinacédo, em papel de filtro, com as concentracgdes utilizadas
anteriormente com sementes de alface (dado que sdo sementes de fécil germinacdo), tendo-se
obtido os resultados ilustrados na figura 7. Dado que os testes de normalidade Shapiro-Wilk,
quando aplicados aos dados de germinacdo de alface expostas a diferentes concentrages de
AgroGain (Figura 7A) e SSEP (Figura 7B), indicaram que os dados em estudo ndo cumprem 0s
testes de normalidade, foram realizados testes ndo paramétricos (de Kruskal-Wallis). Os resultados
indicam a existéncia de diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na taxa de germinagéo
das sementes de alface, expostas a AgroGain e SSEP, quando comparados com o controlo._
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Figura 7: Percentagem de germinacdo de sementes de alface obtida para o extrato AgroGain nas
concentragdes CT (controlo), 0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 5%, 6%, 7%, 9% e 100%
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(A) e no extrato SSEP nas concentracfes 0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2% e 5% (B) ao
longo de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média * desvio padréo (n=3).

Na figura 7A, é possivel observar os resultados obtidos para o extrato AgroGain. Para este
extrato, todas as concentragdes, exceto 100%, no dia 1, obtiveram resultados significativamente
melhores que o controlo, obtendo-se percentagens de germinagdo sempre superiores a 75%,
enquanto o controlo obteve 27 %. Quando comparados os resultados do ensaio ao final dos 5 dias,
pode-se observar que a maioria das concentracfes obtiveram taxas de germinacao superiores ao
controlo, com as concentragfes 0,05%, 1%, 2%, 5% e 7%, a atingirem 100% de taxa de
germinacao. Para o extrato puro, a germinacao das sementes ndo foi assinalavel, podendo observar-
se que o extrato puro se torna inibitério do processo germinativo. Sendo o objetivo do estudo
encontrar um intervalo de concentracOes ideais, pretendeu-se otimizar a utilizacdo de extratos na
menor concentragdo possivel. Os extratos mais interessantes sao os seguintes, 0,02%, 0,05%, 0,2%,
1%, 2% e 5%, com elevadas taxas de germinacdo ao fim do 1° dia e do 5° dia de germinacéo. O
extrato puro, mesmo que apresentasse melhores resultados, dificilmente seria utilizado do ponto de

vista comercial, por se tornar, em termos econdmicos, de custo demasiado elevado.

A partir da concentracdo 5%, quando comparado o primeiro dia, observa-se um declinio
das taxas de germinacdo nas concentracGes mais elevadas, e por isso, optou-se por utilizar
concentragdes inferiores a 5% nos ensaios seguintes. Excluem-se, assim, as concentracGes mais

elevadas por serem menos eficientes do ponto de vista agricola e econémico.

Na figura 7B, relativa ao extrato SSEP, obtiveram-se também melhores resultados ao fim
do primeiro dia em relacdo ao controlo e, ainda, quando comparado com o extrato AgroGain. Todas
as concentrac@es utilizadas, originaram percentagens de germinacéo superiores a 87%, enquanto o
controlo obteve uma percentagem de germinacdo de 50%. As concentragdes 0,01%, 0,02%, 0,05%,

2% e 5% obtiveram uma percentagem de germinacéo de 100% ao fim dos 5 dias do ensaio.

Sendo que se trata de um ensaio de germinacdo, onde s6 foi observado o potencial enquanto
acelerador da mesma, observa-se que o extrato SSEP, para o controlo, obtém uma PG de 84% e
100% para o uso do extrato. O extrato SSEP obtém maior diferenca entre os valores de controlo e
as diferentes concentragdes de extrato. Estes valores poderdo estar associados a presenca das fito-

hormonas de cada macroalga, especificamente, as giberelinas, que sdo caracteristicas do grupo da
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macroalga A. nodosum, responsaveis pela germinagdo de sementes. Ainda assim, a macroalga K.
alvarezii possui também giberelinas. A diferente eficiéncia podera estar nas diferentes
concentracdes desta fito-hormona em cada extrato, diferentes compostos quimicos de natureza
giberelinica ou mesmo a presenca de outras substancias bioestimulantes como vitaminas e

minerais.

Atendendo aos resultados obtidos, e visando a utilizagdo de concentragdes tdo baixas quanto
possivel, mas ainda assim eficientes, foram selecionadas, para os bioensaios seguintes, 3

concentragdes, sendo elas: 0,02%, 0,2% e 2%.
Il.  Bioensaio para testes de contaminagédo: Otimizacao das condicdes de assepsia
No bioensaio anterior verificou-se a presenca de bolores na maioria das placas, e, portanto,
realizaram-se alguns bioensaios preliminares, para selecionar o melhor método de desinfecdo. Para
estes, foi usado apenas AgroGain como indicado anteriormente, e, também, apenas sementes de

alface, uma vez que se tratava de um ensaio exploratorio. No primeiro bioensaio usaram-se 3 tipos

de desinfecdo de meio e sementes de alface desinfetadas ou ndo desinfetadas.

a) Percentagem de germinacdo das sementes de alface

A figura 8 mostra a percentagem de germinacéo de sementes de alface, germinadas ao fim

de 5 dias de ensaio.

31



._\
1)
S
X

Percentagem de germinagdo

) I I I I I I I I
0%

MS+N Est MS+Est  MS+Aut MS+N Est MS+Est MS+Aut

Sementes ndo desinfetadas Sementes desinfetadas

Tipos de desinfecdo

EDial MDia2 WDia3 MDia4 MDia5

Figura 8: Percentagem de germinacéo de sementes de alface obtida para sementes de alface ndo desinfetadas
ou desinfetadas, com 4 tipos de meio MS. CT- controlo, MS+N Est - meio MS com extrato algal ndo
esterilizado, MS+Est - meio MS com extrato algal esterilizado por filtragdo, MS+Aut - meio MS com
extrato algal, autoclavado, ao longo de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrédo
(n=2).

No ensaio de percentagem de germinacdo das alfaces, como indicado na Figura 8, foram
obtidos 6timos resultados, atingindo os 100% de germinacao na maioria das variantes ao longo dos
5 dias. No entanto, os bolores encontrados ao longo do estudo, para as sementes ndo desinfetadas
e desinfetadas foram determinantes para a selecdo do método de desinfecdo. Por exemplo, 0
controlo para sementes ndo desinfetadas tinha um total de 6 sementes contaminadas nos dois
ensaios realizados, enquanto as sementes desinfetadas tinham apenas uma. A utilizacdo de
sementes ndo desinfetadas, em meio MS com extrato algal ndo estéril, mostrou uma percentagem
de germinacdo mais baixa, pelo que esta ndo parece ser a solucdo mais eficiente. Poderd, ainda,
descartar-se o0 possivel impacto negativo na germinacdo das sementes pelo hipoclorito de sodio,
uma vez que ndo se regista um decréscimo da percentagem de germinacdo. Decidiu-se também
aumentar o tempo de embebicdo das sementes de 2 para 12 horas, para as proteger da eventual

agressdo do hipoclorito de sédio.

b) Comprimento das radiculas das plantulas de alface

Na Figura 9 encontram-se os resultados relativos & medi¢do do comprimento da radicula

principal das plantulas germinadas, sob os diferentes métodos de esterilizag&o.
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Figura 9: Média * desvio padrdo do comprimento das radiculas de alfaces, para sementes desinfetadas e
ndo desinfetadas, em 4 tipos de meio MS: CT- controlo, MS+N Est — meio MS com extrato algal néo
esterilizado, MS+Est — meio MS com extrato algal esterilizado por filtragdo, MS+Aut — meio MS com
extrato algal, autoclavado, ao longo de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo

(n=2).

Todos os meios MS obtiveram melhores resultados com sementes desinfetadas, exceto o
controlo, quando comparado com as sementes ndo desinfetadas. Assim, comparando com o
controlo, as sementes desinfetadas obtiveram, em média, a tendéncia para exibir maior

comprimentos de radicula.
c) Peso fresco das plantulas de alface
A figura 10 mostra o peso fresco das plantulas de alface ao fim de 5 dias de ensaio. Verifica-

se que, para todas as amostras, o peso fresco é superior nas plantulas obtidas a partir de sementes

desinfetadas, comparativamente ao peso fresco das sementes ndo desinfetadas.
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Figura 10: Média + desvio padrdo dos valores referentes ao peso fresco de alfaces, para as sementes
desinfetadas e ndo desinfetadas, com 4 tipos de meio MS: CT- controlo, MS+N Est - meio MS com extrato
algal néo esterilizado, MS+Est - meio MS com extrato algal esterilizado por filtracdo, MS+Aut - meio MS
com extrato algal, autoclavado, ao longo de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo
(n=2).

Para as sementes ndo desinfetadas, apenas 2 tipos de meio obtiveram resultados mais
elevados que o controlo, ja para as sementes desinfetadas apenas 0 meio autoclavado foi superior,
por décimas, ao controlo (Figura 10). Entre os 3 tipos de esterilizacdo, nas sementes desinfetadas,
o melhor resultado foi 0 meio autoclavado apds adicdo de extrato, e o pior, 0 meio com extrato

esterilizado por meio de filtracdo.

Assim, apesar da PG ndo apresentar grandes diferencas, o nimero de sementes
contaminadas encontradas neste ensaio indica que a utilizacdo do método de desinfecdo com
hipoclorito de sodio é um método benéfico, uma vez que, quanto maior a quantidade de sementes

germinadas, maior o nimero de sementes disponivel para avaliacdo dos parametros seguintes.

Entre os meios MS, no parametro do peso, os valores menos favoraveis foram observados
para 0 meio com extrato algal esterilizado por filtracdo. Este € um método muito laborioso, sendo
necessario filtros estéreis para esterilizacdo do mesmo, e, o extrato puro é demasiado denso, e dificil
de passar pelo filtro. Uma vez que os valores apresentados para este parametro ndo sdo
consideravelmente mais elevados que para os restantes, ndo foram feitos ensaios adicionais com
esta metodologia.
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Assim, nos ensaios seguintes, decidiu-se seguir o protocolo usando meio MS autoclavado
em conjunto com extrato algal, e meio MS autoclavado e posteriormente adicionado extrato algal
sem qualquer tipo de esterilizagdo, ambos com sementes desinfetadas com hipoclorito de sodio
como indicado na tabela Il previamente embebidas durante 12h.

De seguida, procedeu-se a um novo bioensaio, desta vez com sementes de tomate, uma vez
que sdo mais sensiveis, para decisdo final sobre o meio mais adequado. Neste bioensaio foram
usadas as concentragdes definidas anteriormente. Assim, testou-se 0 meio MS sem qualquer tipo
de esterilizagdo do extrato (concentragfes 0,02%, 0,2% e 2%), e o meio MS autoclavado
(concentracbes 0,02%, 0,2% e 2). O controlo corresponde a agua ultrapura.

d) Percentagem de germinacdo das sementes de tomate

A figura 11 mostra os resultados da germinacao das sementes de tomate em diferentes meios

apos 7 dias.
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Figura 11: Percentagem de germinacdo de sementes de tomate obtida para os diferentes métodos de
esterilizacdo do meio: CT- controlo, N Est- meio MS com extrato algal sem esterilizagdo, AUT- meio MS
com extrato algal, autoclavado. Os dados foram recolhidos ao longo de 7 dias. Os valores indicados referem-
se a média + desvio padrdo (n=3)

Para a PG, apresentada na Figura 11, pode-se observar resultados superiores no meio MS
com extrato algal sem esterilizacdo. A concentragdo de 0,2%, para 0 meio com extrato algal sem
esterilizagdo, atingiu os 100% de germinacéo ao fim dos 5 dias do ensaio, assim como o controlo.

Por outro lado, no meio com extrato algal autoclavado, nenhuma concentragdo atingiu a
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Comprimento (cm)

percentagem méaxima de germinagcdo. Ao terceiro dia obteve-se a maior percentagem de
germinacdo para a maioria dos ensaios. Assim, em resumo, registam-se melhores resultados quanto
usado o extrato algal sem qualquer esterilizagdo. Para os resultados obtidos para extrato algal sem
esterilizacdo, apenas ao quinto dia houve resultados estatisticamente significativos (p-value <0,05).
Por outro lado, para o extrato algal autoclavado, ao quarto e quinto dia houveram resultados

estatisticamente significativos (p-value <0,05).

e) Comprimento dos cauliculos e das radiculas de tomate

A figura 12 mostra o comprimento da radicula principal e do cauliculo, de plantulas de

tomate germinadas, ao fim de 7 dias de ensaio.
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Figura 12: Média do comprimento dos cauliculos de tomate (A) nos diferentes métodos de esterilizacdo do
meio. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo. Diferentes letras minusculas representam
diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) e média do comprimento radiculas (B) de tomate,
nos diferentes métodos de esterilizacdo do meio. Diferentes letras minusculas representam diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05), quando em comparagdo com o respetivo tratamento de
controlo. Para ambos, CT- controlo, N Est- meio MS com extrato algal sem esterilizagdo, Aut- meio MS
com extrato algal, autoclavado, ao longo de 7 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio
padrdo. (n=3).

Para os parametros analisados na Figura 12A, o meio MS com extrato algal autoclavado
apresenta valores de cauliculos ligeiramente maiores, sendo que, em relagdo ao comprimento das
radiculas (Figura 12B) o meio com extrato ndo esterilizado apresenta melhores resultados sendo
estatisticamente significativos (p-value<0,05). Inclusive, o comprimento da radicula do controlo,

com o meio MS autoclavado e sementes embebidas em &gua ultrapura, foi superior quando em
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comparagdo com todos 0s outros ensaios. Porém para as medicGes de radiculas, comparativamente
ao controlo, ndo se registam diferencas significativas para o meio ndo estéril, exceto, na
concentracdo de extrato 2%, que regista comprimento de radicula muito mais baixo. Para os

cauliculos, é até, inexistentes quaisquer resultados para a concentragao 2%.

f) Peso fresco do tomate

A figura 13 mostra o peso fresco das plantulas de tomate ao fim de 7 dias de ensaio.
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Figura 13: Peso fresco das plantulas de tomate, com diferentes métodos de esterilizacdo do meio, sendo
CT- controlo, N Est- meio MS com extrato algal sem esterilizacdo, Aut- meio MS com extrato algal,
autoclavado, ao longo de 7 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo. Diferentes
letras minusculas representam diferengas estatisticamente significativas (p-value<0,05) quando em
comparagao com o respetivo tratamento de controlo (n=3).
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O peso fresco medio das plantulas analisadas foi mais elevado no meio com extrato algal
sem esterilizacdo, quando comparado com o controlo. Ja no extrato autoclavado, o peso foi mais

elevado no controlo, em comparacao os diferentes extratos algais usados (Figural3).

g) Teor de Humidade

A figura 14 mostra a percentagem de humidade das plantulas de tomate ao fim de 7 dias de

ensaio.
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Figura 14: Teor de humidade, obtida para o tomate, nos diferentes métodos de esterilizacdo do meio, sendo
CT- controlo, N Est- meio MS com extrato algal sem esterilizacdo, Aut- meio MS autoclavado apds adi¢do
de extrato algal, realizada ao final de 7 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo.
(n=3).

Para 0 meio MS com extrato algal autoclavado, pode-se observar, na maioria, um resultado
ligeiramente mais elevado de humidade quando comparada com 0s outros 2 tipos de meio

(Figural4). Estas diferencas ndo sdo, porém, estatisticamente significativas (p-value >0,05).

Calculado o indice de Vigor (1V), observou-se que, para 0 meio com extrato algal sem
esterilizacdo, a concentracéo 0,02% foi a que apresentou um valor mais elevado quando comparado
ao controlo, sendo os indices de 6,14 e 5,95, respetivamente, e, dado que a concentracdo 2% néo
obteve cauliculos mensuraveis, foi a que apresentou valor menor, com 0,55. Para o extrato algal
autoclavado apos adicdo de extrato algal, o IV apresentou melhores resultados para o controlo, com
6,66. A concentracdo mais proxima do controlo foi 0,02% com 5,65. Como observado para o
extrato algal sem esterilizacdo, a concentracdo 2% nao obteve cauliculos mensuraveis, e, portanto,
é a concentracdo com menor valor de IV, com 0,37. Feita a média das 3 concentracdes usadas,
0,02%, 0,2% e 2%, para 0 meio com extrato algal sem esteriliza¢do e para 0 meio com extrato algal
autoclavado ap6s adicdo de extrato algal, sendo ela 4,01 e 3,71, respetivamente, observa-se que,
em média, o indice de vigor obtido para meio com extrato algal sem esteriliza¢do foi mais elevado,
ndo se registando, porém, diferencas muito evidentes entre os tratamentos. Regista-se, apenas,
grandes diferencas para o extrato 2%, com um vigor significativamente mais baixo do que para os

restantes extratos algais.
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Apos a andlise da PG, comprimentos da maior radicula e peso fresco, pode-se averiguar que
0 meio MS com extrato algal sem qualquer tipo de esterilizag&o obteve, genericamente, melhores
resultados. Ainda que o comprimento do cauliculo e a percentagem de humidade indicasse
resultados ligeiramente mais elevados para 0 meio MS com extrato autoclavado, a PG €
visivelmente maior (Figura 11) para o extrato adicionado sem qualquer tipo de desinfecéo.

Assim, com os testes de assepsia constatou-se que sementes desinfetadas e extrato nédo

esterilizado era mais vantajoso, pelo que o0s ensaios seguintes seguiram esta metodologia.
I1l.  Bioensaio para teste de crescimento e estado fisiologico

Foi realizado inicialmente um teste com sementes de tomate para testar as 3 concentragdes
escolhidas com ambos os extratos algais em estudo, AgroGain e SSEP.

a) Percentagem de germinacao

Para o extrato algal AgroGain, a concentracao 0,2% atingiu 0s 100% de germinacao assim
como o controlo. Ja para o extrato algal SSEP, a concentragdo 0,02% e 0,2% atingiram 0 maximo
de germinacdo, sendo superior ao controlo (Figura 15). Para a PG com o extrato algal AgroGain,

apenas o quinto dia apresentou resultados estatisticamente significativos (p-value <0,05), ja para o

extrato SSEP as diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (p-value >0,05).
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Figura 15: Percentagem de germinacgdo de sementes de tomate para as concentracbes CT- controlo, 0,02%,
0,2% e 2% para o extrato algal AgroGain (A) e SSEP (B) adicionado no meio MS, ao longo de 7 dias. Os
valores indicados referem-se a média + desvio padrédo (n=3).

Como observado para a germinacao de alfaces em papel de filtro, descrito anteriormente, o

extrato SSEP apresenta melhores resultados de germinacdo quando comparado com o extrato

AgroGain. Ainda assim, as diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (p-value >0,05).

b) Comprimento do cauliculo

Como também observado na PG, o SSEP foi o extrato algal que obteve melhores resultados

para 0 comprimento dos cauliculos, obtendo valores significativamente superiores ao controlo. O

extrato que obteve melhores resultados foi 0 0,2%, seguido do 0,02%. O extrato a 2% obteve

valores inferiores ao controlo. Por outro lado, os valores do comprimento do cauliculo das plantulas

obtidas de sementes expostas ao extrato AgroGain ndo foram, em média, superiores ao controlo

(Figural6). Para este extrato, apesar de existirem sementes germinadas para a concentracao 2%, as

mesmas ndo se desenvolveram ao ponto de obter cauliculos para medicdo, ao contrario do SSEP.
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Figura 16: Comprimento dos cauliculos de tomate, para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas
concentragdes CT- controlo, 0,02%, 0,2% e 2%, realizada ao final de 7 dias. Diferentes letras minusculas
representam diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05), quando em comparacdo com 0O
respetivo tratamento de controlo. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrao (n=3).

Nas macroalgas usadas, é reconhecida a presenca de auxinas e citocininas (Rudke et al.,
2020; Wally et al., 2013). Estas hormonas, como descrito anteriormente, auxiliam o crescimento e
desenvolvimento da planta. A macroalga K. alvarezii, presente no extrato AgroGain, possui na sua
composicao citocininas e auxinas, €, por isso, seria esperado observar melhores resultados quando
comparado com o controlo. N&o se tendo verificado esta tendéncia, tal pode dever-se a estrutura
das fito-hormonas presentes nas macroalgas quando comparada com as plantas, podendo ter, por
isso, efeitos fisiologicos distintos. Ja a espécie A. nodosum do extrato SSEP, possui na sua
composicdo também o &cido abcisico, implicado na protecdo contra diversos fatores de stress
externos e, ainda, em aspetos do crescimento e do desenvolvimento. Assim, de facto, obtiveram-
se significativamente melhores resultados para as concentragdes de 0,02% e 0,2%, quando
comparados com o controlo, 0 que se podera dever-se a presenca da fito-hormona descrita
anteriormente. Ndo tendo sido efetuadas analises quimicas a biomassa, ndo podemos concluir com

certeza se o efeito se deve a presenca desta (ou de outras) substancias bioativas.
¢) Medicéo de radiculas
A figura 17 apresenta os resultados obtidos para a média do comprimento da maior radicula

de tomate, na presenca dos 2 extratos. Para o extrato AgroGain, apenas a concentragdo 0,02%

obteve melhores resultados que o controlo, ainda que a diferenca ndo seja estatisticamente
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significativa (p-value>0,05). Por outro lado, o extrato SSEP obteve valores significativamente

maiores do que os obtidos no controlo, para os extratos 0,02% e 0,2%.
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Figura 17: Comprimento das radiculas de tomate para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentracoes
CT- controlo, 0,02%, 0,2% e 2%, realizada ao final de 7 dias. Diferentes letras mindsculas representam
diferengas estatisticamente significativas (p-value < 0,05), quando em compara¢do com o0 respetivo
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tratamento de controlo. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=3).

possuir efeitos mais benéficos, como descrito anteriormente.
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Figura 18: Peso fresco do tomate para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentragdes CT- controlo,
0,02%, 0,2% e 2%, realizada ao final de 7 dias. Diferentes letras minusculas representam diferengas

E possivel observar pelos resultados obtidos que, mais uma vez, o extrato SSEP aparenta

d) Peso fresco do tomate

A figura 18 mostra o peso fresco das plantulas de tomate ao fim de 7 dias de ensaio.
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estatisticamente significativas (p-value<0,05), quando em comparagcdo com o0 respetivo tratamento de
controlo. Os valores indicados referem-se a média + desvio padréo (n=3).

Como observado na Figura 18, para o comprimento médio da radicula principal, o SSEP
obtém melhores resultados com 2 concentragdes acima do controlo, 0,02% e 0,2%, enquanto o
extrato AgroGain apenas obtém um melhor resultado com a concentra¢do 0,02%. Porém, para o
extrato SSEP, as diferengas ndo sdo estatisticamente significativas (p-value >0,05).

e) Teor de humidade do tomate
A figura 19 mostra o teor de humidade das plantulas de tomate, ao fim de 7 dias de ensaio.
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1} 0
CcT CcT

0,02% 0,2% 2% 0,02% 0,2% 2%
Concentragdo de AgroGain Concentragdo de SSEP

Humidade (%)
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Figura 19: Percentagem de teor de humidade obtida para o tomate para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B)
nas concentragdes CT- controlo, 0,02%, 0,2% e 2%, realizada ao final de 7 dias. Os valores indicados
referem-se a média * desvio padrdo (n=3).

O teor de humidade entre as diferentes concentracdes testadas e o controlo foi equivalente
(Figural9), exceto na concentracdo 2%, onde no extrato AgroGain, resultou num teor de humidade
maior que do que o controlo e no extrato SSEP onde os valores registados foram inferiores ao

controlo. Estas diferencas ndo sdo, porém, estatisticamente significativas (p-value >0,05).
A. Percentagem de germinagdo de sementes de tomate embebidas em extrato

Para testar 0 método de exposi¢do da semente ao extrato, decidiu-se embeber as sementes
no proprio extrato, nas diferentes concentragdes, em vez de se adicionar o extrato ao meio MS.
Avaliou-se entdo, a percentagem de germinacao das sementes de tomate. O controlo utilizado neste
ensaio foram as sementes embebidas em agua ultrapura. Para ambos os extratos em estudo,

observou-se resultados estatisticamente significativos (p-value<0,05) ao segundo dia.
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Percentagem de germinagdo
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Figura 20: Percentagem de germinacgdo de sementes de tomate para as concentracbes CT- controlo, 0,02%,
0,2% e 2% para o extrato algal AgroGain (A) e SSEP (B) embebidas na semente, ao longo de 7 dias. Os
valores indicados referem-se a média + desvio padrédo (n=3).

E possivel observar, através da figura 20, que para ambos os extratos em estudo as
percentagens atingiram os 100% de germinagdo ao fim de 7 dias de estudo. Quando comparada a
PG das sementes embebidas em extrato ou em extrato adicionado ao meio MS (Figura 15) pode-
se concluir que ndo ha diferencas de valores para as PG quando comparadas entre si ao final dos 7
dias de resultados. Ainda assim, para o estudo em analise, as sementes embebidas em extrato
obtiveram melhores resultados de PG na concentracdo 0,02%, para AgroGain, obtendo 100%. Ja
para as concentractes 0,2% e 2% obtiveram-se PG de 96%, ainda que, ao fim de 2 dias, a
concentragdo 0,2% tenha uma maior PG. Para SSEP a concentragdo 0,02% atingiu os 100% sendo
gue na concentracao 2% obteve-se melhores resultados de PG ao segundo dia. Quando comparadas
com o controlo, as concentragdes obtinham a PG de 100%, na sua maioria, e em menos tempo que
o controlo. Observando o controlo do ensaio com AgroGain (Figura 20A) obteve-se germinacéao
até ao sexto dia, sendo que em duas das concentracfes a germinacdo completa ocorreu até ao quinto
dia. Para o controlo de SSEP (Figura 20B), os resultados foram registados até ao sétimo dia do
estudo sendo que as PG de 100%, nas concentracdes 0,02%, 0,2% e 2%, ocorreram até ao sexto,
quinto e quarto dias, respetivamente. Logo, esta metodologia é benéfica para a germinacao da
semente, havendo uma clara antecipacdo do fendmeno de germinacdo, correlacionada com a

concentragéo de extrato utilizada.
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Tendo em conta os resultados obtidos, na comparagao entre extrato algal inserido no meio
ou sementes embebidas em extrato, para 0s ensaios seguintes, o método escolhido foi a embebicao

de sementes.

Foi ainda observado o estado fisioldgico geral e o aspeto da planta ao final dos 7 dias de

estudo para determinar que concentragcdo usar para os restantes ensaios.

As observagdes, meramente visuais, indicaram que para as concentragdes 0,02% e 0,2%
ndo foram observadas diferencas nas plantas, mas para a concentracdo de 2% foi notoria a
diferenca, como se pode confirmar nas fotos constantes da figura 21 e 22.

Quando o extrato se encontra no meio, a semente precisa de germinar, desenvolver radicula
e sO depois pode dispor dos nutrientes que, eventualmente, o extrato fornece. Por outro lado,
quando aplicado o extrato na semente, a semente germina com o auxilio do extrato apds a absorgéo
do mesmo, assim, procurava-se uma concentracdo com maior impacto entre estas duas condic¢des
onde o extrato era inserido. A concentracdo 2% foi a concentracdo com um maior impacto visual
e que mostrou plantulas com melhor estado fisiologico e sanitario (Figura 21 e 22). Obteve-se para
0 extrato AgroGain plantulas desenvolvidas com cauliculos e folhas, para sementes embebidas em
extrato, sendo que, com extrato inserido no meio apenas se observou germinacdo. Para o extrato
SSEP observou-se maior estado sanitario nas placas, quando comparado com o extrato no meio.

Portanto, a concentracgéo foi escolhida para proceder os ensaios.
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Extrato Algal AgroGain adicionado ao meio Sementes de tomate embebidas em extrato
MS algal AgroGain

Al

A2

A3

Figura 21: Diferencas do crescimento e desenvolvimento da planta para a concentragdo 2% no extrato
AgroGain para os 3 ensaios realizados, ao fim de 7 dias, com 3 amostras (A1, A2 e A3).
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Extrato Algal SSEP adicionado ao meio MS Sementes de tomate embebidas em extrato
algal SSEP

Al

A2

A3

Figura 22: Diferencas do crescimento e desenvolvimento da planta para a concentragéo 2% no extrato SSEP
para 0s 3 ensaios realizados, ao fim de 7 dias, com 3 amostras (A1, A2 e A3).
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V.

Bioensaio para testes de stress: salinidade e calor

A. Ensaio de stress: avaliacdo do efeito da salinidade

Para os testes de stress foram testados dois fatores, a salinidade e a temperatura, realizados,

para ambos os extratos e ambas as espécies em estudo. Para cada extrato realizou-se um controlo.

No que se refere a salinidade apenas a concentracdo 5% obteve resultados. As restantes

concentragdes salinas de 15%o, 25%0 € 35%0 obtiveram germinacéo nula, seja para o tomate, seja

para a alface.

diferentes meios ap6s 7 e 5 dias, respetivamente.
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a) Percentagem de germinacdo de tomate
A figura 11 mostra os resultados da germinacdo das sementes de tomate e alface em
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Figura 23: Percentagem de germinacdo para as sementes de tomate com extrato AgroGain (A) e SSEP (B)
e sementes de alface para o extrato AgroGain (C) e SSEP (D), para as concentragfes CT- controlo, 5%
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solucéo salina de 5%, ao longo de 7 e 5 dias respetivamente. Os valores indicados referem-se a média *
desvio padréo (n=6).

De uma forma geral, para as sementes de alface, foi possivel observar resultados perto dos
100% de germinacgdo quando expostas a salinidade de 5%o. Para o extrato AgroGain (Fig, 23C), o
controlo, obteve resultados de germinacdo mais elevados, chegando mesmo aos 100% de
percentagem de germinacéo. Para o extrato SSEP (Figura 23D), as sementes embebidas em extrato
e colocadas em meios com salinidade 5%., obtiveram melhores resultados que o controlo, atingindo
0s 98% de germinacdo._Estas diferencas ndo sdo, porém, estatisticamente significativas (p>0,05).
Estudos feitos com salinidade em alface mostraram que salinidades acima de 3%o diminuem o
rendimento da planta (Unliikara et al., 2008). Tendo em conta os resultados obtidos, podera
observar-se que o extrato podera ter beneficiado as sementes de alface uma vez que se obtiveram

taxas de germinacdo de 100% para a salinidade de 5%., especialmente na presenca do extrato SSEP.

A PG foi visivelmente mais baixa para as sementes de tomate, provando que se trata de uma
semente mais sensivel. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos observados para alface, sendo
que, para o extrato AgroGain (Figura23A), o controlo obteve melhores resultados, com maior PG.
Ja para o extrato SSEP (Figura23B) as sementes tiveram melhores percentagens de germinacéo.
Foi estudada a salinidade tolerada pelo tomate com concentragdes de cerca de 3,5%o, sendo que,
para esta concentracdo salina, apesar de tolerada, se observa uma perda do rendimento que
ultrapassava 0s 50% (Singh et al., 2012), e para as concentragdes 3,5%o ¢ 7%o houve uma redugédo
na germinacao das sementes, e no peso fresco e seco de raizes e caules (Mustafa et al., 2021). A
PG de tomate obteve, no extrato AgroGain, para o controlo e para as sementes embebidas em
extrato, 72% e 65%, respetivamente. Ja 0 extrato SSEP obteve uma PG de 65% e 73%, para
controlo e sementes embebidas, respetivamente. De facto, o tomate, quando comparando a PG
deste ensaio, com um dos anteriores com um meio ndo salino, a PG desce cerca de 30-35%, sendo
que o estudo decorreu com salinidade de 5%o, 1,5%0 a mais do que o tolerado pelo tomate segundo
a literatura. Assim, o extrato algal, especificamente o SSEP, podera ter beneficiado as plantas no

que toca a diminuicdo do stress causado pela salinidade.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de resultados nas salinidades restantes, podera ser

a pressdo osmotica, uma vez que quanto maior a concentracdo da solugdo salina, maior é a
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percentagem de cloreto de sédio presente influenciando negativamente as relagdes minerais-
nutrientes na planta (Shukla et al., 2018). A relacdo entre as células e a agua é prejudicada por este
desequilibro entre agua e cloreto de sodio, consequentemente, inibe a expansédo celular e reduz a
taxa de crescimento, dado que, quando as sementes sdo expostas a alta salinidade, a presséo
osmotica interfere na fungdo da membrana, reduzindo a atividade metabolica e podendo,
consequentemente, originar a morte celular (Shukla et al., 2019) através da acumulacdo tdxica de
ibes de Na* e CI (Dell’aversana et al., 2021). Podera assim colocar-se em hipotese que as
concentragdes 15%o, 25%o ¢ 35%o testadas podem ter sido nefastas para as sementes. Apesar destes
dois ides referidos por vezes ndo se encontrarem em concentragdes toxicas, ndo significa que néo
tenham consequéncias para a planta. Na* e CI- causam, como indicado, pressdo osmética e inibem
o crescimento dos tecidos através de desequilibrios nutricionais (Dell’aversana et al., 2021). Assim,
agregando a sensibilidade do tomate, como indicado anteriormente, justificar-se-iam os resultados
de germinacdo mais baixos quando comparado a um meio ndo salino. Ainda assim, para ambas as
espécies de sementes usadas, o0 extrato SSEP foi 0 que apresentou resultados superiores ao controlo
e a macroalga nele presente, A. nodosum, é ja estudada e conhecida, por diminuir a acumulacéo de
Na* nas folhas e a sua absorcéo nas raizes (Dell’aversana et al., 2021). De facto, o estudo de (Shukla
et al., 2019) usando a macroalga A. nodosum, comprova que a reducdo de efeitos nocivos da
salinidade nas plantas, pode ser conseguida através do melhoramento do crescimento das raizes,
pela absorcdo de nutrientes e transferéncia dos mesmos da raiz para a planta. Em suma, podera ser
uma hipotese, o extrato SSEP oferecer um acréscimo da capacidade de resisténcia das sementes
devido a presenca de substancias como o acido abcisico presente na macroalga. Esta hormona
fornece protecdo contra fatores externos e estimula a resposta de combate ao stress (Tan et al.,
2021; Thomas et al., 2016).

b) Comprimento das radiculas de alface

A figura 24 mostra o comprimento da radicula principal das plantulas de alface
germinadas ao fim de 5 dias de ensaio.
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Figura 24: Comprimento das radiculas da alface, para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentracoes
CT- controlo, 5%, — solucdo salina 5%, realizada ao final de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média
+ desvio padréo (n=6).

Através da medicdo da média do comprimento da radicula principal da alface, foi possivel
observar resultados positivos para o extrato SSEP (Figura 24B), tendo as plantas expostas a este
extrato, radiculas mais longas, do que as plantulas provenientes de sementes embebidas em agua
ultrapura. J& para o extrato AgroGain (Figura 24A), o controlo foi apenas ligeiramente mais
elevado. Nao existem, portanto, diferencas estatisticamente significativas (p-value >0,05) para
nenhum dos extratos usados.

Como descrito no parametro acima, a hormona &cido abcisico, conhecida como estando
presente no extrato SSEP promove a resposta da planta para combate do stress (Tan et al., 2021;
Thomas et al., 2016).

¢) Medicéo de cauliculos e radiculas de tomate
A figura 25 mostra o comprimento da radicula principal e do cauliculo das plantulas de

tomate germinadas ao fim de 7 dias de ensaio.
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Figura 25: Comprimento dos cauliculos (A) e da radicula (B), em plantulas de tomate, para o extrato
AgroGain e comprimento dos cauliculos (C) e da radicula (D) de tomate, para SSEP, nas concentragdes
CT- controlo, 5%, — solug&o salina 5%.. Andlises realizadas ap0s 7 dias. Os valores indicados referem-se a
média £ desvio padréo (n=6).

O extrato AgroGain (Figura 25A-B), originou um comprimento da radicula principal mais
elevado do que o controlo; por outro lado, o controlo obteve melhores resultados no comprimento
do cauliculo. Para o extrato SSEP (Figura 25C-D), em compara¢do com o extrato AgroGain, 0s
resultados obtidos foram o inverso, obtendo-se cauliculos mais compridos no extrato e radiculas
mais compridas no controlo. Estas diferencas ndo sdo, porém, estatisticamente significativas (p >

0,05).

Os resultados obtidos para o tomate e para a alface, comparando o pardmetro comprimento
da radicula principal, foi contrario sendo que, para a alface o extrato mais benéfico foi o SSEP e
para 0 tomate o AgroGain. Diferentes extratos, em diferentes plantas, mostram, pois, originar
resultados diferentes. Estudos realizados com sementes de tomate embebidas em extrato de A.
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nodosum, com salinidade de 5 ¢ 10 %o, mostraram obter melhores resultados de comprimento de
radicula e cauliculo para as sementes embebidas em extrato a 0,5% (Ali et al., 2018). De facto,
para o extrato AgroGain, as sementes embebidas em extrato obtiveram melhores resultados que o

controlo no parametro das radiculas.

Extrato algal de A. nodosum, usada no extrato comercial SSEP, foi testado em Arabidopsis
thaliana, numa solucdo salina de 5%., comprovando-se que melhorou o crescimento e
desenvolvimento da planta através do aumento do comprimento da radicula em presencga de meio
salino (Shukla et al., 2018). Comparando aos resultados obtidos para a mesma macroalga pode-se
observar um comprimento de radicula maior quando embebida a semente em extrato, ao invés de
agua ultrapura, com valores de 1,22 cm e 1,17 cm, respetivamente para a alface (figura 24B), néo
se obtendo valores positivos para o tomate (figura 25D). Nos parametros analisados, o
comprimento das radiculas de alface e tomate, € possivel afirmar que as plantas fazem a absorcao
de &gua e nutrientes através das raizes (M. Singh et al., 2015). Assim, quando expostas ao extrato,
verifica-se um beneficio no desenvolvimento e crescimento das raizes, com uma maior area de
superficie radicular, em comparacdo com o controlo. Tal beneficiard a absorcéo de nutrientes pela

planta.

Os sais séo deslocados das raizes para os caules e a elevada acumulacgéo de sal nas células
pode diminuir a eficiéncia da fotossintese das plantas (M. Singh et al., 2015). Apesar dos valores
obtidos para a medicdo da radicula ndo ter sido promissor para o extrato SSEP, os valores do
comprimento do cauliculo do tomate para 0 mesmo extrato foram superiores ao controlo, 1,188g e
1,068g, respetivamente. Ja o extrato AgroGain ndo obteve resultados positivos para a medicdo do

cauliculo.

d) Peso fresco

A figura 26 mostra o peso das plantulas de alface e tomate germinadas ao fim de 5 e 7 dias

de ensaio, respetivamente.
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Figura 26: Peso fresco para plantulas alface, com extrato AgroGain (A) e SSEP (B) e plantulas de tomate
para o extrato AgroGain (C) e SSEP (D), para as concentragfes CT- controlo, 5%, — solugdo salina de 5%,
ao longo de 5 e 7 dias respetivamente. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=6).

A planta que apresentou maiores diferencas entre o controlo e o extrato foi a alface, ainda
assim, estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (p-value >0,05). Para o extrato
AgroGain e para o extrato SSEP (Figura26A-B), é possivel observar valores mais elevados nas
sementes embebidas em extrato, comparativamente com o controlo. Por outro lado, para o tomate,
0s extratos AgroGain e SSEP (Figura 26C-D) obtiveram valores muito semelhantes, onde o
controlo, para o AgroGain, apresentou plantulas com um peso 0,001g superior & média e para o

SSEP as plantulas registaram um peso 0,001g inferior a média.

Apesar de nas sementes de alface, a percentagem germinacdo do AgroGain ser mais baixa
nas sementes embebidas no extrato do que no controlo, o peso das sementes germinadas € maior
do que o controlo.
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Estudos com Arabidopsis thaliana, usando a macroalga A. Nodosum, presente em SSEP,
mostrou que a presenca de 5%o de solugdo salina reduzia severamente o peso fresco e seco das
plantas, mas quando aplicada uma concentragdo de 0,1% de extrato, melhorava o peso fresco e
seco da planta (Shukla et al., 2018). Comparando com os valores em estudo, para o tomate (Figura
26D), os valores foram iguais para o controlo e as sementes embebidas em extrato, com valor de
0,0169. Ja para a alface (Figura 26B) os valores foram de 0,017g para o controlo e 0,018g para
sementes embebidas em extrato. Ao contrério do que Shukla et al., 2018 obteve, portanto, ndo se

registou um aumento significativo no peso das plantas submetidas a stress salino.

e) Teor de Humidade
A figura 27 mostra percentagem teor de humidade das plantulas de alface e tomate ao fim
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Figura 27:Teor de humidade obtida, para a alface com o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) e o tomate com
0 extrato AgroGain (C) e SSEP (D) nas concentraces CT- controlo, 5%, — solucéo salina 5%, realizada ao
final de 5 e 7 dias, respetivamente. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=6).
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Percentagem de germinagao
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Relativamente ao teor de humidade, para ambos o0s extratos e para ambas as plantas (Figura
27) os valores foram semelhantes, entre o controlo e as sementes embebidas no extrato. N&o houve

diferengas significativas (p-value >0,05).

B. Ensaio de stress: avaliagdo do efeito da temperatura

Para os testes de stress foi, como referido, avaliado também o efeito da temperatura, tendo
sido testados valores de 35°C, para ambos 0s extratos e ambas as plantas. Porém, apenas as
sementes de alface germinaram, pelo que apenas podemos discutir estes resultados. A semente de
tomate, novamente, mostra maior sensibilidade quando os valores de temperatura saem fora da sua

amplitude térmica, sendo que a temperatura maxima tolerada pelo tomate é de 29.5°C.

f) Percentagem de germinagdo de alface a 35°C

A figura 28 mostra a percentagem de germinacdo das sementes de alface ao fim de 5 dias

de ensaio. Para ambos os extratos algais ndo houve diferencas significativas (p-value >0,05).
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Figura 28: Média + desvio padrdo da percentagem de germinagdo (%) de sementes de alface, para as
concentragdes: CT- controlo e 2% para o extrato algal AgroGain (A) e SSEP (B), ao longo de 5 dias. Os
valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=6).

O extrato algal de AgroGain (Figura 28A), obteve resultados semelhantes entre o controlo
e a concentracao de extrato 2%. J& o extrato SSEP (Figura 28B), teve valores de PG mais elevados
no controlo. Ou seja, os extratos ndo interferem de forma positiva na germinagdo, em situacdes de
stress térmico. Foi usada a temperatura 35°C, e como referido anteriormente, a temperatura maxima

tolerada pelo tomate é 29,5°C (Labouriau & Osborn, 1984). Por ser uma planta muito sensivel,
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nenhuma das sementes de tomate germinou. No entanto, para a alface, apesar da temperatura ideal
rondar os 20°C (Nascimento & Daniel, 2002), foram observados alguns resultados, ainda que, néo
0s esperados, j& que para o extrato SSEP, por exemplo, o controlo obteve resultados mais elevados
quando comparado ao extrato. Uma hipdtese para explicar estes resultados podera ser a degradacéo
dos extratos algais por exposicao a temperatura. Porém, nao tendo sido efetuadas analises quimicas

aos extratos, ndo podemos comprovar esta hipétese.

g) Comprimento das radiculas de alface

A figura 29 mostra o comprimento das radiculas, de plantulas de alface, ao fim de 5 dias de

ensaio.

Comprimento (cm)

0,5

0,0

Comprimento (cm)

cT CcT 2%

Concentragdo de AgroGain Concentragdo de SSEP

Figura 29: Média * desvio padrdo do comprimento das radiculas da alface, para plantulas emextrato
AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentragdes: CT- controlo e 2%, realizada ao final de 5 dias. Os valores
indicados referem-se a média + desvio padrao (n=6).

Ambos o0s extratos obtiveram resultados mais interessantes na concentracéo 2% (Figura 29),
ainda que estas diferencas ndo sejam estatisticamente significativas (p-value >0,05). Apesar dos
extratos ndo terem interferido de forma positiva na germinacdo, a média do comprimento da
radicula das plantulas germinadas obteve resultados mais expressivos. A composi¢do dos extratos
algais, quando exposto a temperaturas mais elevadas, poderd sofrer alteracdes, e, portanto,

influenciar o comportamento dos compostos em estudo.
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h) Peso fresco da alface

A figura 30 mostra o peso médio das plantulas de alface ao fim de 5 dias de ensaio.

Peso (g)
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A
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0,0000

CT 2%
Concentragdo de SSEP

Figura 30: Média do peso fresco da alface para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentracdes CT-
controlo e 2%, realizada ao final de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=6).

Neste parametro, ambos os extratos algais obtiveram melhores resultados, do que o controlo

(Figura 30), obtendo-se para o controlo e a concentracdo de 2% do AgroGain, 0,0085¢g e 0,0089g,

respetivamente. Ja para o extrato SSEP, o controlo e a concentracdo usada obtiveram 0,0086g e

0,099, respetivamente. O extrato SSEP obteve um resultado ligeiramente mais elevado, ainda que

ndo existam diferencas estatisticamente significativas (p-value >0,05).

i) Teor de Humidade

A figura 31 mostra a percentagem de humidade das plantulas de alface ao fim de 5 dias de ensaio.
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Figura 31:Teor de humidade da alface para o extrato AgroGain (A) e SSEP (B) nas concentracfes: CT-
controlo e 2%, realizada ao final de 5 dias. Os valores indicados referem-se a média + desvio padrdo (n=6).

Os resultados obtidos para o teor de humidade (Figura 31), para ambos os extratos, foi
equivalente entre o controlo e a concentragao de extrato de 2%, sendo que, neste caso se obtiveram
valores de humidade superiores em cerca de 1%. N&o existem, portanto, diferencas estatisticamente
significativas (p-value >0,05).

De forma geral, os extratos de macroalgas interferiram com os resultados dos bioensaios
realizados. O extrato algal AgroGain, com a macroalga K. alvarezii, possui naturalmente na sua
composicao auxinas, citocininas e giberelinas, sendo conhecido no grupo de algas vermelhas ainda
a presenca de acido jasmonico. Para o extrato SSEP, composto pela macroalga A. nodosum,
encontra-se as citocininas, o0 acido abcisico e as giberelinas, onde, no grupo de algas castanhas,
apenas faltaria observar as auxinas (Tarakhovskaya et al., 2007; Wally et al., 2013). A base para
uma germinacdo e crescimento mais favoravel do que nos controlos, ja poderia ser esperado uma
vez que as giberelinas estimulam a germinacdo de sementes. Isto verificou-se, de facto, no ensaio
de otimizacdo da concentracdo 6tima, para as concentracdes 0,02%, 0,2% e 2% de extrato algal.

As auxinas auxiliam o crescimento da planta, as citocininas auxiliam o crescimento de
caules e podem ajudar a tolerar stress externo, e 0s acidos abcisico e jasmanico estimulam respostas
ao stress (Gary Loake, Priya Ayyar, 2017; Tan et al., 2021; Tarakhovskaya et al., 2007; Thomas et
al., 2016). Efetivamente, estas fito-hormonas poderdo ter sido responsaveis pelos resultados num
todo, mas especificamente, nos ensaios de stress como temperatura e salinidade para a alface, sendo
a espécie que obteve resultados para ambos 0s ensaios.

59



Portanto, desde promover a germinacgdo, o desenvolvimento e a tolerancia ao stress, as
macroalgas usadas eram promissoras. De acordo com a bibliografia, as duas macroalgas descritas
possuem a mesma fito-hormona responsavel pela germinacdo das sementes, as giberelinas, no
entanto, foi possivel observar resultados diferentes, sendo isto, possivelmente, devido a uma
diferenca de concentracdo ou de molécula presente, em cada macroalga. O extrato SSEP foi o
extrato que, de forma global, ofereceu melhores resultados, observando-se melhores percentagens
de germinacdo, maior comprimento de caules e de raizes, e ainda, melhor estado fisiol6gico e
sanitario da planta, em comparacdo com o AgroGain. Poderé isto justificar-se com a potencial
presenca da fito-hormona caracteristica a macroalga, o acido abcisico, uma vez que protege contra
fatores externos e estimula a resposta ao stress (Tan et al., 2021; Thomas et al., 2016).

Vérias referéncias indicam que, quanto menor a concentracdo do extrato, melhores os
resultados obtidos, com o por exemplo o trabalho de Ali et al., (2018), quando comparado com
concentragdes elevadas, e isso foi comprovado pelo primeiro bioensaio realizado. Resultados
obtidos por L. Silva, (2015) com concentracdes de extrato aquoso bruto e processado de A.
nodosum a 25%, 75% e 100%, embebido em papel de filtro, mostraram que a germinacéo de
semente de alface ndo foi promovida em relacéo ao controlo, tendo a concentracao de 100% obtido
resultados de germinacéo abaixo do controlo em cerca de 20%. Assim a ideia de que concentracdes
mais baixas sdo mais benéficas foi reforcada. Por outro lado, estudos realizados usando extratos de
Gracilaria caudata e Gracilaria domingensis, pertencentes a mesma classe de K. alvarezii, sendo
ambas da familia Gracilariaceae (WoORMS Editorial Board, 2022), onde foram usadas
concentracgdes de extrato aquoso de 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5% em microplacas, apesar de ndo
terem obtido resultados positivos na germinacdo em relacdo ao controlo, segundo Torres et al.,
(2018), mostraram resultados promissores no desenvolvimento da alface, designadamente no
comprimento das radiculas e cauliculo. Baixas concentragdes, para além de serem mais benéficas
para a semente, sdo também vantajosas a nivel financeiro e ambiental, dado que, € necessaria pouca
quantidade para se obterem bons resultados, favorecendo, portanto, uma colheita ambientalmente
sustentavel, ja que algumas das algas usadas como bioestimulantes, como seja 0 A. nodosum, sao
colhidas na natureza.

No que se refere a utilizacdo de sementes desinfetadas, foram desenvolvidos estudos por

Popescu, (2016) com sementes de tomate desinfetadas e com extrato aquoso de A. nodosum, usando
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extrato a 0,1% e 0,5% em papel de filtro e embebido diretamente nas sementes, com duas variantes
de tempo, sendo elas 1 minuto ou 24 horas, onde o controlo foi papel de filtro embebido apenas
em agua destilada. Os resultados obtidos para PG ndo foram estatisticamente significativos (p-
value >0,05). De acordo com Popescu, (2016), no comprimento de radicula principal, sementes
embebidas por 1 minuto, obtiveram melhores resultados do que os restantes, no entanto, para o
comprimento dos cauliculos foi possivel observar uma diferenca clara nas sementes embebidas
pelo extrato, com ambos os tempos, obtendo assim melhores resultados para sementes embebidas
no mesmo. Estes resultados sdo consistentes com o0s obtidos no presente trabalho, ja que se
comprovou que sementes embebidas no extrato obtém melhores resultados quando comparado com
0 extrato inserido no meio. Como ja observado, nas percentagens de germinacdo de sementes de
alface e de tomate, utilizando extratos de Gracilaria gracilis, pertencente a mesma classe da
macroalga vermelha em estudo e da familia Gracilariaceae (WoRMS Editorial Board, 2022), 0s
extratos ndo se mostraram benéficos ou relevantes, segundo Demir et al., (2006). Em todas as
referéncias bibliograficas referidas, o extrato algal de macroalgas vermelhas ndo é considerado
benéfico na germinacédo de sementes. De facto, comparando os dois extratos usados em estudo, 0
SSEP, da macroalga A. nodosum, uma alga castanha, obtém de forma geral melhores resultados de
germinacdo, mesmo em ensaios de stress de salinidade, sendo o Unico extrato a obter melhores
resultados que o controlo. Ainda assim, a obtencdo de menor percentagem de germinacao nao
significa resultados menos interessantes, ja que outros dos parametros analisados exibem, por vezes
resultados mais vantajosos, nomeadamente o comprimento da maior radicula, do cauliculo ou o
peso fresco. Por esse motivo, 0s extratos algais enquanto bioestimulantes poderdo ser benéficos
para plantas j& germinadas, para o seu desenvolvimento, por métodos de rega ou por aplicacdo
foliar.

Os stresses abidticos como a temperatura e a salinidade, levam ao aumento do stress
oxidativo acumulando O, e H20,. Esta acumulacao danifica lipidos, hidratos de carbono, proteinas,
entre outros (Khan et al., 2009). Duas enzimas antioxidantes presentes no sistema de defesa das
macroalgas sdo a enzima ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT). A enzima APX converte,
peroxido de hidrogénio (H202), em &gua e a enzima CAT, converte H>O> em &gua e dioxigénio

(O2) (Rezayian et al., 2019). Assim, no estudo indicado, os extratos de macroalgas AgroGain e
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SSEP foram testados tanto no stress salino como no stress térmico, tentando aferir o efeito destes
extratos na resposta das plantas ao stress.

Para ensaios de stress salino, foi possivel observar resultados positivos para A. nodosum
com sementes de tomate desinfetadas e embebidas no extrato a 0,5% (Ali et al., 2018). Foram
usadas solucgdes salinas de 5%o e 10%o, tendo, em ambos os casos, 0 extrato obtido melhores
resultados que o controlo, ainda assim, as percentagens de germinagdo rondaram os 50 a 60%,
metade da PG obtida quando comparado com a PG em meio néo salino. Estas percentagens de
germinacdo estdo em concordancia com resultados obtidos no presente estudo, no qual a
percentagem de germinacgdo do tomate rondou igualmente os 60%, paraa mesma macroalga, e para
as sementes de tomate submetidas a desinfecdo e embebicéo de extrato. Esperava-se, efetivamente,
uma germinagdo menor, ja que as sementes estdo em situacao de stress. Nestas circunstancias, de
facto, o extrato mostrou-se eficiente na resposta ao stress, dado que os resultados obtidos para o
comprimento da radicula e do cauliculo foram melhores quando comparados com o controlo.
Estudos realizados com sementes de tomate mostraram que o0 uso de extratos algais,
especificamente A. nodosum, aumentam a atividades das enzimas CAT e APX quando expostas a
stress e, permitem assim, obter um desempenho significativamente melhor quando comparado com
os controlos (Ali et al., 2018). Ja com a macroalga K. alvarezii foi comprovada a reduzida formacéo
de H20. e Oz, quando usada como bioestimulante em plantas de trigo expostas a salinidade de 8%o
(Patel et al., 2018). Portanto, o facto de as macroalgas terem enzimas como a APX, que converte
H202em agua, e a enzima CAT, que transforma em agua e O, faria com que fosse espectavel obter
melhores resultados. Apesar de existirem estudos que comprovam a presenca dos compostos
anteriormente descritos nas macroalgas, inclusive as fito-hormonas, a estrutura quimica das
mesmas pode ser diferente, gerando substancias distintas e, portanto, obter-se resultados diferentes
dos esperados quando comparado com as fung¢fes das mesmas nas plantas.

As diferentes respostas das plantas expostas aos extratos SSEP e AgroGain pode, também,
dever-se a diferente composi¢do quimica dos préprios extratos algais. Para ambos os extratos é
possivel observar, por exemplo, nitrogénio e potéssio e especificamente para cada um deles,
magnésio para SSEP e fosfato para AgroGain. O nitrogénio é essencial para a sintese dos pigmentos
fotossintéticos e coenzimas, entre outras moléculas (Maathuis, 2009) e a sua deficiéncia pode

causar uma diminuicdo de &rea foliar e raizes com menos espessura (Chen et al., 2018). O potassio
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é conhecido por auxiliar o crescimento nas plantas (Maathuis, 2009) e a sua auséncia faz-se sentir
igualmente no crescimento da planta originando plantas mais baixas, com menos rebentos e menor
area foliar (Chen et al., 2018). Presente no AgroGain, o fosfato é conhecido por ser armazenado
nas sementes para posteriormente promover a germinacdo e o crescimento (Maathuis, 2009),
portanto, agregado a presenca das fito-hormonas, naturalmente presentes na macroalga, deveria
potenciar a germinacdo. De igual forma, o magnésio, presente no extrato SSEP, é considerado
muito importante na fotossintese (Maathuis, 2009). Portanto, esta diferente composicao pode ter
influenciado os resultados obtidos, sendo que, no ensaio para otimiza¢do da concentracdo de
extrato foi visivel a diferenca entre os dois extratos.

E importante ressaltar que diferentes macroalgas, mesmo pertencendo & mesma classe, tém
composic¢Oes quimicas diferentes. Por outro lado, o método de extracdo influencia, também,
grandemente, a composi¢do quimica dos extratos, tornando os extratos Gnicos e com caracteristicas
diferentes. Assim, 0 uso da mesma macroalga para obtencdo de extrato com métodos distintos
podera ter resultados diferenciados. Por outro lado, outro aspeto que podera fornecer resultados
particulares € a fase de crescimento da planta onde o extrato é aplicado e quanto tempo ele
permanece ativo em beneficio da planta (Battacharyya et al., 2015). Ou seja, mesmo que um extrato
ndo seja benéfico na germinacdo da semente, por exemplo, ndo significa que ndo o seja para o
desenvolvimento da planta, como observamos para o extrato AgroGain.

Dando o estudo como terminado, e de forma geral, podemos constatar que os extratos algais
tém efeito bioestimulante, em varias vertentes. Potenciam a germinacéo de sementes, favorecem o
crescimento da radicula e, por vezes, do cauliculo, e podem aumentar o peso da planta. Séo,
comprovadamente, eficazes em baixas concentracdes. No que se refere ao efeito sobre o stress,
mais testes teriam de ser realizados, mas do que foi possivel concluir, o extrato SSEP mostrou-se
mais eficaz no aumento da resposta ao stress por parte das plantas. Finalmente, a realizacdo do
passo de desinfecdo das sementes e do meio mostrou-se relevante para a prevencdo das

contaminacoes.
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Conclusoes

Em suma, os extratos algais AgroGain e SSEP deverdo possuir fito-hormonas como as
giberelinas, a hormona responsavel pela germinacdo das sementes, ja que ambos 0s extratos
promovem a germinacdo das plantas estudadas. No entanto, esta fito-hormona podera ter
concentragdes diferentes consoante o taxa/a divisdo ao qual a macroalga pertence, e ainda, serem

molecularmente distintos das plantas, dado os resultados obtidos.

Seria espectavel constatar a presenca de fito-hormonas de crescimento presentes nas
macroalgas, como as giberelinas, responsavel pela germinacdo de sementes ou até mesmo o acido
abcisico que estimula a protecéo da planta contra fatores externos como o stress. Em conjunto com
a composicdo dos extratos e as enzimas APX e CAT, os extratos algais possuem grande potencial

enquanto bioestimulante.

O extrato puro de macroalga mostra-se inibitério, exibindo valores de germinacdo das
sementes consideravelmente mais baixos do que o controlo, uma vez que auxinas em excesso
podera ser toxica. Conclui-se atraves do estudo e da literatura que as concentragdes ideias para
bioestimulante de sementes, como a alface e tomate, sdo concentracdes baixas, sendo um facto
benéfico economicamente, porque € preciso pouca quantidade para se obterem bons resultados,

sendo também ambientalmente mais sustentavel.

No que se refere a desinfecdo das sementes, de facto, a utilizacdo de sementes desinfetadas
permite obter melhores resultados, de forma geral, nos parametros analisados e uma maior
qualidade da semente, uma vez que, a incidéncia de contaminacdes é consideravelmente menor. O
uso de extrato algal sem qualquer tipo de desinfecdo produziu melhores resultados de taxa de
germinacdo de sementes em comparacdo com 0s restantes, sobretudo relativamente ao meio
autoclavado, provavelmente pela degradacdo de moléculas bioativas termo sensiveis existentes no

extrato.

O uso de extrato algal diretamente na embebicdo de sementes, ao invés da sua adicdo no
meio, mostrou também ser mais eficiente, uma vez que o extrato aplicado diretamente na

embebicdo permite o acesso imediato as moléculas bioativas pela semente. Inversamente, quando

64



0 extrato é aplicado no meio a semente tera primeiro de germinar e desenvolver-se, antes de ter

acesso a essas mesmas moléculas bioativas.

Concluiu-se, também, que o tomate é, de facto, uma semente sensivel, tendo baixa
tolerancia ao sal, verificando-se, ainda assim, uma germinacao razoavel na Unica concentragdo de
sal na qual germinou. Para o stress térmico, ndo se obtiveram resultados para temperaturas acima
da sua amplitude térmica habitual, pelo que os extratos algais ndo tiveram qualquer efeito no
aumento da resisténcia ao stress térmico. J& para as sementes de alface, apesar das sementes de
alface terem uma PG perto de 100% na salinidade de 5%o, 0 seu estado fisioldgico era visivelmente
mais baixo do que quando germinadas em meio MS néo salino. Quanto ao stress térmico, apenas
sementes de alface foram germinadas e com um PG a rondar os 50% quando embebidas em extrato

e 60% para o controlo, e sendo por isso, ndo satisfatoria.

Bioensaios como o stress induzido por temperatura sdo importantes na sociedade atual, dada
a tendéncia de aumento da temperatura global. Assim os resultados obtidos ndo foram os esperados,
uma vez que sera necessario encontrar solu¢des para o aumento da temperatura para a continuagédo

da producéo agricola e os resultados obtidos ndo foram promissores.

Ainda assim, os extratos algais podem possuir na sua composi¢do fatores de resisténcia ao
stress abiotico, como enzimas, fito-hormonas importantes a germinacéo e desenvolvimento da
planta, e ainda, a sua composicao, promovendo no geral uma resposta mais eficaz da planta. Os
extratos algais sao muito promissores para dar respostas aos problemas originados pelo mundo

atual.
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Perspetivas futuras

Para obtencéo de resultados mais robustos, seria necessario aumentar o nimero de amostras
e 0 nimero de sementes por amostra diminuindo, assim, o erro associado e tornando os testes mais

robustos.

Para os estudos realizados com extrato algal adicionado ao meio, seria necessario analisar
a alteracdo quimica do extrato ao longo do estudo, uma vez que, o extrato € armazenado a 4°C para
0 uso em 48 horas e o ensaio decorre a temperaturas de 20°C durante 7 dias. E possivel que tenham
ocorrido alteragdo da composicdo quimica, com alguma degradacdo de compostos bioativos, que
tenham interferido com os resultados devido a temperatura usada no estudo. Nao tendo sido
efetuada nenhuma analise quimica, questiona-se a eficacia dos extratos, ao fim de alguns dias de

extragéo.

Os testes de stress poderiam ser realizados com temperaturas mais perto do limite maximo
da amplitude térmica do tomate, visto que & uma semente mais sensivel. O mesmo relativamente a
salinidade, podendo realizar-se ensaios com salinidades no intervalo 5%. € 15%0 para se ter um

estudo mais detalhado.

Alguns autores fizeram também ensaios de spray foliar, em plantas mais maduras, para
observar o desenvolvimento e o crescimento da planta, além do potencial fungicida ou bactericida

dos extratos algais. Este estudo adicional seria também interessante de realizar no futuro.

Todas as plantas obtidas no estudo podiam ter sido analisadas quimicamente (analise
proximal), uma vez que ndo héa certeza da alteracdo, ou ndo, da sua composicdo e até a aquisicdo
de componentes tdxicos devido ao uso dos extratos algais. Para além de efeitos prejudiciais, seria
também benéfico descobrir efeitos positivos sobre, por exemplo, eventuais aumentos de
concentracdes de hidratos de carbono, incluindo fibras, lipidos, proteina, vitaminas, e macro e

microelementos calcio, magnésio, ferro, fosforo, célcio, potassio e sodio.

Por fim, numa perspetiva da biorefinaria, seria importante o aproveitamento da biomassa
remanescente quando é realizado um extrato algal, ainda que, ndo se saiba 0 processo realizado

pelas empresas que o fornecem. Apesar de ndo ser o ambito deste estudo em concreto, Varios
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extratos algais tém como produtos finais, o extrato e um residuo. Quando realizado um extrato
aquoso, o residuo podera ainda passar por outra extracdo, como etanolica, para obtencao de outros
componentes, ou, 0 uso para, por exemplo, formulacdo de ragcdes de peixe, ou outras aplicacoes,

visando o aproveitamento completo da biomassa.
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Anexos
Anexo Al: Exemplo de beneficios do extrato de Ascophyllum nodosum

Tabela VI Exemplos de beneficios do extrato de Ascophyllum nodosum

Planta (Espécie)

Tomateiros
esculentum)

Tomateiros
lycopersicum)
Morangueiros
ananassa)

Morangueiros
ananassa)

Milho (Zea mays)

Milho (Triticum aestivum L.)

Espinafres (Spinacia oleracea)

Espinafres (Spinacia oleracea)

Nabo (Brassica napa)

Couve (Brassica oleracea)

Couve (Brassica oleracea var

acephala)

(Lycopersicon

Beneficio

Melhoramento do crescimento da planta
e da qualidade do fruto — diminuigéo do
stress por salinidade.

Melhoramento do crescimento da planta
e raiz.

Melhoramento do crescimento da planta
e da qualidade do fruto; melhoramento
do crescimento da raiz.

Melhoramento da defesa da planta contra
infecdes quando usado enquanto adubo
foliar — inducdo do metabolismo
secundario e regulacdo das atividades
enzimaticas

Melhoramento da morfologia e nutrigdo
daraiz.

Melhoramento da producéo de espigas e
rendimento dos grédos, aumento assim a
produtividade da cultura.

Melhoramento do crescimento,
rendimento e qualidade nutricional;
Atenuacdo do stress através da seca —
Pelo conteudo fenolico e antioxidante;

Melhoramento da qualidade p6s-colheira
para 0 seu armazenamento.
Melhoramento da germinacao e vigor em
condicbes de stress por altas
temperaturas.

Melhoramento do crescimento e

rendimento — Pelo metabolismo de
nitrogénio, carbono e enxofre.
Fornecimento de isotiocianato,

compostos fendlicos e flavonoides.
Melhoramento do crescimento da raiz

Autor
(Shukla et al., 2019)

(M. Silvaet al., 2021)

(Shukla et al., 2019)

(Bajpai et al., 2019)

(Shukla et al., 2019)

(Marchioro &
Marchioro, 2010)

(Shukla et al., 2019)

(Neto et al., 2020b)

(Shukla et al., 2019)

(Shukla et al., 2019)

(Ternus et al., 2021)
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Pimenta (Capsicum annuum)

Videiras (Vitis vinifera)

Videiras (Vitis vinifera)

Girassol (Helianthus annuus)

Batata-doce (Ipomoea batatas)

Melhoramento  da
comprimento da raiz.

Melhoramento do crescimento,
rendimento, amadurecimento e
qualidade da fruta.

Melhoramento da  maturacdo e
propriedades quimicas do vinho.

Melhoramento da percentagem de
germinagdo com a diminui¢éo do tempo
necessario para a mesma. Plantas
maiores e aumento da massa fresca e
seca.

Melhoramento do vigor das mudas.

germinacdo e

Anexo A2: Taxonomia da Lactuca sativa

Tabela VII Taxonomia da Lactuca sativa

Taxonomia Lactuca sativa Kartesz, J.T. 1994

Dominio
Reino
Sub-reino
Infra-reino
Superdivisado
Diviséo
Subdivisao
Classe
Superordem
Ordem
Familia

Género

Eukaryota
Plantae
Viridiplantae
Streptophyta
Embryophyta
Tracheophyta
Spermatophytina
Magnoliopsida
Asteranea
Asterales
Asteraceae

Lactuca

(M. Silva et al., 2021)

(Shukla et al., 2019)

(Frioni et al., 2018)

(P. L. F. dos Santos et
al., 2019)

(Neumann et al.,
2017)

7



Espécie

Lactuca sativa

Anexo A3: Taxonomia de Solanum lycopersicum (Knapp, 2013)

Tabela VIII Taxonomia de Solanum lycopersicum

Reino
Filo
Classe
Ordem
Familia
Género

Espécie

Taxonomia Solanum lycopersicum L.
Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Solanales
Solanaceae
Solanum

Solanum lycopersicum
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