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RESUMO

O cultivo de macroalgas é um importante segmento da aquicultura. A
maior parte das macroalgas produzidas é destinada a indudstria
alimenticia, porém, nos Uultimos anos, a utilizacdo dessas como
bioestimulantes para a inddstria agricola vem ganhando destaque. Isso
se deve ao fato de extratos de macroalgas conterem uma grande
guantidade de compostos bioativos que podem melhorar o
desenvolvimento vegetal em suas diversas etapas do ciclo de vida, seja
guando cultivados em condi¢cdes Otimas, ou quando em condicBes de
estresse. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de estimulagédo
de plantas vasculares (Arabidopsis thaliana e rabanete Raphanus
sativus) a partir do uso de extratos das macroalgas tropicais
Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula. O primeiro capitulo
avaliou a producdo de raizes e partes aéreas de A. thaliana ap6s
aplicacdo de extratos metandlicos de ambas as espécies de macroalgas
cultivadas em diferentes condigBes. O segundo capitulo avaliou os
efeitos de extratos aquosos obtidos sob pressdo de ambas as macroalgas
na germinacdo e crescimento do rabanete em estresse por alta
temperatura. Foi observado que as concentragdes mais baixas (< 0,05
mg mL?) dos extratos metanélicos estimularam o crescimento de raizes
e parte aérea das plantulas de A. thaliana, ao passo que as concentracfes
mais altas (> 0,10 mg mL?) inibiram tais pardmetros. Ainda, observou-
se que extratos metandlicos provenientes de macroalgas cultivadas em
condicbes padrdo de laboratorio apresentaram maior potencial
estimulatério nas plantulas e macroalgas cultivadas em diferentes
condicBes apresentaram maior conteido de compostos fenolicos e de
flavonoides. Além disso, os extratos provenientes dos tratamentos KP-
padrdo, KP-20°C, KP-AMPEP e SG-padrdo apresentaram diferentes
perfis de aminoécidos e substancias relacionadas & estimulacdo de
plantas vasculares, tais como a 4-hidroxiprolina, o acido pipecélico e a
cumarina. Com relacdo a extracdo aquosa obtida sob pressdo, o
rendimento foi avaliado para ambas as espécies. Posteriormente, 0s
extratos foram testados em sementes de rabanete cultivadas em 25 °C e
35 °C, bem como em plantas cultivadas outdoor no verdo. K. alvarezii
rendeu trés vezes mais extrato que S. filipendula, enquanto que o extrato
de S. filipendula estimulou a germinacdo de sementes cultivadas em 35
°C em concentragdo cinco vezes mais baixa que o extrato de K.
alvarezii. As andlises demonstraram alteragdes morfoldgicas nas
plantulas cultivadas em alta temperatura no entanto, ndo foi observada
diferenca no conteldo de enzimas antioxidantes entre os tratamentos,



provavelmente por causa da presenca de substancias bioestimulantes nos
extratos. Com base nos resultados observados, concluimos que os
extratos metanolicos de ambas as espécies podem ser aproveitados na
industria agricola em baixas concentrages (0,03 mg mL? para K.
alvarezii e 0,01 mg mL? para S. filipendula), de preferéncia apds
aclimatacdo das macroalgas por uma semana em laboratério
previamente a producdo dos extratos, pois é provavel que a aclimatagédo
estabilizou os extratos. Ainda, extratos aquosos de ambas as espécies de
macroalgas protegem as sementes em germinacao dos efeitos do estresse
por alta temperatura sem interferir no desenvolvimento posterior das
plantas. Nesse contexto, as melhores concentracGes foram de 0,05 mg
mL para K. alvarezii e 0,01 mg mL para S. filipendula.

Palavras-chaves: aquicultura, agricultura, extratos de macroalgas,
bioestimulantes



ABSTRACT

Seaweed cultivation is an important sector of aquaculture. While most
of the seaweed production is destined to food industry, the utilization of
seaweed biomass to produce biostimulants in agriculture has been
growing in the last years. This fact is due to the seaweed composition,
which may contain a wide range of bioactive compounds which can
enhance the crop development in several stages of their life cycle in
optimal farming conditions or under stress. The aim of this work was to
evaluate the stimulation potential of tropical seaweeds Kappaphycus
alvarezii and Sargassum filipendula extracts in Arabidopsis thaliana
and radish Raphanus sativus. The first chapter evaluated the production
of roots and aerial parts of A. thaliana plantlets after the application of
methanolic extracts from both seaweeds species, previously cultivated in
different conditions. In the second chapter, high pressurized aqueous
seaweed extract from both seaweeds was tested on radish germination
and growth under high temperature. Lower concentrations of methanolic
extracts (< 0.05 mg mL™?) stimulated plant roots and aerial parts of A.
thaliana plantlets, while higher concentrations (> 0.10 mg mL™)
inhibited those parameters. Moreover, the stimulatory effects was higher
on plants after application of the methanolic extracts from seaweed
previously cultivated under standard laboratory conditions and the
phenolic and flavonoid content was higher in seaweeds cultivated under
different conditions. Also, extracts from KP-padrdo, KP-20°C, KP-
AMPEP and SG-padrdo presented different amino acid pattern as well
as other compounds related to vascular plant stimulation, such as 4-
hydroxilproline, pipecolic acid and coumarin. Regarding to high
pressurized aqueous extract, the yield was evaluated for both seaweed
species. After, those extracts were applied in radish seeds cultivated
under 25 °C and 35 °C, as well as in plants cultivated outdoor in the
summer. K. alvarezii yielded three times more extracts than S.
filipendula, while S. filipendula extract stimulated the seed germination
under 35 °C in concentrations five times lower than K. alvarezii extract.
Microscopy analyzes showed morpho-histological alterations in plants
cultivated in high temperature, although no difference was observed in
antioxidant enzymes content among treatments, probably because of the
bioactive compounds in the extracts. Based on the results, we concluded
that the methanolic extracts of both species can be used in agricultural
industry in low concentrations (0.03 mg mL* for K. alvarezii and 0.01
mg mL?* for S. filipendula), preferably after a period of one-week
acclimation in laboratory conditions before the extracts production



because the acclimation seems to stabilized the extracts. Also, seaweed
aqueous extracts protect the seedlings from the effects of the high
temperature stress without interfere in plants development. In this
context, the best concentrations were 0.05 mg mL™* for K. alvarezii and
0.01 mg mL™* for S. filipendula.

Key words: aquaculture, agriculture, seaweed extracts, biostimulants
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1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo de macroalgas é uma atividade de grande importancia
comercial e estima-se que mais de um quarto da producdo de
organismos aquaticos é proveniente desta atividade. Em 2016, mais de
29 milhdes de toneladas de macroalgas foram produzidas, as quais
foram responsaveis pela movimentacdo de cerca de US$ 10,8 bilhdes.
O crescimento da atividade segue em exponencial desde o inicio dos
registros de producdo, em 1950 (Fig. 1) (FAO, 2018).
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Figura 1 Produ¢do de mundial de macroalgas em biomassa e valor
movimentado em délares de 1950 a 2016 (FAO, 2018)

As macroalgas sdo tradicionalmente consumidas em paises
orientais com finalidade alimenticia, o que ajuda a explicar o fato da
maior parte da producdo ocorrer em paises como a China, Coréia,
Filipinas, Indonésia e Japdo. Atualmente, sdo produzidas em ampla
variedade de formatos, tais como frescas, secas, em pé ou flocos,
extratos liquidos, salgadas ou enlatadas. Além destes usos, as
macroalgas sdo utilizadas como aditivos alimentares, para formulagédo
de nutracéuticos, medicamentos, cosméticos, biocombustiveis,
fertilizantes e bioestimulantes para a industria agricola (Buschmann,
2017). No entanto, a maior parte da biomassa obtida é destinada a
indUstria alimenticia e para suprir a demanda de ficocoléides (FAO
2016).

Dentre as aplicabilidades da biomassa de macroalgas descrita
acima, a producdo de insumos para a agricultura tem se destacado. A
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utilizacdo de macroalgas como fertilizante e melhorador de solo para a
agricultura remonta a longa data. Ha relatos em que, na Europa, as
macroalgas pardas arribadas ou coletadas nas marés baixas eram
misturadas ao solo para fertilizar plantagcdes situadas prdximas aos
costdes rochosos onde eram coletadas. Dentre as espécies mais
comumente utilizadas estdo as dos géneros Ascophyllum, Ecklonia,
Fucus. e Sargassum. (FAO 2003). Foi observado ainda que extratos de
macroalgas podiam melhorar o desenvolvimento vegetal mesmo em
pequenas concentragbes (na ordem de micro ou nano molar),
guestionando se os efeitos na agricultura era apenas acdo de macro e
micronutrientes atuando como fertilizantes ou se 0s extratos
apresentavam compostos bioestimulantes (YAKHIN, et al. 2017).

Desde a década de 1970, sabe-se que extratos de macroalgas
contém fitorménios capazes de melhorar o desempenho agricola. Além
desses, outros compostos identificados podem desempenhar um
importante papel na estimulacdo do desenvolvimento vegetal, tais como
acidos graxos, polissacarideos, esteroides, pigmentos e polifenois
(CHOJNACKA, et al. 2012). Tais compostos administrados em baixas
concentragBes nas plantas vasculares podem influenciar seu
desenvolvimento, aumentando as taxas de germinacdo (LATIQUE, et al.
2014), estimulando a producéo de folhas e raizes (AREMU, et al. 2015;
RAYORATH, et al. 2008), promovendo o crescimento e producgéo
(SASIKALA, et al. 2016) ou desencadeando processos sistémicos de
resisténcia adquirida (MANSORI, et al. 2016; JAYARAJ, et al. 2008).

1.1 Utilizagdo de macroalgas como bioestimulante de plantas
vasculares

Diversos trabalhos demonstraram os efeitos de extratos de
macroalgas em plantas vasculares. Por exemplo, AREMU et al. (2015)
observaram que compostos fenolicos extraidos da macroalga parda
Ecklonia maxima (Osbeck) Papenfuss quando aplicados Eucomis
autumnalis (Mill.) Chitt induziram o crescimento de raizes e partes
aéreas. De forma similar, extratos das macroalgas vermelhas
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva e Gracilaria edulis (S. G.
Gmelin) P. C. Silva foram efetivas no aumento da produtividade e
qualidade de grdos de arroz (Oryza sativa L.) (LAYEK; et al., 2018).
Ainda, plantas de milho (Zea mays L.) responderam ao tratamento com
extratos de K. alvarezii, produzindo mais espigas e com melhor
qualidade do que quando comparado com plantas ndo tratadas
(MONDAL; et al., 2015) e extratos de Sargassum tenerrimum J.Agardh
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melhoraram a germinacgdo, crescimento e producdo de tomateiros
(Solanum lycopersicum L.) (SASIKALA; et al., 2016).

Além dos efeitos em plantas cultivadas em condigdes 6timas,
alguns autores observaram que extratos de macroalgas tem a capacidade
de proteger plantas vasculares crescidas em condi¢des subétimas, sob
efeito de estresses abidticos. Desta forma, ROUPHAEL et al. (2017)
observaram que plantas de abobrinha (Cucurbita pepo L.) cultivadas
com concentracfes crescentes de cloreto de sodio (NaCl) apresentaram
decréscimo de parametros fitotécnicos, morfoldgicos e anatdmicos. No
entanto, quando elas foram tratadas via spray foliar com extratos de E.
maxima, estas apresentaram recuperacdo parcial dos parametros
analisados. STANIELLO et al. (2017) observaram que extratos de
Ascophyllum nodosum (L.) Le Jollis em A. thaliana podem reduzir o
estresse por ressecamento, uma vez que estes alteram a expressdo de
genes envolvidos na resposta ao 4acido abscisico, sinalizando o
fechamento dos estdbmatos e reduzindo a perda de agua pela
evapotranspiracdo. Estes autores observaram ainda que as plantas
apresentaram melhor desempenho fotossintético apds o tratamento.

Devido a estes e outros efeitos que os extratos de macroalgas
apresentam em plantas, diversos produtos bioestimulantes tem sido
disponibilizados no mercado (Tab. 1).

Esse recente investimento das empresas de bioestimulantes em
produtos & base de macroalgas € atribuida a sua composicdo quimica
complexa. Apesar desta composi¢do variar dependendo da espécie,
estacdo e habitat, sua constituicdo principal inclui proteinas, lipideos,
carboidratos, compostos fendlicos, vitaminas e sais minerais
(MACARTAIN, et al. 2007; MARINHO-SORIANO, et al. 2006). Cerca
de 70 a 90% da biomassa de macroalgas é composta de agua e, em sua
massa seca, observa-se de 10 a 75% de carboidratos, 0,7 a 12% de
lipideos e 13 a 84% de minerais. Seu contelido proteico pode variar de 3
a 50% e apresenta grande quantidade de aminoacidos (NUNES, et al.
2017; HARNEDY; FITZGERALD, 2011, HONG; HIEN; SON, 2007;
FLEURENCE, 1999). Esses compostos apresentam atividade
estimulatéria quando administrados em outros organismos, podendo-se
dizer que sdo bioestimulantes (YAKHIN, et al. 2017).
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Tabela 1 Exemplos de produtos bioestimulantes formulados a partir de
macroalgas

Produto Pais Espécie CUPI"E;];;:al
Acadian Canada Ascophyllum nodosum liquido e pé
Alg-A-Mic Estados Unidos Ascophyllum nodosum liquido
AgroKelp Estados Unidos Macrocystis pyrifera liquido
Empathy all purpose Reino Unido nio especificado liquido
Espoma Estados Unidos alga parda nio-especificada granulado
Kelpak Africa do Sul Ecklonia maxima liquido
Kelp Meal Canada Ascophyllum nodosum po
Heromar Espanha Ascophyllum nodosum liquido
Maxicrop Estados Unidos Ascophyllum nodosum liquido e pd
Nitrozime Estados Unidos Ascophyllum nodosum liquido
Plant Biovita India Ascophyllum nodosum granulado
Profert Chile Durvillaea antartica liquido
Seasol Austrélia Durvilea potatorum liquido
SeaWeed Fe China nio especificado liquido
Stimplex Canada Ascophylum nodosum liquido

1.2 Substéncias reguladoras do crescimento vegetal

Horménios vegetais ou fitormbnios sdo compostos organicos
sintetizados em uma parte da planta que, em concentragbes muito baixas
podem desencadear respostas fisioldgicas de estimulacdo ou inibicao,
muitas vezes em resposta a algum fator ambiental. Outras substancias
com atividade semelhante a dos fitorménios, mas que ndo se enquadram
nesta categoria, ou Seja, ions, compostos sintéticos ou compostos
produzidos por outros organismos que nao seja a planta em questdo, sdo
classificados como fitorreguladores (BUCHANAN, GRUISSEM,
JONES 2000; HARBORNE 1998; SALISBURY, ROSS 1992).
Diversos trabalhos levantaram a hipétese de que a principal causa dos
efeitos estimulatérios observados em plantas tratadas com extratos de
algas é proveniente da presenca de horménios vegetais em tais extratos.
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Nove grupos de hormdnios vegetais sdo reconhecidos: auxinas,
citocininas, giberelinas, strigolactonas, brassinosterdides, &cido
abscisico, acido jasmonico, acido salicilico e etileno (BUCHANAN,
GRUISSEM, JONES 2000; TAIlZ, ZEIGER, MURPHY 2017,
ZWANENBURG, BLANCO-ANIA 2018), embora outras substancias
tenham demonstrado atividade hormonal e estejam sob investigacdo
como estigmasterol (BOUVIER-NAVE, et al. 2010), 6xido nitrico
(ASGHER, et al. 2017), peptideos (HIRAKAWA, TORII, UCHIDA
2017), poliaminas (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000),
karrikinas (WALTERS 2017), triacontanol (WAQAS; et al., 2016),
betainas (CHOJNACKA,; et al., 2012) entre outros. Dentre os hormdnios
vegetais e fitorreguladores vegetais, diversos foram identificados em
macroalgas, conforme descrito abaixo.

1.2.1. Fitorménios

Auxinas sdo fitormonios amplamente distribuidos em plantas
vasculares e sdo sintetizados nos apices das plantas terrestres. Atuam na
estimulacdo da formacdo e inibicdo do alongamento das raizes
(BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000; SALISBURY, ROSS
1992). A presenca de auxinas em extratos de macroalgas data da década
de 1980, quando SANDERSON, JAMESON, ZABKIEWICZ (1987)
observaram a presenca de &cido indolilacético em um extrato comercial
obtido a partir de A. nodosum. Desde entdo, outros autores observaram
auxinas em macroalgas (CROUCH; VAN STADEN, 1991) no entanto,
sua origem ainda ndo esta clara. Apesar de serem encontrados em algas
vermelhas, nestas ndo foram encontrados genes homologos das vias
biossintéticas de producdo do acido acético, o que indica que as algas
vermelhas ou produzem tais horménios por vias biossintéticas diferentes
das plantas vasculares, ou obtém tais horménios de forma exdgena
(MORI, et al. 2017). Em algas pardas, ao contrario, diversos genes
homélogos foram observados (MORI, et al. 2017; LE BAIL, et al.
2010).

As citocininas estdo relacionadas a divisdo, expansdo e
diferenciacdo celular em combinacdo com auxinas, e reducdo do
processo de senescéncia em vegetais (BUCHANAN, GRUISSEM,
JONES 2000; SALISBURY, ROSS 1992). Em macroalgas, foram
observadas pela primeira vez na fracdo metandlica de extratos de
Laminaria digitata por meio de técnicas cromatogréficas (HUSSAIN;
BONEY, 1969). Posteriormente, TAY et al. (1985) constataram a
presenca de trans-zeatina e derivados em extrato comercial de Durvillea
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potatorum (Labillardiére) Areschoug, conhecido como Seasol. Outros
trabalhos mais recentes também observaram a presenca de citocininas
em macroalgas (STIRK; VAN STADEN, 1997; PRASAD; et al., 2010).

Giberelinas sdo fitormdnios que promovem o alongamento de
partes aéreas de plantas em seu estado natural, ao contrario das auxinas,
gue promovem o alongamento de explantes de plantas. Além disso, a
promocdo da floragdo, da iniciacdo da germinacdo de sementes em
estdgio de dorméncia, a mobilizacdo de nutrientes e minerais em
plantulas em estdgio de germinagdo, o desenvolvimento de frutos
partenocarpicos e a inducdo de estado de vernalizacdo também sdo
estimulados por giberelinas (SALISBURY, ROSS 1992). O primeiro
registro observado de giberelinas em macroalgas data de 1965, quando
MOWAT (1965) observou 2 a 20 g de giberelina por kg de massa seca
de Fucus spiralis L. apds extracdo acetdnica. Recentemente, STIRK et
al. (2014) relataram ter observado 0,05 a 696,83 pg mg™ de giberelinas
por massa seca do extrato comercial de E. maxima, conhecido como
Kelpak. Apesar de alguns autores atribuirem as giberelinas papel de
bioestimulante em plantas vasculares (WANG,; et al. 2017, STIRK; et al,
2014), essa atuagdo esta em discussdo. MONDAL et al. (2015) testaram
extratos brutos com e sem giberelinas (extraidas com éter por PRASAD,
et al. 2010) da macroalga vermelha K. alvarezii em plantas de milho
(Zea mays L.). Os autores relataram que plantas tratadas com extratos
livres de giberelinas apresentaram melhor desempenho do que aquelas
tratadas com extratos brutos e concluiram que as giberelinas atuaram
possivelmente anulando os efeitos positivos das citocininas.

O 4cido abscisico € conhecido desde meados da década de 1950,
e seus efeitos em plantas foram descritos em 1965 (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000). Sua atividade em plantas inclui a redugédo
da resisténcia vegetal frente a patégenos, a adaptacdo de plantas as
condicbes ambientais e a inducdo do fechamento de estdmatos
(MAUCH-MANI; MAUCH, 2005). Sua presenga em macroalgas €
relatada em Enteromorpha compressa (L.) Nees por NIEMANN;
DORFFLING (1980), BOYER; DOUGHERTY (1988) e em Ecklonia
maxima por STIRK; et al., (2014).

O é&cido salicilico (SA) é um composto fenolico de baixo peso
molecular, comparado aos polifendis. Sua bioatividade em vegetais
ainda ndo é bem compreendida, no entanto, algumas atividades
regulatorias especificas tém sido descritas em plantas vasculares, como
por exemplo, reguladora da termogénese em flores de lirio-vudu
Sauromatum guttatum (sin. Typhonium venosum (Dryand. ex Aiton)
Kunth) (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000). Ainda, ha indicios
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de que a administracdo de A&cido salicilico em plantas de tabaco
(Nicotiniana tabacum L.) levam-nas a produzirem proteinas
relacionadas a infestacdo por patdégenos e induziu processos de
resisténcia adquirida nas plantas, reduzindo a lesdo causada pelo virus
do mosaico do tabaco (RASKIN, 1992). Poucos trabalhos apresentam o
contetido de &cido salicilico em macroalgas, no entanto, GUPTA et al.
(2011) analisaram, por meio de técnicas de cromatrografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), o contetdo de fitormdnios em seis espécies de
algas verdes e observaram a presenca de &cido salicilico em todas as
amostras. Da mesma forma, NOVOA et al. (2011) observaram o &cido
em amostras da macroalga verde Halimeda incrassata (J.Ellis)
J.V.Lamouroux.

O 4cido jasménico e o &cido metil-jasmoénico foram
inicialmente identificados como inibidores de crescimento vegetal em
1980 (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000). Sua atividade em
plantas vasculares é de inibicdo do crescimento em plantas sob o ataque
de insetos, como forma de defesa do vegetal (VIJAYAN; et al., 1998).
A presenca de acido jasmdnico em macroalgas é relatada em
gametdfitos de Chondrus crispus Stackhouse (BOUARAB; et al., 2004)
e em talos de Gelidium latifolium (sin. Gelidium spinosum (S.G.Gmelin)
P.C.Silva) (KRUPINA; DATHE, 1991).

Os brassinosterdides sdo fitorménios esteroidais que foram
isolados de extratos de pdlen de colza (Brassica napus L.) em 1960
(BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000). Estimulam o alongamento
e divisdo celular, o desenvolvimento de tecidos vasculares e a
polarizacdo da membrana e bomba de prétons, a aceleracdo do processo
de senescéncia de folhas e cotilédones, bem como atuam em resposta ao
estresse bidtico e abidtico (CLOUSE; SASSE, 1998). STIRK; et al.
(2014) relatam terem detectado dois tipos de brassinosterdides, o
brassinolideo e a castasterona em extratos de E. maxima, assim como no
extrato comercial da alga, o Kelpak.

Com relacdo ao etileno e as estrigolactonas, o primeiro é um
fitormbnio de natureza gasosa é descrito como forte indutor de
senescéncia em folhas, flores e frutos de plantas vasculares, e o segundo
sdo fitormonios amplamente distribuidos entre os plantas vasculares e
atuam na inibicdo da ramificacdo de raizes adventicias e laterais e
promocgdo da formacdo de pelos absorventes, bem como promovem
interacdes simbioticas na rizosfera entre fungos e plantas. A Unica
evidéncia observada da presenca de etileno em macroalgas foi relatada
por CROUCH; VAN STADEN; et al. (1993) em Acetabularia sp., ao


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Za7ffe64e7a179f90
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passo que as estrigolactonas ndo foram identificadas em macroalgas até
0 presente.

1.2.2. Outras substancias bioativas em extratos de macroalgas

Estudos recentes demonstram uma grande quantidade de
substancias apresentando bioatividade em plantas vasculares, sendo que
a cada dia surgem mais evidéncias. Dentre tais substancias, diversas sdo
encontradas em macroalgas e seus subprodutos, conforme descrito
abaixo.

Macroalgas sdo conhecidas por conterem diferentes tipos de
carboidratos estruturais e de reserva, distintos daqueles encontrados em
plantas vasculares (LEE, 2008), sendo que alguns desses carboidratos
tém apresentado resposta bioestimulante em plantas vasculares.
Carragenanas sdo carboidratos estruturais de alto peso molecular
encontrados em diversas macroalgas vermelhas. Alguns trabalhos
demonstraram que tanto as carragenanas quanto as fracbes obtidas de
sua hidrdlise apresentam bioatividade, desencadeando processos de
resisténcia adquirida em plantas. ARMAN e QADER (2012) testaram a
fracdo purificada de extratos de Hypnea musciformis que continha alto
peso molecular (> 70 KDa) formada por principalmente k-carragenana,
em cotilédones de ervilhas (Pisum sativum L.) e grdo-de-bico (Cicer
arietinum L.).  Esses autores observaram que a k-Carragenana
desencadeia o0 processo de defesa a patdgenos. Além disso,
oligossacarideos de baixo peso molecular (entre 1,2 e 4,3 KDa)
derivados da despolimerizagdo das carragenanas de K. alvarezii,
Chondrus armatus (Harvey) Okamura e Tichocarpus crinitus
(S.G.Gmelin) Ruprecht apresentam atividade antiviral contra o virus
mosaico do tabaco (KALITNIK; et al., 2013).

Além de carboidratos, macroalgas sdo ricas em aminoacidos.
HONG, HIEN e SON (2007) analisaram 0s aminoacidos de nove
espécies de macroalgas do Vietnam e identificaram 18 dos 20
aminoacidos proteinogénicos. Além de poderem servir de fonte de
nitrogénio (GANETEG,; et al. 2017), h4 indicios de que aminoécidos
tem bioatividade em plantas vasculares (VERBRUGGEN; HERMANS,
2008; HOQUE; et al., 2007; OKUMA,; et al., 2004; RAI, 2002). Talos
de macroalgas também podem conter uma série de aminoéacidos
incomuns e ndo-proteinogénicos, tais como 0 acido aminoglutarico e
acido domoico (Chondria armata (Kitzing) Okamura), &cido cainico
(Digenea simplex (Wulfen) C.Agardh), gongrina e gigartinina
(Gymnogongrus flabelliformis = Ahnfeltiopsis flabelliformis (Harvey)
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Masuda), laminina (Laminaria angustata = Saccharina angustata
(Kjellman) C.E.Lane), metil e dimetilhistidina (Phyllospora comosa
(Labillardiere) C.Agardh), ornitina, citrulina, acido pipecolico e acido y-
aminobutirico (diversas espécies), entre outros (SCHEVER, 1980).
Dentre os supracitados, alguns tipos foram observados por apresentarem
bioatividade em plantas. Por exemplo, o &cido pipecolico demonstrou
atuar sinergicamente por mecanismos dependentes e independentes, com
0 acido salicilico em plantas de A. thaliana durante a infestagdo com
Pseudomonas syringae van Hall. Os autores relatam que a aplicagédo
exogena de acido pipecolico complementa lacunas de resisténcia nas
plantas (BERNSDORFF; et al., 2016). Ainda, REZAEI-CHIYANEH; et
al. (2018) relatam que a aplicacdo de acido y-aminobutirico estimula o
crescimento de plantas de cuminho negro (Nigella sativa L.) quando
cultivadas sob condicBes de estresse. Outro grupo de amino&cidos
encontrado em macroalgas (WITE; et al.,, 2015; CROUCH; VAN
STADEN, 1993) tem despertado interesse por estimular plantas
vasculares, os aminoacidos N-metilados, ou betainas. Ha evidéncias de
que células de tabaco apresentam menor inibi¢éo do crescimento quando
cultivadas em condicdes de alta salinidade apés aplicacdo de 20 mM de
betaina (OKUMA,; et al., 2004).

Com relagéo aos lipideos, ndo foram observados trabalhos nos
quais o0s autores consideraram aplicar diretamente em plantas
vasculares, no entanto NAIR et al. (2012) aplicaram fracdes lipofilicas
contendo acidos graxos e esteroides do extrato comercial AMPEP de A.
nodosum em plantulas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh e relataram
gue as plantulas apresentaram menos danos ao estresse por frio.

Outro grupo de substancias presentes nas macroalgas sdo as
poliaminas, que sdo compostos nitrogenados de baixo peso molecular
encontrados em grande quantidade (na ordem de milimolar) em todos os
seres vivos. Em plantas, estdo relacionadas a divisdo celular e
estimulacdo da sintese de acidos nucléicos, transcricdo de genes,
desenvolvimento de érgdos, desenvolvimento de frutos, senescéncia
foliar e resposta ao estresse abidtico (KAUR-SAWHNEY; et al., 2003;
BUCHANAN, GRUISSEM, JONES 2000). Sua presenca em
macroalgas estd documentada por BADINI; PISTOCCHI; BAGNI
(1994) que observaram putrescina, espermindina e espermina em talos
de Ulva rigida C.Agardh em concentracdes de 6 a 239 pmol cm?,
guantidade significativamente inferior aos niveis encontrados em plantas
vasculares. LEE (1998) também observou a presenca destas poliaminas
em talos de sete espécies de Chlorophyta por meio de técnicas de HPLC.
Ainda, MARIAN; GARCIA-JIMENEZ; ROBAINA (2000) observaram
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gue a macroalga parda Dyctiota dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux, e
as macroalgas vermelhas Gelidium canariensis (Grunow) Seoane-
Camba ex Haroun, Gil-Rodriguez, Diaz de Castro & Prud'homme e
Grateloupia doryphora (Montagne) M.Howe, continham niveis de
poliaminas em quantidades comparaveis as plantas vasculares.

Macroalgas também sdo ricas em compostos fendlicos,
substancias essas que apresentam atividade antioxidante e, como
consequéncia, estimulam o crescimento de raizes e podem desencadear
processos sistémicos de resisténcia adquirida, assim como atuam
inibindo a herbivoria e epifitismo (CHOJNACKA; et al, 2012;
NOVOA,; et al, 2011).

Por fim, uma série de compostos séo descritos em macroalgas,
tais como peptideos (HARNEDY; FITZGERALD, 2011), carotenoides
e outros pigmentos (NUNES; et al. 2017; VERMA,; et al., 2017),
vitaminas (FERRACES-CASAIIS; et al., 2012), esterdides (KENDEL; et
al. 2015), terpenos (BLUNT; et al., 2016; OLIVEIRA; et al., 2015),
rodomorfinas (TARAKHOVSKAYA; MASLOV; SHISHOVA, 2007),
entre outros. Tais compostos podem atuar isoladamente ou em
sinergia/antagonia entre si, estimulando ou inibindo o crescimento de
plantas vasculares.

No entanto, conforme demonstrado por WEI, et al. (2016) na
macroalga vermelha Pyropia haitanensis (T.J.Chang & B.F.Zheng)
N.Kikuchi & M.Miyata, o perfil metabolémico de macroalgas € alterado
de acordo com o periodo em que sdo colhidas, o que indica que sua
composicdo pode ser afetada pelas condicdes em que vivem. Desta
forma, alteragBes nas condi¢Bes de cultivo das macroalgas, tais como
temperatura, salinidade e regime de nutrientes, podem acarretar em
alteracGes do seu potencial bioestimulante de plantas vasculares. A
exemplo disso, foi demonstrado por LIU et al. (2014) que altas
temperaturas podem ser uma sinalizagdo ambiental que leva a
estimulacdo de genes que codificam compostos do sistema
fotossintético, proteinas, lipideos de membrana e carboidratos
estruturais em individuos da macroalga parda Saccharina japonica
(Areschough) C.E.Lane, C.Mayes, Druehl & G.W.Saunders. Ainda,
DITTAMI et al. (2011) observaram que individuos da macroalga parda
Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye respondem ao estresse hipo e
hipersalino, acumulando manitol, prolina e o &cido y-aminobutirico
(GABA) em seus tecidos, assim como trocam acidos graxos de n-3 para
n-6. Com relago ao regime de nutrientes, ZUBIA, FREILE-PELEGRIN
e ROBLEDO (2014) observaram que altas cargas de nutrientes,
associados a alta luminosidade, induzem talos da macroalga vermelha
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Gracilariopsis tenuifrons (C.J.Bird & E.C.Oliveira) a produzirem e
acumularem clorofila e carotenoides, bem como a consumirem seu
conteldo de ficoeritrinas e ficocianinas. De maneira similar, talos de K.
alvarezii cultivados apos a fertilizacdo com o composto bioestimulante
produzido a partir da macroalga parda Ascophyllum nodusum (AMPEP)
em associagdo com a 4agua do cultivo de camarbes marinhos
(Litopenaeus vannamei L.) em sistema de biofloco (BFT) apresentaram
maior conteldo de carotenoides, além de alteragdes no contetdo de
compostos fendlicos e de flavonoides (PEDRA, et al. 2017). BFT é um
sistema de cultivo que utiliza bactérias heterotroficas e quimiotroficas
para assimilar e reciclar nutrientes, tais como o nitrogénio e o fasforo,
melhorando a qualidade de agua e tornando a gua de cultivo mais fértil
para o crescimento de macroalgas (PEDRA, et al.; 2017).

Existe claramente um potencial da utilizacdo de macroalgas e
seus subprodutos como bioestimulantes na agricultura, ja explorado por
algumas empresas ao redor do mundo. No entanto, a necessidade de
encontrar uma espécie cuja producdo no Brasil seja vidvel para a
implementacdo desta atividade é destacada. Entre as possibilidades,
estdo Kappaphycus alvarezii ou espécies do género Sargassum, tal
como Sargassum filipendula C.Agardh.

1.3. Kappaphycus alvarezii

Kappaphycus alvarezii é uma macroalga vermelha (Divisdo
Rhodophyta) nativa da regido das Filipinas e Indonésia
(BUSCHMANN, 2017). Atualmente, junto com espécies do género
Eucheuma, sdo responsaveis pela maior parte da biomassa macroalgacea
produzida no mundo. Em 2018, foram produzidas 12,260 milhdes de
toneladas (FAO, 2018) sendo que o principal destino dessa producéo é
para a extracdo de carragenana, um coloide requisitado em diversas
inddstrias, como a alimenticia, a téxtil e a de cosméticos, devido a sua
capacidade espessante (BIXLER; PORSE, 2011).

O sucesso comercial da espécie € baseado na sua rusticidade, alta
producdo em regides tropicais, baixa exigéncia de tecnologia de cultivo,
baixo impacto ambiental, além de ser compativel com outras atividades
de aquicultura e pesca, gerando emprego e renda em 4&reas com
populacdo de baixa renda (PICKERING, 2006). Devido a essas
caracteristicas, somado ao fato do Brasil depender quase que
exclusivamente da importacdo para obtencdo de carragenana, a espécie
foi introduzida no pais em 1995 em Ubatuba - SP, a partir de um talo
proveniente do 'Usa’ Marine Institute da Universidade de Kochi, no
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Japdo (PAULA, PEREIRA, OHNO 1999). Em 2004, a espécie foi
introduzida comercialmente na Baia de Sepetiba — RJ (CASTELAR,
REIS, BASTOS 2009), e em 2008 em Florian6polis — SC, com
finalidade experimental (HAYASHI, et al. 2011).

Apesar dos esforcos iniciais em implementar o cultivo comercial
no pais, hoje a producdo da espécie é incipiente, contribuindo com
aproximadamente 700 toneladas em 2016 (FAO, 2018). Esse fato é
decorrente de diversos fatores discutidos por REIS, CASTELAR,
SANTOS (2017), dentre os quais, a necessidade de se investir em
estudos de promocgdo de tecnologia e inovacdo de novos produtos a
partir da biomassa macroalgacea.

1.4. Sargassum filipendula

Sargassum € um género de macroalgas pardas (classe
Phaeophyceae), cujas plantas sdo formadas basicamente por um
apressorio, eixos principais e ramos laterais primarios com ramos
laterais laminares, podendo possuir flutuadores (PAULA, 1988). O
género é considerado o mais comum dentre as macroalgas pardas
encontrado em aguas temperadas, subtropicais e tropicais no mundo
(KIM, et al. 2017). Os espécimes do género formam importantes
coberturas densas nos costfes rochosos principalmente na regido
Sudeste e Sul do Brasil e entre as principais espécies ocorrentes, estdo S.
cymosum C.Agardh, S. rigidulum Kitzing, S stenophyllum C.Martius, S.
furcatum Kiitzing, S. vulgare (sin. S. bacciferum (Turner) C.Agardh), S.
ramifolium Kiitzing e S. filipendula, sendo que cada espécie pode conter
uma ou mais variedades (PAULA, 1988).

O potencial de cultivo de seis espécies de Sargassum foi
avaliado em condigdes laboratoriais por HANISAK e SAMUEL (1986).
S. filipendula apresentou taxas de crescimento de 0,1071 + 0,0030
duplicacdes dia?, crescimento similar o relatado in situ e que significa
rapido crescimento. Além disso, a espécie apresentou tolerancia a uma
ampla faixa de salinidade, sendo indicada para cultivo tanto em
ambiente estuarino quanto para &guas eurihalinas. Atualmente, diversas
espécies do género Sargassum séo cultivadas no Japdo, China e Coréia
para consumo humano, como saladas, temperos ou sopas (KIM; et al.,
2017).
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1.5. Modelos vegetais

A imensa variedade de organismos faz com que seja necessaria a
adocdo de organismos modelo para uso cientifico. Historicamente, as
comunidades cientificas tem focado o estudo destes organismos para
compreender, por meio de comparacdes, a resposta das demais espécies.
Entre as principais caracteristicas de um organismo modelo estdo o
tamanho reduzido, o tempo curto entre geracdes e DNA pequeno.
Organismos modelos sdo encontrados nos mais diversos taxons, e nos
plantas vasculares, Arabidopsis thaliana estd entre as espécies mais
estudadas (HEDGES, 2002).

1.5.1. Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana é uma planta da familia Brassicaceae. Sua
adocdo como modelo vegetal data da primeira metade do século XX,
guando havia o interesse em se encontrar uma espécie para estudos em
genética e citogenética, assim como Drosophyla spp. haviam sido
utilizados como modelos animais. Suas caracteristicas mais
interessantes sdo o ciclo de vida curto (aproximadamente seis semanas),
pequeno numero de cromossomos (5), alta fecundidade e possibilidade
de mutagénese. Entre os anos de 1950 e 1960, comecaram a surgir as
primeiras cole¢des de variantes mutantes e a partir de 1970 expedigdes
foram realizadas para coleta de diferentes ecétipos, aumentando a
guantidade de variedades disponiveis para servir a pesquisa
(SOMERVILLE; KORNNEEF, 2002; MEYEROWITZ, 2001). De 1980
ao presente, indmeros trabalhos foram conduzidos no sentido de
desenvolvimento de mutantes resistentes ou susceptiveis a algum trato
fisiolégico, aumentando assim o conhecimento do comportamento da
espécie e ajudando a compreender a fisiologia de outras espécies
vegetais.

1.5.2. Rabanete

O rabanete (Raphanus sativus L.) é uma planta da familia
Brassicaceae que produz uma raiz tuberosa com importancia comercial.
Apesar de no Brasil este cultivar ter pouca importancia comercial, seu
ciclo de vida muito curto com cerca de 30 dias, pode ser uma op¢ao
interessante para o cultivo na entressafra de outras plantas comerciais
(SMARTT; SIMMONDS, 1995).
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Nativa da regido mediterranea, a espécie possui anatomia e
metabolismo de fixagcdo do carbono tipico Cs e, como tal, apresenta
temperatura 6tima de crescimento inferior a plantas C4 ou intermediarias
Cs-C.. Desta forma, a espécie é mais tolerante ao frio, suportando até
mesmo geadas. No entanto, ndo tolera temperaturas elevadas tipicas do
verdo brasileiro, sendo indicada para o plantio de outono a primavera
(LAMBERS; CHAPIN I11; PONS, 2008; UENO; et al., 2003 ).

Devido a estas caracteristicas, a espécie desperta o interesse para
aplicacdo como espécie modelo em experimentos que considerem 0s
efeitos da temperatura sobre 0s processos vegetativos em plantas
vasculares com aplicacdo comercial.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de estimulacdo de plantas vasculares
(Arabidopsis thaliana e Raphanus sativus) com o uso de extratos
obtidos das macroalgas Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula.

2.1. Objetivos Especificos

- Estabelecer a concentragdo mais adequada de extratos
metanolicos das macroalgas Kappaphycus alvarezii e Sargassum
filipendula previamente cultivados em condigdo padrdo de laboratdrio
para estimular o crescimento de raizes e partes aéreas de Arabidopsis
thaliana, por meio de experimento dose-resposta.

- Avaliar de formagdo de raizes e desenvolvimento das partes
aéreas de plantulas de A. thaliana apés aplicacdo de extratos
metandlicos de K. alvarezii e S. filipendula, quando cultivados em
diferentes condi¢des laboratoriais.

- Relacionar as diferentes condicGes de cultivo de K. alvarezii e
S. filipendula, bem como as diferencas nas composicdes bioquimicas,
com as diferentes respostas observadas em plantulas de A. thaliana
tratadas com os extratos das macroalgas.

- Analisar a composicdo bioquimica de extratos metandlicos de
K. alvarezii e S. filipendula cultivados em diferentes condigdes
laboratoriais.

- Avaliar a estimulacdo da germinacdo e desenvolvimento de
plantas de rabanete (Raphanus sativus) sob estresse de temperatura,
apos aplicacdo de extratos aquosos obtidos sob presséo de K. alvarezii e
S. filipendula.

- Analisar o estado de estresse oxidativo de plantulas de rabanete
submetidas a estresse de temperatura apés o tratamento com os extratos
aquosos obtidos sob pressdo das macroalgas.

- Analisar as alteracbes morfo-histologicas observadas em
plantulas de rabanete submetidas & estresse de temperatura apés o
tratamento com 0s extratos aquosos obtidos sob presséo das macroalgas.

3. FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese estd dividida em 2 capitulos. O primeiro capitulo
corresponde ao primeiro artigo que foi formatado e submetido de acordo
com as normas da revista Journal of Applied Phycology (A2, Fator de
impacto:2,616). O segundo capitulo corresponde ao segundo artigo,
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formatado também de acordo com as normas da revista Journal of
Applied Phycology, a qual serd submetido.
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Anédlise da estabilidade de extratos de macroalgas com potencial
bioestimulante em plantas vasculares agricolas frente a condigdes
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Resumo

As macroalgas tém sido usadas como promotoras de crescimento
vegetal na agricultura devido aos seus compostos bioativos. A maioria
dos extratos comerciais de macroalgas é proveniente de espécies de
aguas frias e pouca informacao estd disponivel para espécies tropicais.
Além disso, geralmente essas macroalgas sdo provenientes de bancos
naturais e a influéncia das condicbes ambientais nestes compostos
bioativos é desconhecida. Neste trabalho, duas espécies de macroalgas
tropicais foram cultivadas em diferentes condicdes de temperatura,
salinidade e nutrientes para avaliar a influéncia destas varidveis no
desenvolvimento da planta modelo Arabidopsis thaliana assim como na
producdo de compostos bioativos. Para tanto, extratos metanolicos das
macroalgas Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula foram
testados em plantulas de A. thaliana. Primeiro, um experimento de dose-
resposta (0,01 a 1,00 mg mL™t) com extratos das macroalgas cultivados
em condigBes padrdo de laboratorio foi realizado e, posteriormente, as
melhores concentracdes (0,03 e 0,01 mg mL™, para K. alvarezii e S.
filipendula, respectivamente) foram adotadas para avaliar os efeitos dos
extratos das macroalgas cultivadas em diferentes condicbes de
temperatura, salinidade e nutrientes. Concentra¢gdes menores que 0,05
mg mL* estimularam o crescimento de raizes e incrementaram a massa
seca, a0 passo que concentragdes mais altas (0,50 e 1,00 mg mL?) de
ambos 0s extratos inibiram tais parametros. Quando as plantas foram
tratadas com extratos de macroalgas cultivadas em diferentes condicdes,
aquelas tratadas com extratos cultivados em condigdo padréo
apresentaram uma quantidade significantemente maior de raizes. As
macroalgas cultivadas em diferentes condi¢Ges apresentaram extratos
com diferentes perfis de aminoacidos e maior conteldo de compostos
fendlicos, o que pode indicar uma condicdo de estresse. Foi concluido
que as diferentes condi¢Bes de cultivo podem indicar que os extratos
apresentam sazonalidade, no entanto, quando as macroalgas séo
aclimatadas as condicdes de laboratério por uma semana, Sseus
compostos hioativos podem estabilizar e estimular o crescimento de A.
thaliana quando administrados em concentracdes menores que 0,05 mg
mL-1.

Palavras-chave: bioestimulantes, extratos de macroalgas, Kappaphycus
alvarezii, Sargassum filipendula, Arabidopsis thaliana
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Abstract

Seaweeds have been used as growth promotors in agriculture because of
their bioactive compounds. Most of the commercial extracts come from
cold water species and few information are available for tropical
species. Besides, usually these seaweeds came from natural beds and the
influence of environmental conditions in these bioactive compounds are
unknown. In this work, two tropical seaweeds were cultivated in
different conditions of temperature, salinity and nutrients to evaluate the
influence of these variables in the growth of the model plant
Arabidopsis thaliana and in the production of bioactive compounds. For
that, methanolic extracts from the seaweeds Kappaphycus alvarezii and
Sargassum filipendula were tested in Arabidopsis thaliana plantlets.
First, a dose-response experiment (0.01 a 1.00 mg mL™) considering
seaweeds cultivated under laboratory standard conditions was
performed. Afterwards, the best concentrations (0.03 e 0.01 mg mL?,
for K. alvarezii and S. filipendula, respectively) were adopted to
evaluate the effects of the seaweed extracts cultivated in different
conditions of temperature, salinity and nutrients. Concentrations lower
than 0.05 mg mL* stimulated root growing and increased the dry weight
for both species while higher extracts concentrations (0.50 or 1.00 mg
mL™?) inhibited those parameters. When plantlets were treated with
extracts from seaweed cultivated in different conditions, those from
standard conditions showed significantly more roots. Seaweed
cultivated in different conditions had extracts with different amino acid
profiles and higher phenolic compounds content, which can indicate
stress condition. We concluded that different cultivation conditions may
indicate that extracts have seasonality however, when acclimated to
laboratory conditions for one week, bioactive compounds may stabilize
and stimulate A. thaliana growth in concentrations less than 0.05 mg
mLL.

Key words: biostimulants, seaweed extracts, Kappaphycus alvarezii,
Sargassum filipendula, Arabidopsis thaliana
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Introducéo

As macroalgas sdo um importante recurso econdmico que
movimentou aproximadamente 4,8 bilhGes de ddlares em 2015, quando
a producdo superou 27 milhdes de toneladas (FAO 2017). Enquanto a
maior parte da biomassa produzida €é utilizada na industria alimenticia,
uma importante parte é destinada a agricultura como matéria prima de
fertilizantes e bioestimulantes vegetais (Bulgari et al. 2015).

Extratos de macroalgas melhoram as propriedades do solo e
fornecem macro e micronutrientes (Craigie 2011). Desde a década de
1970, trabalhos tém sido realizados para identificar compostos nestes
extratos destinados ao uso da agricultura, tais como fitormdnios. Outros
compostos incluem &cidos graxos, polissacarideos, esteroides,
pigmentos e polifendis (Chojnacka et al. 2012). Tais compostos, mesmo
em baixas concentragfes, exercem influéncia no crescimento vegetal
(Ahmed e Shalaby 2012; Alam et al. 2013; Matner et al. 2013),
aumentando as taxas de germinacdo (Latique et al. 2014), estimulando a
producdo de folhas e raizes (Aremu et al 2015, Rayorath et al. 2008) ou
promovendo o crescimento e producdo (Sasikala et al. 2016). Eles
também podem desencadear processos sistémicos de resisténcia
adquirida, conferindo protecdo ao estresse bidtico (Jayaraj et al. 2008,
Mansori et al. 2016).

Apesar dos esfor¢cos em avaliar o potencial bioestimulante de
extratos de macroalgas na agricultura, a maioria dos trabalhos é
realizada com espécies provenientes de aguas frias, e poucos levam em
consideragdo espécies tropicais. No entanto, alguns autores
demonstraram o potencial de extratos de Sargassum spp. no aumento da
ramificacdo, comprimento de raizes e ramos, biomassa das plantas e
nimero de flores e frutos de tomates, bem como no aumento do
comprimento das plimulas e radiculas e ganho na massa fresca de feijdo
mungo (Kumar et al. 2012; Kumari et al. 2011). Zodape et al. (2009)
pulverizaram extratos de Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva
em diferentes concentracBes sobre folhas de plantas de trigo e
observaram uma melhora na qualidade e quantidade de gréos.

Os metabdlitos secundarios presentes em extratos de macroalgas
podem influenciar no metabolismo e sistema de defesa de plantas
cultivaveis, e podem ser alterados pelas condi¢cbes ambientais em que as
macroalgas vivem. Por exemplo, Riter et al. (2014) demonstraram que
individuos de Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye apresentam
acumulacdo de acidos graxos polisaturados C18 e C20, fitoprostanos e
aminoacidos aromaticos nas células apds 4 a 8 horas de estresse por
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cobre. Liu et al. (2014) relataram que Saccharina japonica
(Areschough) C.E.Lane, C.Mayes, Druehl & G.W.Saunders, apés 3
horas de exposicdo a altas temperaturas, apresentou estimulacdo em
genes que codificam compostos do sistema fotossintético, proteinas,
lipideos de membrana, carboidratos estruturais, entre outros. Zubia et al.
(2014) descreveram a variagdo no conteldo de pigmentos de
Gracilariopsis tenuifrons (C.J.Bird & E.C.Oliveira) Fredericq &
Hommersand ap6s o cultivo em alta luminosidade e carga de nutrientes.
Eles observaram um maior contetido de clorofilas e carotenoides, porém
um menor contetdo de ficoeritrinas e ficocianinas.

Apesar destes trabalhos terem investigado os efeitos de condicdes
abidticas no metabolismo de macroalgas, ndo foram observados
trabalhos que analisaram a variabilidade e alteracBes nos metabolitos
secundérios dos extratos sob diferentes condi¢cbes de cultivo. Ao
considerar que as macroalgas apresentam alteracdes metabdlicas
dependendo das suas condigdes de cultivo, implica-se em que 0s
extratos destas macroalgas podem apresentar sazonalidade. Essa
variacdo € indesejavel a indUstria agricola que busca produtos estaveis.
Conforme o observado por Hayashi et al. (2011), K. alvarezii se
desenvolve bem em temperatura média de 25 °C e salinidade de 35 %o.
Além disso, Pedra et al. (2017) observaram que a agua de cultivo do
camardo do pacifico Litopenaeus vannamei cultivado em sistema de
biofloco (BFT) pode ser utilizada para fertilizar a espécie. O BFT é um
sistema de cultivo que utiliza bactérias heterotroficas e quimiotréficas
para assimilar e reciclar nutrientes, tais como o nitrogénio e o fésforo,
melhorando a qualidade de agua e tornando a dgua de cultivo mais fértil
para o crescimento de macroalgas (Pedra et al. 2017).

Existem diversos grupos de metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos em plantas e algas, incluindo os compostos fenélicos. Tal
grupo de moléculas é caracterizado por um anel aromatico de
hidrocarbonetos ligado a um grupo hidroxila. Diferentes tipos de
compostos fenodlicos sdo classificados pela quantidade de anéis
aromaticos e grupos funcionais ligados a estes, como acidos fendlicos,
flavonoides, isoflavonas, acido cindmico, acido benzoico, quecertina,
catequina, lignanos, florotaninos e floroglucinol. Eles sdo considerados
antioxidantes e moduladores de horménios vegetais, o que confere a eles
0 potencial de estimular ou inibir o crescimento e desenvolvimento
vegetal (Chojnacka et al. 2012; Einhellling 1995; Maloney et al. 2014;
Peer e Murphy 2007). Desta forma, a quantificacdo de compostos
fendlicos e flavonoides associada a exposicdo das plantas aos extratos
das macroalgas pode ajudar a elucidar o processo de estimulacgéo.



49

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ¢ utilizada como uma planta
modelo genético devido a sua rapida germinacao e crescimento (ciclo de
vida de seis semanas). As plantas sdo geralmente cultivadas em placas
de Petri sob condicdes controladas para avaliar o crescimento radicular,
ou em vasos em casas de vegetacdo, para avaliar o desenvolvimento das
partes aéreas (Meinke et al. 1998). Kappaphycus alvarezii e Sargassum
filipendula C.Agardh foram escolhidos neste trabalho porque a primeira
espécie tem suas técnicas de cultivo bem estabelecidas e sédo
provenientes de cultivo laboratorial, sob condi¢fes controladas. S.
filipendula foi escolhido porque é nativa do Brasil, proveniente dos
bancos naturais da costa do Estado de Santa Catarina.

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia de trés
condi¢des de cultivo (temperatura, salinidade e regime de nutrientes) na
producdo de compostos possivelmente bioativos em extratos
metandlicos de duas espécies de macroalgas (Kappaphycus alvarezii e
Sargassum filipendula) e os efeitos desses extratos no crescimento da
planta modelo Arabidopsis thaliana.

Material e Métodos

Talos do tetrasporofito verde de K. alvarezii foram cultivados em
agua do mar esterilizada enriquecida com solucdo de von Stosch 50%
(\VS50) na Secéo de Macroalgas do Laboratorio de Camarbes Marinhos
da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM — UFSC) sob
condicdes padrdo para a espécie; irradiancia de 100 + 10 umol de fétons
m2 s, fotoperiodo de 12 h, temperatura de 25 + 1°C, salinidade de
35%o e aeracdo constante (PAULA, et al. 2001).

Talos de S. filipendula foram coletados na praia de Sambaqui -
Florianopolis, Brasil (27°29°25.398”S/ 48°32°14.530”W), lavados e
aclimatados nas mesmas condicGes descritas para K. alvarezii por sete
dias antes do inicio dos experimentos. A figura 2 apresenta um esquema
do desenho experimental.



50

macroalgas

4
extragdo {————= aclimatagdo (7 dias)
{4 3

experimento dose resposta cultivo em diferentes
v Arabidopsis thaliana condigdes
u * temperatura
» salinidade
melhor concentragéo + nutrientes
J
extragdo

experimento com macroalgas
cultivadas em diferentes condicdes

v' Arabidopsis thaliana

4

melhores tratamentos

extratos analisados

+ compostos fenolicos
+ flavonoides

« IH-NMR

Figura 2 Esquema do desenho experimental

Cultivo das Macroalgas em diferentes condigdes

Apo6s o periodo de aclimatagdo, ambas as espécies de macroalgas
(K. alvarezii — KP e S. filipendula - SG) foram colocadas em recipientes
plasticos de 5 L, em densidade de 7 g L, e cultivadas nas condicdes
padrdo descritas acima, com exce¢do de um parametro, o qual foi
considerado como tratamento. Para temperatura, foram testados 20 + 1
°C e 30 £ 1 °C (KP-20°C, KP-30°C, SG-20°C e SG-30°C); para
salinidade, foram testados 25%o € 35%o (KP-25%0, KP-35%0, SG-25%o €
SG-35%0; e para nutrientes, os seguintes meios de cultura foram
avaliados: a) um pulso inicial de 30 min com Acadian Marine Plant
Extract Powder (0,01 g L) (AMPEP — KP-AMPEP e SG-AMPEP)
(Hurtado et al. 2012) seguido pelo cultivo em VS50, b) 25% de agua do
cultivo de camardo marinho criado em sistema de biofloco (BFT) (Pires
2017) em substituicdo ao VS50, (KP-BFT e SG-BFT) e c¢) um pulso
inicial de AMPEP seguido pelo cultivo em BFT (KP AMPEP+BFT e
SG AMPEP+BFT).
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Cada tratamento (temperatura, salinidade e nutriente) foi
realizado em trés replicas (n=3). Como controle, as macroalgas foram
cultivadas nas condigdes padrdo.

As macroalgas foram cultivadas por uma semana de acordo com
0 controle ou tratamentos. Apo6s este periodo, os talos foram
dessalinizados por meio de lavagem abundante em &gua destilada,
congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido, liofilizadas e
estocadas em -80 °C até a preparacdo dos extratos.

Preparacdo dos extratos

Os extratos foram preparados no Laboratdrio de Bioprodutos
Marinhos do Departamento de Ciéncias Ambientais da Faculdade de
Agricultura, Dalhousie University - Canada, a partir de amostras de
macroalgas tratadas e controle. Talos liofilizados foram macerados em
nitrogénio liquido com auxilio de um cadinho. Os extratos metanélicos
foram preparados adicionando-se 5 mL de metanol em 1 g de macroalga
seca macerada, e deixados sob agitagdo em uma mesa agitadora por duas
horas. A fase liquida foi coletada e o processo foi repetido para otimizar
a extracdo. A fase liquida total foi coletada, centrifugada (2000 rpm) por
10 minutos, o metanol do sobrenadante foi evaporado em fluxo de
nitrogénio e o extrato foi estocado em -20 °C.

Experimentos com A. thaliana

Sementes de A. thaliana var. columbia tipo selvagem (Col-0)
provenientes da Lehle Seeds® foram utilizadas. Elas tiveram a superficie
esterilizada em 1% de hipoclorito de sédio por um minuto e etanol 70%
por 30 segundos, e lavadas com A&gua destilada autoclavada. As
sementes foram distribuidas em placas de Petri com meio de cultura
padrdo para A. thaliana (SM-At): Muhashige and Skoog 50% (MS/2)
suplementado com vitaminas de MS e 1% de sacarose, solidificado com
0,7% de &gar. Na sequéncia, elas foram estratificadas por 2 dias em 4 °C
para sincronizar a germinagdo (Sanchez-Serrano e Salinas 2014) e as
placas foram colocadas na vertical em camara de cultura sob as
seguintes condicdes: irradiancia de 100 umol fétons m2 s, fotoperiodo
de 16 h e temperatura de 22 + 1 °C. As plantulas foram mantidas nestas
condicdes até atingirem o estagio de duas folhas (aproximadamente 3 ou
4 dias).
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Dose-resposta de extratos de macroalgas em A. thaliana

Antes dos experimentos, a concentracdo ideal dos extratos para o
crescimento de A. thaliana foi determinado. Para tanto, foram utilizadas
algas do controle. Plantulas no estagio de duas folhas foram transferidas
para novas placas com meio de cultura SM-At e extratos de K. alvarezii
(KP) ou Sargassum filipendula (SG). Seis diferentes concentracfes de
extratos filtroesterilizados (0,22 um) foram avaliadas (0,01; 0,03; 0,05;
0,10; 0,50 e 1,00 mg mL™). Como controle, as plantulas foram
cultivadas em placas com meio de cultura SM-At com adi¢do de metanol
na concentracdo igual a maior concentracdo de metanol nos tratamentos
(10 pL mL?). Apos sete dias, as plantulas foram medidas quanto ao
numero de folhas, parametros radiculares e massa seca da parte aérea.

A melhor concentracdo do extrato de cada espécie de macroalga
foi adotada para os experimentos subsequentes.

Efeitos dos extratos de macroalgas cultivadas em diferentes
condicbes sobre a producdo de raizes de A. thaliana

Os extratos das macroalgas cultivados em diferentes condigdes de
temperatura, salinidade e nutrientes foram testados em plantulas de A.
thaliana. Plantulas no estagio de duas folhas foram cultivadas em placas
de Petri com meio de cultura SM-At e extratos de K. alvarezii (KP) em
concentragdo de 0,03 mg mL?, ou Sargassum filipendula, (SG) em
concentracdo de 0,01 mg mL™. Como controle, as plantulas foram
cultivadas sem adicdo de extratos ou metanol ao meio de cultura. Apds
sete dias, as plantulas foram medidas quanto aos parametros do sistema
radicular.

Andlise quantitativa de compostos fenolicos e flavonoides totais dos
extratos

Os extratos que apresentaram atividade em A. thaliana (KP-
padrdao, KP-20°C, KP-AMPEP e SG-padrdo) foram analisados quanto
ao contetido de compostos fenolicos e flavonoides totais no Laboratério
de Morfologia e Bioquimica Vegetal (LMBV — UFSC).

Os compostos fendlicos totais foram medidos a partir de 1 g de
extratos diluidos em 10 mL de solucdo de 80% de metanol, colocados
no escuro por uma hora. Apos esse periodo, 100 puL do sobrenadante
foram coletados e adicionados a 75 uL de Folin-Ciocaltau e 825 uL de
Na;COs a 2%. Apo6s 2 horas, a absorbancia foi medida em
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espectrofotdbmetro (750 nm). A quantificacdo dos compostos fendlicos
totais foi feita por meio da inferéncia utilizando a curva do acido galico
(52750 ug mL?, y = 0,01x, r? = 0,00) (Schiavon et al. 2012).

O conteudo de flavonoides foi medido usando 500 pL do extrato
diluido em 2,5 mL de etanol e AICIls (2%) dissolvido em metanol. Apds
uma hora de incubagdo no escuro, a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro (420 nm). A quantificacdo dos flavonoides foi feita
por meio da inferéncia utilizando a curva da quecertina (10 a 200 pg
mL?, y = 0,01x, r> = 0,99) (Zacarias et al. 2007).

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do préton (*H-
NMR)

Extratos de KP-padrdo, KP-20°C, KP-AMPEP e SG-padrdo
foram analisados por espectroscopia do *H-NMR de acordo com a
metodologia descrita por Cardoso et al. (2017) com modificacbes. Aos
extratos foram adicionados 700 puL de metanol, contendo 0,024% de
tetrametilsilano — TMS — como padrdo interno. A solugdo foi misturada
com vortex, centrifugada (4000 rpm, 10 min), e o0 sobrenadante coletado
(650 pL). A aquisicdo dos espectros unidimensionais de NMR foi feita
em espectrometro de NMR Varian Inova de 500 MHz e os
deslocamentos quimicos (5, ppm) foram referenciados pelos picos do
TMS em 0,00 ppm 8(*H). Os parametros de aquisi¢do foram: 5995,7 Hz,
tempo de aquisi¢do de 4 s, 32983 pontos complexos, 32 varreduras,
tempo de atraso de relaxamento de 6 s, observacdo de pulso de 8,18
psat, poder de compressao de 59/0,98, tempo de mistura de 100 ms para
saturacdo da 4gua (delta = 4,87 ppm) e resolucdo digital de + 0.08657
Hz. Os dados foram processados usando o software ACD/NMR
processor v. 12.0, o que consistiu em zero filling e transformacdo de
Fourier de 32 K pontos de dados. A linha de base foi corrigida
manualmente e todos os espectros foram referenciados ao TMS. A
informacdo espectroscopica de interesse foi exportada como arquivo
comma-separtated values (.csv) contendo uma matriz com o0s
deslocamentos quimicos e lista da intensidade dos picos. As regides de
sinal tipicos do metanol do TMS foram removidos da base de dados
para futuras andlises. Cada espectro de 'H-NMR foi processado
utilizando uma rotina implementada no pacote specmine disponivel na
linguagem R. Os picos foram agrupados de acordo com a sua posi¢do
em uma faixa de 0,03 ppm. Os picos do mesmo grupo foram alinhados
as suas posi¢cdes medianas ao longo de todas as amostras. Os dados
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faltantes foram preenchidos com um valor constante de 0,0005 e o0s
dados pré-processados foram transformados por log(x).

Analise de Dados e Estatistica

Os experimentos com A. thaliana foram conduzidos em
triplicatas, contendo quatro plantas cada (n = 3). Apo6s 7 dias de cultivo,
o numero de folhas foi contado manualmente e a quantidade de massa
seca da parte aérea foi medida em balanga analitica. Para medir o
sistema radicular, as raizes foram espalhadas sobre folhas de
transparéncia e escaneadas. A partir das imagens, 0 comprimento da raiz
principal foi obtido com auxilio do software Image J v. 1.43. O
comprimento linear total de raizes foi obtido com auxilio do software
WinRhizo v. 2016, e a quantidade de raizes laterais foi contada
manualmente. Todas os dados foram submetidos a testes de ANOVA
uni ou multifatoriais, seguidos de testes de Newman-Keuls
(considerando p<0,05). As analises de contetido de compostos fenolicos
totais e de flavondides foram conduzidas em quadruplicatas (n = 4) e o0s
dados foram analisados por ANOVA unifatorial seguido de teste de
Newman-Keuls (p < 0,05). Toda a Andlise Estatistica foi feita com
auxilio do software Statistica v. 8.0.

Resultados
Dose resposta de extratos de macroalgas em A. thaliana

A Tabela 2 apresenta os efeitos de diferentes concentragdes de
extratos de K. alvarezii e S. filipendula em A. thaliana. As plantulas
foram estimuladas por extratos em concentracGes mais baixas. As que
foram tratadas com extratos de K. alvarezii em concentracdo de 0,03 mg
mL* produziram mais folhas (6,9 + 0,1 folhas) em relacdo ao controle
(6,2 £ 0,3 folhas). Aquelas tratadas com 0 mesmo extrato em
concentragdes de 0,01 a 0,05 mg mL1, apresentaram raizes com maior
comprimento linear (de 38,3 £ 7,6 a 40,7 + 0,5 cm) e maior massa seca
em concentragdes de 0,01 e 0,03 mg mL* (127 + 10 e 129 + 6 ug) do
gue quando comparadas as plantulas controle (29,1 £ 1,4 cme 105+ 4
g). As plantulas tratadas com extratos de S. filipendula apresentaram
raizes mais longas nas concentracdes de 0,01 e 0,03 mg mL™* (38,0 +1,9
e 34,7 £ 2,9 cm) e maior massa seca em concentracdo de 0,01 mg mL™!
(124 + 4 pg) quando comparadas com as plantas controle (29,1 + 1,4 cm
e 105 + 4 pg).



55

Por outro lado, as plantulas foram inibidas pelas concentracdes
mais altas de extratos. Quando tratadas com 1,00 mg mL"* de extratos de
K. alvarezii, as plantulas tiveram menos raizes laterais (12,8 + 1,4
raizes), raizes principais mais curtas (4,2 + 0,7 cm) e menor
comprimento total de raizes (19,1 £ 1,4 cm) do que plantas controle
(20,2 + 3,8 raizes, 7,3 £ 0,3 cm and 29,1 = 1,4 cm). Ainda, quando
tratadas com extratos de S. filipendula, as plantulas foram
significativamente inibidas (p < 0.05) em todos os parametros nas
concentracdes de 0,50 e 1,00 mg mL* quando comparadas com plantas
controle.
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Efeitos dos extratos de macroalgas cultivadas em diferentes
condices sobre a producdo de raizes de A. thaliana

Plantulas tratadas com extratos das macroalgas cultivadas em
condicBes padrdo de laboratério apresentaram 0s comprimentos
lineares de raizes significativamente maiores (26,07 + 2,64 cm e
25,39 + 2,37 cm, respectivamente) comparadas as plantas controle
(12,09 + 1,33 cm) (Fig. 2).
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Figura 3 Comprimento linear de raizes de Arabidopsis thaliana tratadas por
sete dias com 0,03 mg mL™? de extrato de Kappaphycus alvarezii (KP) e 0,01
mg mL de extrato de Sargassum filipendula (SG), e raizes nio tratadas (c). As
macroalgas foram cultivadas por sete dias em diferentes condigbes de
temperatura antes da obtengdo dos extratos. Os dados sdo apresentados em
média * intervalo de confianca de 95% (n=3). As letras indicam diferencas
significativas entre os tratamentos e o controle, de acordo com ANOVA
unifatorial

A salinidade ndo teve influéncia nos extratos, uma vez que as
plantulas tratadas apresentaram as mesmas caracteristicas de raizes do
que as plantas néo tratadas.

A Unica estimulacdo observada por extratos provenientes de
macroalgas cultivadas em diferentes condi¢cdes foi em relacdo ao
nimero de raizes laterais. Plantulas tratadas com os extratos KP-20°C,
KP-padrdo, KP-AMPEP e SG-padrdo apresentaram comprimento
significativamente maior (9,7 + 3,1; 14,3 £0,8; 10,0 £ 0,9; 17,9 + 0,8
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raizes, respectivamente), em relacdo as plantas ndo tratadas (6,2 £ 0,5
raizes) (Fig. 3 e 4).
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Figura 4 Ndmero de raizes laterais produzidas por Arabidopsis thaliana apds
sete dias de tratamento com 0,03 mg mL* de extrato de Kappaphycus alvarezii
(KP) e 0,01 mg mL? de extrato de Sargassum filipendula (SG), e plantulas ndo
tratadas (c). As macroalgas foram cultivadas por sete dias em diferentes
condi¢es de temperatura antes da obtencdo dos extratos. Os dados sdo
apresentados em média + intervalo de confianca de 95% (n=3). As letras
indicam diferencas significativas entre os tratamentos e o controle, de acordo
com ANOVA unifatorial
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Figura 5 NUmero de raizes laterais produzidas por Arabidopsis thaliana apds
sete dias de tratamento com 0,03 mg mL* de extrato de Kappaphycus alvarezii
(KP) e 0,01 mg mL de extrato de Sargassum filipendula (SG), e plantulas ndo
tratadas (c). As macroalgas foram cultivadas por sete dias em diferentes
condicbes de nutrientes antes da obtencdo dos extratos. Os dados sdo
apresentados em média * intervalo de confianga de 95%. As letras indicam
diferencas significativas entre os tratamentos e o controle, de acordo com
ANOVA unifatorial

Andlise quantitativa de compostos fendlicos e flavonoides totais
contidos nos extratos

Foi observado conteldo significativamente maior de compostos
fenodlicos totais em KP-AMPEP (763,76 + 67,20 ug g) comparado aos
demais extratos. Ndo houve diferenca estatistica entre o conteido de
compostos fendlicos entre KP-20°C e SG-padrdo (595,49 + 22,44 ¢
545,44 + 50,46 ug g* MS), e KP-padrdo apresentou o menor contelido
de compostos fendlicos quando comparado aos demais extratos (314,96
+ 11,11 pg g! MS). Com relagdo aos flavondides, SG-padrdo
apresentou o maior contelido (272,33 + 50,46 ug g* MS), seguido de
KP-AMPEP (186,38 + 67,20 ug g* MS), KP-20°C e KP-padréo (74,82
+22,44 ¢ 48,10 + 11,11 pug g* MS, respectivamente) (Fig. 5).



60

7507

A
B
B
5007 .fenélioos
c a -ﬂavonoides
b
2507
c Cc
N B |

KP-padréo KP-20 °C KP-AMPEP SG-padrao

massa seca)

-1

(Mg g

Compostos fendlicos e flavondides totais
o

Figura 6 Conteudo de fendlicos totais e flavonoides de extratos obtidos de
macroalgas cultivadas por sete dias em diferentes condigdes de cultivo. Valores
sdo apresentados em media + intervalo de confianga de 95%. As letras
maidsculas apresentam as diferengas significativas nos compostos fendlicos
totais e as mindsculas apresentam as diferencas no contetido de flavonoides

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do préton (*H-
NMR)

Ao todo, foram identificados 32 compostos, dos quais oito
ocorreram em todos 0s extratos (estigmasterol, &cido pipecélico, 3-
metilhistidina, 4-hidroxiprolina, D-galactose, dimetil sulfeto, &cido
pirdvico e eritritol) (Tabela 2). A colestenona e o acido 4-
hidroxibenzéico foram encontrados em todos os extratos, exceto KP-
AMPEP, enquanto a glicina foi encontrada em todos os extratos, exceto
KP-20°C. A ceto-leucina e o &cido dimetilaménico foram encontrados
em todos os extratos exceto KP-padrdo e a butanona foi encontrada em
todos os extratos de K. alvarezii.

A L-arginina, a L-alanina, e a tiramina foram encontrados em
KP-padrédo e KP-20°C, enquanto que o &cido oleico, o 4cido elaidico e a
3-nitrotirosina foram encontrados em apenas nas amostras controle (KP-
padrdo e SG-padrdo). A tiamina, o esqualeno, e 0 &cido xiquimico foram
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encontrados em KP-20°C e SG-padrdo. O acido 5-aminolevulinico, o
acido oxaloacético, o &cido succinico e o &cido malico foram
encontrados apenas em KP-padrdo. A D-ribose, a fosfocolina —
PC(16:0/16:0), a L-cisteina e a cumarina foram encontrados apenas em
SG-padréo (Tab. 3).

Tabela 2 Lista de metabolitos identificados por espectroscopia do *H-NMR em
extratos de Kappaphycus alvarezii (KP-padrdo, KP-20°C e KP-AMPEP) e
Sargassum filipendula (SG-padrao)

KP-padrio KP-20°C KP-AMPEP SG-padrao
estigmasterol X x
dcido pipecolico
metil-3-histidina
4-hidroxiprolina
D-galactose
dimetil sulfeto
acido pirtivico
eritritol
butanona
dcido 4-hidroxibenzoico
glicina
ceto-leucina
dcido dimetilmalénico
L-arginina
L-alanina
tiramina
dcido oleico
dcido elaidico
3-nitrotirosina
tiamina
esqualeno
dcido xiquimico
L-asparagina
acido 5-aminolevulinico
acido oxalacético
acido succinico
dcido milico
D-ribose
PC(16:0/16:0)
L-cisteina
cumarina
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Discussao

A maioria das alterag@es foi observada no sistema radicular de A.
thaliana. De forma geral, quando as raizes foram estimuladas, as plantas
também apresentaram mais folhas e maior biomassa nas partes aéreas.
Isso ocorreu com o extrato de K. alvarezii na concentragdo de 0,03 mg
mL* e extrato de S. filipendula a 0,01 mg mL?. De forma similar,
guando as plantas apresentaram as raizes inibidas por maiores
concentragdes de extrato (0,50 e 1,00 mg mL™?) menos folhas foram
produzidas e as partes aéreas apresentaram-se com menos massa. Esses
resultados estdo de acordo com Hernandez-Herrera et al. (2014), que
afirmam que a estimulacéo ou inibigdo do sistema radicular reflete nas
partes aéreas da planta e com Aremu et al. (2015) que relataram que
plantas de flor abacaxi Eucomis autumnalis tratados via radicular com
compostos fendlicos extraidos de Ecklonia maxima em concentracdo de
10° M apresentaram inibi¢do da éarea foliar e biomassa. No entanto,
quando tratados com 107 M esta inibicdo nédo ocorreu. Outros trabalhos
tém relatado 0 mesmo padréo de estimulagdo nas plantas pela aplicacéo
de concentragBes baixas de extratos de macroalgas, seguido pela
progressiva inibicdo com o aumento das concentragcdes (Aremu et al.
2015; Castellanos-Barriga et al. 2017). Castellanos-Barriga et al. (2017)
testaram os efeitos de extratos de Ulva lactuca L. em concentragdes de
0,2 a 1,0% em feijado mungo (Vigna radiata (L.) R. Wilczek) e
observaram que em baixas concentra¢des (0,2%), os extratos reduziram
0 tempo de germinagdo, promoveram o vigor, raizes e partes aéreas, €
um incremento biomassa e massa seca das plantas. No entanto, 0s
resultados encontrados no presente trabalho apontam para efeitos
inibitérios de extratos em concentragdes mais baixas do que o descrito
por Castellanos-Barriga et al. (2017) (0,50 e 1,00 mg mL™%, ou seja, 0,05
a 0,1%). Estes autores trabalharam com concentra¢des e diluicGes de
extrato bruto, enquanto que no presente trabalho os extratos foram
centrifugados e purificados, o que pode ter concentrado 0s compostos
bioativos, amplificando os processos de estimulacdo e inibicdo. Além
disso, as espécies trabalhadas também foram diferentes.

McDonald et al. (2013) testaram um extrato comercial da
macroalga parda Ascophyllum nodosum em pinheiro do Canada (Picea
glauca (Moench) Voss). Os autores testaram uma ampla gama de
diluigdes dos extratos em &gua (de 1:500 a 1:75) em plantas cultivadas
em bercario, estocadas em camara fria para simular as condicdes do
inverno. Eles observaram que plantas tratadas com extratos em altas
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concentracBes, ou seja, 1:75 (extrato:solvente, v:v), apresentaram
redugdo no crescimento das raizes e, até mesmo, dano no sistema
radicular. No entanto, quando as plantas foram transplantadas para
condi¢des de temperatura amenas, simulando primavera/verdo, elas
foram capazes de se recuperarem dos danos, e plantas tratadas com
concentragBes mais altas dos extratos apresentaram estimulagdo na
producdo de raizes, superando as plantas tratadas com concentragdes
mais baixas e plantas ndo tratadas (controle). Esses dados sugerem que
altas concentracdes de extratos podem ser inibitérias ao crescimento das
raizes em determinadas condigdes, mas estimulatérias em outras
condigdes. A inibicdo descrita pelos autores foi observada no presente
trabalho, quando concentracdes que inibiram as raizes de A. thaliana
foram 0,50 a 1,00 mg mL™%, ou seja, 1:2000 a 1:1000 (extrato:solvente,
W.v).

A estimulagdo das plantulas observada em baixas concentracfes
dos extratos pode ser de grande interesse para a industria, uma vez que
implica em um menor gasto com matérias-primas. Além disso, a
preparacdo de concentrados facilita a estocagem e transporte, para estes
serem posteriormente dissolvidos na concentracdo desejada.

Como os extratos de K. alvarezii em 0,03 mg mL* e de S.
filipendula em 0,01 mg mL* apresentaram, no geral, os melhores
resultados, estes foram escolhidos para averiguar a influéncia das
condi¢des de cultivo das macroalgas na qualidade dos extratos. As
plantas tratadas com os extratos das macroalgas cultivadas em condi¢des
controle apresentaram valores significativamente maiores para todos 0s
pardmetros analisados. A andlise dos compostos fendlicos totais e de
flavonoides mostrou que KP-padrdo apresentou o menor contetdo de
compostos fenolicos do que quando comparado a KP-20°C, KP-AMPEP
e SG-padrdo. De acordo com Einhelling (1995), compostos fenolicos
podem inibir ou estimular o crescimento vegetal dependendo de sua
interacdo com horménios, como auxinas e citocininas. No caso do
presente estudo, os compostos fendlicos podem estar interferindo no
crescimento radicular de A. thaliana. Ainda, SG-padréo apresentou um
significante incremento na formacgéo de raizes laterais de A. thaliana
comparado a KP-padrdo. SG-padrdo, em particular, apresentou um
maior contelido de flavonoides comparado a KP-padrao.

Flavonoides tém sido associados ao desenvolvimento de raizes
em plantas devido a sua capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio (ROS). As ROS atuam como moléculas de sinalizacdo que
regulam diversos processos de desenvolvimento vegetal, incluindo o
alongamento de raizes primarias e pelos absorventes, diferenciacdo do
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apice das raizes e desenvolvimento de raizes adventicias. Maloney et al.
(2014) estudaram dois mutantes de tomate (Solanum lycopersicum): o
primeiro era are (antocianinas reduzidas) que apresentavam deficiéncia
na via metabdlica que sintetiza flavonoides, acumulando naringenina e o
substrato F3S, o primeiro substrato na sintese de flavonoides que reduz
0s niveis de polifenois downstream, como a quecertina e as
antocianinas, comparadas com plantas ndo mutantes. O segundo era
anthocyanin without o qual ndo apresenta antocianinas, mas elevados
niveis de flavonodides. Enquanto are apresentava um baixo
desenvolvimento radicular e alto conteGdo de pelos absorventes,
anthocyanin without apresentava alto desenvolvimento radicular. De
acordo com os autores, pela complementacdo do mutante are pelo
transgene  p35S:F3H, o gene reduziu as naringeninas e,
consequentemente, restaurou os niveis de flavondides e sistema
radicular.

A estimulacdo ou inibicdo da formacdo de raizes pelos
flavonoides é também descrita por Peer e Murphy (2007). Os autores
mostraram que mutantes tt4 de A. thaliana com cinco dias de idade, os
quais tem mutados 0s genes que sintetizam chalconas, uma enzima
chave na biossintese de flavonoides e, assim, ndo apresentam
flavonoides nos tecidos vegetativos, apresentaram aumento no
transporte de auxinas das partes aéreas para as raizes comparados com
plantas ndo mutantes. Como resultado, as plantas apresentaram raizes
mais longas e com mais raizes laterais. Quando uma goticula de
naringenina foi adicionada sobre as partes aéreas, o transporte de
auxinas das partes aéreas para as raizes foi reduzido, o que sugere que 0s
flavonoides desempenham atividade modulatdria sobre as auxinas. Estes
estudos demonstram que a aplicacdo exdgena de compostos fenolicos e
flavonoides interferem com a producéo de raizes em plantas vasculares e
ajudam a explicar a estimulagdo observada nas raizes de A. thaliana
guando tratadas com extratos com menor teor de fenélicos, como no
caso de KP-padrdo, ou alto teor de flavondides, como no caso de SG-
padrao.

De acordo com a ressonancia magnética do préton (*H NMR), os
extratos apresentaram diferentes perfis de aminacidos, assim como seus
acidos organicos precursores. Os &cidos succinico, malico e oxalicos séo
precursores da via metabdlica do aspartato, encontrado em KP-padréo,
enquanto que o aminoacido downstream asparagina foi identificado em
KP-20°C e SG-padrdo. Outro aminodcido nesta via metabdlica
encontrado em todos os extratos foi o &cido pipecélico, um aminoécido
incomum identificado em todos os extratos. Este aminoacido ndo
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proteinogénico é originado da degradacdo da lisina e acumulado nos
tecidos como resposta ao estresse, sendo tanto exdgena quanto
endogenamente associados com a iniciacdo de processos de resisténcia
adquirida contra patégenos (Hartmann et al. 2017). Apesar deste efeito,
nenhuma evidéncia foi observada ligando este aminoacido a estimulagédo
de raizes de plantas saudaveis cultivadas in vitro. O xiquimato,
precursor de aminoacidos aromaticos, também foi identificado no
presente trabalho. Na via metabdlica do xiquimato, o proprio xiquimato
foi observado em KP-20°C e SG-padrdo, enquanto que a amina
downstream tiramina, o qual é gerado pela degradacdo do aminoacido
tirosina, foi observado em KP-padrdo e SG-padrdo. Na via metabolica
do glutamato, a arginina foi observada em KP-padrdo e KP-20°C,
enquanto que a 3-hidroximetilhistidina, a qual é gerada pela metilacdo
da histidina, foi encontrada em todos os extratos. Além disso, a 4-
hidroxiprolina, originada da hidroxilacdo da prolina, foi observada em
todos os extratos. A 4-hidroxiprolina pode aumentar 0s niveis
enddgenos de prolina, ajudando na protecdo de plantas contra os
estresses bidticos e abioticos (Raggi 2000) e, por causa disso, um
método de preparacdo de um produto para a agricultura baseado na 4-
hidroxiprolina foi patenteado nos EUA (Colucci et al. 2013). Ainda, a
alanina foi identificada nos extratos KP-padrdo e KP-20°C, enquanto
gue o seu precursor acido pirtvico foi encontrado em todos os extratos.
Na via metabodlica da serina, dois aminoacidos foram identificados: a
glicina ocorreu em KP-padrdao, KP-AMPEP e SG-padrédo, enquanto que
a cisteina foi observada apenas em SG-padrdo. Os aminoacidos
encontrados nos extratos podem estar influenciando no efeito
estimulatoério observado nas plantas uma vez que estas podem ser usadas
como fonte de nitrogénio pelas plantas. Ganeteg et al. (2017)
demonstraram que plantas de A. thaliana podem obter nitrogénio por
fontes orgénicas de nitrogénio, como amino&cidos.

O esqualeno, identificado em KP-20°C e SG-padrdo, € um
composto triterpendide formado pela via metabdlica do éacido
mevalbnico e é upstream na formacdo de brassinosterdides, como
brassinolideo, hormdnio conhecido por regular a divisdo e alongamento
celular em diferentes 6rgdos vegetais, tais como folhas, flores, frutos e
raizes (Vriet et al. 2013). Ainda, outro fitoesteréide originado do
esqualeno foi observado. O estigmasterol, encontrado em todos os
extratos, € comum em plantas. Em macroalgas, foi identificado em
Pteroladia capillacea (sin. Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin)
Santelices & Hommersand) (El-din e ElI-Ahwany 2016) e Laurencia
obtusa (Hudson) J.V.Lamouroux (Davis 2017). Os fitosterdides
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demonstram importancia na regulacdo da fluidez da membrana que
exerce influéncia nas propriedades, funcdes e estrutura das membranas
(Bouvier-Navé et al. 2010). Ainda que as fungdes especificas das formas
livres do estigmasterol ndo sejam bem conhecidas, He et al. (2003),
estudando mutantes de A. thaliana e fenilpropilmorfolina, o qual é uma
substancia que causa alteracdes na composicao de esterdides, observou
que o estigmasterol e outros esteroides, além dos brassinosterdides,
também exercem influéncia na divisdo da célula, embriogénese e
desenvolvimento vegetal.

Entre outros compostos identificados nos extratos, alguns sdo de
interesse na agricultura. A cumarina (encontrada em SG-padrdo) € um
composto fendlico com ocorréncia natural em diversas plantas. De
acordo com Lupini et al. (2014), A. thaliana tratada com 10“ M de
cumarina apresentou inibicdo do alongamento da raiz priméria,
enquanto a formacdo de raizes laterais foi estimulada, provavelmente
por causa da interacdo entre a cumarina e os transportadores polares de
auxinas. Em macroalgas, a cumarina foi identificada em extratos
metandlicos de Padina tetrastomatica Hauck por Maheswari et al.
(2017). O éacido 4-hidroxibenzoico (KP-padrdo, KP-20°C e SG-padrao)
€ um composto polifendlico analogo ao acido salicilico que demonstrou
aumentar a resisténcia ao congelamento e ressecamento em plantas de
trigo (Triticum aestivum L.). O composto é também conhecido como
responsavel por aumentar os niveis de prolina e atuar como fitoalexina,
promovendo prote¢do contra a infecgdo contra patégenos (Horvéth et al.
2007). O 4cido 5-aminolevulinico (KP-padrdo), um precursor no
metabolismo da clorofila, € atribuido em promover a repigmentacéo de
plantas estioladas e estimular o sequestro de sulfato o qual leva a
regulacdo da formacéo de cisteina e glutationa (Maruyama-Nakashita et
al. 2010).

A variagdo supracitada nos compostos indica que o0s extratos
apresentam sazonalidade dependendo da sua condicdo de cultivo. Essa
sazonalidade era esperada, como atestado por Wei et al. (2016),
Schiener et al. (2015), Stirk et al. (2014). Contudo, a sazonalidade é uma
caracteristica indesejavel pela indUstria, que busca um produto estavel
ao longo do ano, no qual o consumidor possa confiar que, independente
do lote, ir4 observar resposta similar em sua lavoura. Uma vez que as
macroalgas foram aclimatadas as condi¢bes de laboratério, a
bioestimulacédo das raizes das plantulas de A. thaliana foi mais efetiva, o
gue indica que os compostos bioativos podem ter se estabilizado.
Baseado nos resultados obtidos, concluimos que baixas concentragdes
(menores que 0,05 mg mL™) sdo necessarias para estimular o sistema
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radicular e foliar de A. thaliana, enquanto que altas concentracdes
(maiores que 0,50 mg mL?) sdo prejudiciais ao crescimento de A.
thaliana. Ainda, diferentes condic¢Ges de cultivo alteram a composicao
dos extratos, indicando sazonalidade. Uma vez que as macroalgas sdo
aclimatadas as condigdes de laboratdrio, os extratos séo mais efetivos ao
crescimento de A. thaliana.
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Resumo

Com as temperaturas em elevacdo devido as Mudangas Climaticas,
existe a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias para
proteger plantas agricolas do excesso de calor. O objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos de extratos aquosos obtidos sob pressdo de
Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula na germinacdo e
crescimento do rabanete (Raphanus sativus) em estresse por alta
temperatura. Primeiro, o rendimento dos extratos foi avaliado para
ambas as espécies e, posteriormente, estes extratos foram aplicados em
sementes cultivadas em 25 °C e 35 °C. Os extratos também foram
testados em plantas cultivadas outdoor no verdo. K. alvarezii produziu
trés vezes mais extratos que S. filipendula (36,76 + 3,02% e 12,60 *
1,93% da massa seca, respectivamente), enquanto o extrato de S.
filipendula estimulou a germinagdo de sementes cultivadas em 35 °C em
concentracdo cinco vezes mais baixa (0,01 mg mL™) que o extrato de K.
alvarezii (0,056 mg mL?) (89,50 + 1,88% e 89,50 + 4,35%,
respectivamente) igualando as taxas de germinacdo das plantas
cultivadas em 25 °C (de 87,50 £ 4,04% a 98,50 + 1,88%). As analises
morfo-histologicas demonstraram alterages morfologicas nas plantulas
cultivadas em alta temperatura, no entanto ndo foi observada diferenca
no conteido de enzimas antioxidantes entre os tratamentos. As plantas
cultivadas outdoor néo apresentaram diferenca significativa entre
plantas ndo tratadas ou tratadas, independente do extrato. Sugere-se que
os resultados observados sdo decorrentes da presenca de substancias
bioestimulantes, tais como fitorménios, presentes nos extratos. Foi
concluido que os extratos das macroalgas estimulam a germinacdo em
altas temperaturas sem interferir no desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: bioestimulantes, extratos de macroalgas, germinagdo,
rabanete, estresse de alta temperatura.
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Abstract

In a global warming scenario, new technologies to improve crop plants
against high temperature are required. The aim of this work was to
evaluate the effects of high pressure aqueous extracts from
Kappaphycus alvarezii and Sargassum filipendula on radish (Raphanus
sativus) germination and growth. First, seaweed extract yield was
evaluated. After, those extracts were applied to radish seeds cultivated
under 25 °C and 35 °C. Seaweed extracts were also tested in plants
cultivated outdoor in the summer. K. alvarezii produced three times
more extract than S. filipendula (36.76 + 3.02% and 12.60 *+ 1.93% of
dry weight, respectively), while S. filipendula extract stimulated seed
germination under 35 °C in concentration five times lower (0.01 mg mL"
1) than K. alvarezii extract (0.05 mg mL™?) (89.50 + 1.88% e 89.50 +
4.35%, respectively), equaling to the germination rates from plants
cultivated under 25 °C (ranging from 87,50 + 4,04% to 98,50 + 1,88%).
Morpho-histological analyses showed morphological alterations in
plants germinated under high temperature, although no differences were
observed in antioxidant enzymes. Plants cultivated outdoor did not
present significant difference among plants treated or not, regardless of
the extracts. Based on the results, we suggested that the effects observed
are due to biostimulant compounds, such as phytohormones, in the
extracts. We concluded that seaweed extracts stimulate germination
under high temperature without interfere with plant development.

Key words: biostimulants, seaweed extracts, germination, radish, high
temperature stress.
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Introducéo

A temperatura média global tem aumentado a cada ano devido as
atividades antropicas, desde a era pré-industrial. De acordo com o Painel
Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas (IPCC) (IPCC, 2014),
estima-se que o aumento da temperatura até o ano de 2100 pode
alcancar de 1 °C, no cenario mais otimista, a 4 °C, no cenario mais
pessimista. Dentre possiveis problemas ambientais atribuidos ao
aquecimento global, acredita-se que eventos de ondas de calor serdo
mais frequentes e longos, 0 que pode ocasionar perdas na producdo
agricola. Conforme relatado por Bisbis et al. (2018) e Yamori et al.
(2014), a maioria das espécies agricolas apresentam metabolismo Cs,
cuja temperatura ideal de crescimento situa-se na faixa de 20 a 32 °C, e
0 aquecimento global pode contribuir com aumento da producéo de tais
espécies de plantas, desde que a temperatura ndo exceda seu limite em
situagdes de ondas de calor, por exemplo.

Apesar do estresse causado por altas temperaturas estar
frequentemente associado a outros tipos de estresse, como ressecamento
ou estresse salino, a temperatura elevada por si s6 acarreta em alteragdes
moleculares, celulares e morfolégicas em plantas, refletindo em sua
germinacgdo e desenvolvimento inicial até seu crescimento e frutificacdo
(Bita e Gerats, 2013).

Neste contexto, extratos de macroalgas podem ser utilizados para
aumentar a resisténcia das plantas contra os danos causados pelo
aumento de temperatura. Esses extratos sdo conhecidos por conter uma
ampla gama de compostos, tais como lipideos, carboidratos,
amino4cidos, compostos fendlicos, horménios e fitorreguladores
vegetais (Chojnacka et al., 2012). Tais compostos, mesmo em pequenas
concentracGes, podem desencadear processos sistémicos de resisténcia
adquirida, estimulando o crescimento ou resisténcia de plantas
vasculares ao estresse abiotico. Por exemplo, extratos de Ecklonia
maxima reduziram os danos causados por cloreto de sédio (NaCl) em
plantas de abobrinha (Cucurbita pepo L.) (Rouphael et al. 2017) e
extratos de Ascophyllum nodusum (L.) Le Jollis melhoraram a
capacidade de plantas de Arabidopsis thaliana em tolerar o estresse por
ressecamento (Staniello et al. 2017), assim como melhoram sua
tolerancia ao congelamento (Rayorath et al., 2009).

Com relacdo ao estresse por altas temperaturas, poucos trabalhos
foram observados nos quais foram utilizados extratos de macroalgas
como agente de mitigacdo em plantas vasculares. Dentre estes, pode-se
citar os trabalhos de Zhang et al. (2008, 2010) com extratos de A.
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nodosum em plantas de capim-panasco (Agrostis stolonifera L.), onde os
autores observaram que a aplicagdo repetida dos extratos eleva
significativamente os contelidos de clorofilas a e b nas plantas
submetidas a altas temperaturas. O mesmo grupo também observou que
0 pré-tratamento de festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.) com os
mesmos extratos em combinacdo com acidos hdmicos estimula o
enraizamento em temperatura elevada (Zhang et al. 2003). Com base
nesses trabalhos, sugere-se que outras espéecies de macroalgas, tais como
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva e Sargassum filipendula
C.Agardh, possam ter efeito protetor contra o calor em plantas agricolas,
uma vez que essas crescem em regides tropicais e, portanto, podem
produzir substancias que as protegem das altas temperaturas.

O rabanete (Raphanus sativus L.) é uma planta da familia da
couve e do repolho (Brassicaceae), que produz uma raiz tuberosa
comestivel. Originaria do Mediterraneo, é resistente ao frio e geadas, no
entanto nao é resistente ao calor excessivo (Smartt e Simmonds, 1995).
Devido a este fato, e por possuir ciclo de vida curto de
aproximadamente 30 dias, a espécie é pertinente ao uso como modelo de
vegetal comercial para experimentos com temperaturas elevadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento de extratos
aquosos das macroalgas Kappaphycus alvarezii e Sargassum
filipendula, bem como o efeito destes extratos em: a) germinacdo e
crescimento de radicula de plantulas de rabanete (Raphanus sativus var.
sparkler) cultivados por 48 h em duas temperaturas: 25 e 35 °C; b)
estresse oxidativo de sementes germinadas sob as temperaturas de 25 e
35 °C, por meio da analise de enzimas antioxidantes; e c)
desenvolvimento completo de plantas de rabanete cultivados outdoor no
verdo.

Material e Métodos

Talos de tetraspordfito verde de Kappaphycus alvarezii
provenientes do cultivo da Se¢do de Macroalgas do Laboratdrio de
Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM —
UFSC) foram aclimatados por 7 dias nas seguintes condi¢des: agua do
mar (35%o) esterilizada por radiagdo UV enriquecida com solucdo de
von Stosch 50% (VS50), densidade de 7 g L, irradiancia de 100 + 10
umol fétons m2 s, fotoperiodo de 12 h, temperatura de 25 + 1 °C e
aeracdo constante (Paula et al. 2001).

Talos de Sargassum filipendula foram coletados na praia do
Sambaqui - Florianépolis, Brasil (27°29°25.398”S/ 48°32°14.530”W),



81

limpos de organismos associados e aclimatados por 7 dias nas mesmas
condicdes descritas acima para K. alvarezii.

Ap6s a semana de aclimatacdo, as macroalgas foram
dessalinizadas por submersdo em solu¢do de 0,5 M de formiato de
amonio, seguido de lavagem por diversas vezes em agua destilada. Na
sequéncia, as algas foram liofilizadas e estocadas em freezer a — 20 °C
para posterior preparo dos extratos, realizado no Laboratdrio de
Morfologia e Bioquimica Vegetal (LMBV - UFSC). As macroalgas
secas foram trituradas em nitrogénio liquido com auxilio de um cadinho.
Para cada grama de massa seca foi adicionado 20 mL de 4gua destilada
em um aparelho de ultrapressdo (Mazzarino et al. 2018) mantido sob a
presséo de 100 psi (aproximadamente 7 kgf cm?) por 1 hora.
Posteriormente, a fase liquida foi coletada e o procedimento foi repetido
para otimizacdo da extracdo. Na sequéncia, a fase liquida foi
centrifugada (2000 rpm por 10 min), o sobrenadante foi coletado,
liofilizado e o extrato obtido foi estocado sob refrigeracdo (- 4 °C) até a
utilizacdo nos experimentos subsequentes.

Germinacdo de sementes de rabanete

Cinquenta sementes por repeticdo, em quadruplicata (n = 4), de
rabanete (Raphanus sativus var. sparkler) foram embebidas em agua
destilada com extratos das macroalgas em concentragdes de 0,01, 0,03,
0,05 e 0,10 mg mL?! em camaras de cultivo, no escuro, sob a
temperatura de 25 + 1 °C ou 35 + 1 °C, sendo a primeira a temperatura
ideal de cultivo da espécie e a segunda uma temperatura facilmente
alcancada em eventos de ondas de calor. Como controle, as sementes
foram embebidas em agua destilada sem adicdo de extrato. Apds 8
horas, as sementes foram transferidas para placas de Petri sob papéis
filtro, umedecidos com 3 mL g* de agua destilada. As placas foram
seladas com filme de plastico PVC para reduzir a evaporacdo e mantidas
em camara de germinacgao no escuro por 48 h nas duas temperaturas. Na
sequéncia, as sementes foram retiradas, e as plantas em processo de
germinacdo foram contadas e fotografadas. Trés amostras por
tratamento (n=3) foram coletadas aleatoriamente e fixadas em
glutaraldeido para posterior analise morfo-histolégica.

Desenvolvimento de plantas cultivadas outdoor

Foram utilizados potes plésticos com capacidade de 500 mL
preenchidos com 300 g de substrato proprio para cultivo de hortalicas
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(Tropstrato Hortalicas HA®). Trés sementes foram semeadas por pote a
profundidade de 1 — 1,5 cm e regados com &gua até a saturacdo do
substrato. Apds a germinagdo (4 dias) as plantulas menos vigorosas
foram retiradas deixando apenas uma planta por pote. As plantulas que
germinaram apds este periodo também foram excluidas. Cada pote
contendo uma plantula em desenvolvimento foi considerado uma
unidade amostral. As regas foram realizadas diariamente até a saturacdo
do substrato. Foram realizadas duas aplicacdes de extratos das
macroalgas, uma no décimo e outra no vigésimo dia apds a semeadura.
As concentragdes utilizadas foram 0,01, 0,03, 0,05 e 0,20 mg mL* em
volume de 100 mL por unidade amostral. Como controle, plantas foram
tratadas com aplicacdo de 100 mL de agua, sem adicdo de extrato. O
experimento foi conduzido em 5 unidades amostrais por repeticdo, em 5
repetices por tratamento (n = 5). Apds trinta dias contados a partir da
semeadura, as plantas foram coletadas e foram realizadas biometrias das
partes aéreas e das raizes tuberosas.

Analise morfo-histolégica

As analises morfo-histoldgicas foram conduzidas conforme o
descrito por Ouriques et al. (2017). Amostras previamente fixadas por
12 h com 2,5 % de glutaraldeido em tampdo de cacodilato 0,1 M e
sacarose 0,2 M foram utilizadas. Para Microscopia de Luz (ML) e
citoquimica, as amostras foram desidratadas em série etilica e infiltradas
em historesina. Sec¢des finas (5 um) foram tratadas com acido periddico
de Schiff (PAS) para identificar polissacarideos neutros, ou com azul de
toluidina (ATO) para identificar carboidratos &cidos de parede. As
seccOes foram examinadas em microscopico de epifluorescéncia
(Olympus BX41, Toquio, Japdo) sob aumento de 100 e 400 x.

Anélise de enzimas anti-oxidantes

Plantulas do experimento de germinacéo referentes ao controle e
aos tratamentos com extratos das macroalgas em concentracdo de 0,05
mg mL foram avaliadas quanto ao contetido de proteina de acordo com
0 descrito por Aguilera et al. (2002), com modificagdes. Amostras de
150 mg de plantulas foram trituradas com auxilio de nitrogénio liquido.
Foram adicionados 150 pL de solugdo de Bradford (907 pL de tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, 0,1 g de PVP-40, 2,5 uL de Triton
X-100, 50 pL de DTT 20 mM, 20 uL de EDTA 5 mM e 20 pL de PMFS
50 mM). As amostras foram mantidas em gelo ao abrigo de luz por 20
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minutos. Posteriormente, foram centrifugadas por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante coletado (extrato bruto) e utilizado nas andlises
subsequentes.

Para a quantificacdo das proteinas, 200 pL do extrato bruto foi
adicionado a 1 mL de alcool isopropilico a 4 °C e mantido por 15
minutos no freezer. Apés esse periodo, a solucdo foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e ao pellet foi adicionado 100 pL de solucédo de
3% de NaCl. Na sequéncia, 10 pL da solugdo resultante foi adicionada a
290 pL de solugdo de Bradford e, ap6s 15 minutos no escuro, foi feita a
leitura em espectrofotbmetro a 295 nm (Aguilera et al., 2002, com
modificacdes).

Para a quantificacdo da superéxido dismutase (SOD), 20 uL do
extrato bruto foi adicionado a 280 pL de solucdo tampédo de extracdo
(120 mL de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, 0,2328 g de L-
metionina, 0,0072 g de NBT, 228 puL de EDTA 68,44 uM e 4,48 mL de
riboflavina 53,14 uM). A reacédo foi realizada em duplicata, sendo que
uma foi mantida no escuro enquanto a outra foi mantida sob luz por 10
minutos. Apo6s esse periodo, as amostras foram avaliadas em
espectrofotdmetro a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977).

Para a quantificacdo da catalase (CAT), 20 pL do extrato bruto
foram adicionados a 280 pL de tampao fosfato de potéssio (50 mM, pH
7,0). Foram adicionadas as amostras H,O2 100 mM aos poucos até que a
absorbancia apresentasse valores entre 0,38 e 0,40 (aproximadamente 5
gotas). Posteriormente, o decréscimo nos niveis de H,O- foi monitorado
durante 10 minutos em espectrofotbmetro a 240 nm (Aguilera et al.,
2002, com modificagdes).

Para a quantificagdo do guaiacol peroxidase (POX), 20 pL do
extrato bruto foi adicionado a 280 pL da solugdo tampéo de reacdo. Nos
20 pL da solugdo resultante foi adicionado 24 pL de guaiacol, 29 L de
H20, e 227 pL de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. A
absorbancia foi avaliada em espectrofotémetro (470 nm) por 50 min a
30 °C (Hammerschmidt et al. 1982, com modifica¢es).

Analise de Dados e Estatistica

Os dados de rendimento de extratos foram submetidos a teste de t
de student, considerando-se trés extracdes para K. alvarezii (n =3) e 5
extracdes para S. filipendula (n = 5). Os experimentos de germinagao de
sementes de rabanete foram conduzidos em quadruplicata (n = 4), cada
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uma com 50 sementes. Ao final de 48 horas, foram contadas as
sementes germinadas e os valores foram transformados em frequéncia.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentavam emissao
de radicula de, no minimo, 2 mm de comprimento. Aos valores de
frequéncia germinativa foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e de
Levene para constatar a normalidade e homocedasticidade dos dados.
Como estes ndo obtiveram os valores minimos exigidos para cumprir 0s
requisitos da Analise de variancia (ANOVA), os dados foram
transformados em arco seno da raiz quadrada da frequéncia e foram
aplicados novamente os testes de Shapiro-Wilk e de Levene. Como
desta vez os dados cumpriram os requisitos minimos, foram aplicados
testes de ANOVA uni ou multifatoriais, seguidos de teste Tukey HSD.
Os dados sdo apresentados em porcentagem de sementes germinadas +
intervalo de confianca (p < 0,05). As biometrias das partes aéreas e das
raizes tuberosas das plantas cultivadas outdoor foram submetidas a
testes de ANOVA, respeitando-se 0s preceitos de homocedasticidade e
homogeneidade e, caso fossem encontradas diferengas estatisticas (p <
0,05), estes seriam submetidos a testes post-hoc. Toda a manipulacdo de
dados e Andlise Estatistica foi realizada com auxilio do software R-
Studio, disponivel para o ambiente R.

Resultados
Rendimento dos extratos
O rendimento do extrato aquoso obtido sob pressdo foi

significativamente superior em K. alvarezii (36,76 + 3,02 % massa seca”
1) comparado ao extrato de S. filipendula (12,60 + 1,93 % massa seca)

(Fig. 6).
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Figura 7 Rendimento (% massa seca) de extratos de Kappaphycus alvarezii e
Sargassum filipendula apés extragdo aquosa de 2 h (= 1 h + 1 h) sob presséo de
100 psi. As barras de erro apresentam o intervalo de confianga de 95 % para trés
extracdes de K. alvarezii (n = 3) e cinco extracdes de S. filipendula (n = 5). As
letras apresentam as diferencas entre as espécies segundo o teste t de student

Germinacéo de sementes de rabanete

As sementes cultivadas em 25 °C ndo apresentaram diferencas
significativas na germinacdo entre as diferentes concentracBes de
extratos de K. alvarezii (95,0 £ 4,1% a 99,5 + 1,0%). A germinagdo em
25 °C foi significativamente superior a germinacdo em 35 °C quando as
sementes foram tratadas com concentragdes menores ou iguais a 0,03
mg mL? (< 75,5 + 5,1%). No entanto, quando tratadas com
concentracdes mais altas (0,05 e 0,10 mg mL™), a germinacéo (89,5 +
43 e 915 + 51 %) ndo apresentou diferenca entre as diferentes
temperaturas (Fig. 7).
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Figura 8 Porcentagem de sementes de rabanete germinadas por 48 h em duas
temperaturas (25 °C e 35 °C) apds o tratamento de imersdo por 8 h em 4
concentracdes de extratos de Kappaphycus alvarezii (0,01, 0,03, 0,05 e 0,10 mg
mLt). Como controle, as sementes foram tratadas com agua destilada. As barras
de erro representam o intervalo de confiangca de 95%, as letras mailsculas
apontam as diferencas significativas (p < 0,05, n = 4) entre 0s grupos tratados
com diferentes temperaturas e as letras minusculas apontam as diferencas
significativas entre os grupos tratados com as diferentes concentragdes de
extratos segundo o teste de ANOVA bifatorial e posterior teste de Tukey

De forma similar, as sementes tratadas com extrato de S.
filipendula apresentaram maior taxa de germinacdo em temperatura de
25 °C (98,0 + 16 a 985 + 19 %) sem apresentar diferencas
significativas entre as diferentes concentragfes de extratos, assim como
as cultivadas em 35 °C tratadas com 0,01 a 0,05 mg mL™* de extrato. Em
temperatura de 35 °C, as sementes tratadas com o extrato em
concentragdes de 0,01 a 0,05 mg mL? apresentaram germinagdo
significativa maior (89,5 £ 1,9 a 96,5 = 3,0 %) as plantas ndo tratadas e
as tratadas com concentracéo de 0,10 mg mL* (67,5 + 6,9 e 87,5+ 4,0
%) (Fig. 8).
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Figura 9 Porcentagem de sementes de rabanete germinadas por 48 h em duas
temperaturas (25 °C e 35 °C) apds o tratamento de imersdo por 8 h em 4
concentragdes de extratos de Sargassum filipendula (0,01, 0,03, 0,05 e 0,10 mg
mLt). Como controle, as sementes foram tratadas com agua destilada. As barras
de erro representam o intervalo de confianga de 95%, as letras mailsculas
apontam as diferencas significativas (p < 0,05, n = 4) entre 0s grupos tratados
com diferentes temperaturas e as letras mintsculas apontam as diferencas
significativas entre os grupos tratados com as diferentes concentracBes de
extratos segundo o teste de ANOVA bifatorial e posterior teste de Tukey

Com relacdo ao crescimento de radicula, as plantulas cultivadas
em temperatura de 25 °C apresentaram raizes tuberosas
significativamente mais compridas do que plantulas cultivadas em 35
°C. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas no
comprimento entre as diferentes concentragdes, tanto para os extratos de
K. alvarezii (Fig. 9), quanto para os extratos de S. filipendula (Fig. 10).
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Figura 10 Comprimento das radiculas (cm) emitidas por plantulas de rabanete
germinadas por 48 h em duas temperaturas (25 °C e 35 °C) apds o tratamento de
imersdo por 8 h em 4 concentracdes de extratos de Kappaphycus alvarezii (0,01,
0,03, 0,05 e 0,10 mg mL™%). Como controle, as sementes foram tratadas com
agua destilada. As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95%,
as letras mailsculas apontam as diferencas significativas (p < 0,05, n = 4) entre
0s grupos tratados com diferentes temperaturas e as letras mindsculas apontam
as diferencas significativas entre os grupos tratados com as diferentes
concentragdes de extratos segundo o teste de ANOVA bifatorial e posterior
teste de Tukey
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Figura 11 Comprimento das radiculas (cm) emitidas por plantulas de rabanete
germinadas por 48 h em duas temperaturas (25 °C e 35 °C) apds o tratamento de
imersdo por 8 h em 4 concentragdes de extratos de Sargassum filipendula (0,01,
0,03, 0,05 e 0,10 mg mL%). Como controle, as sementes foram tratadas com
agua destilada. As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95%,
as letras maiusculas apontam as diferengas significativas (p < 0,05, n = 4) entre
0s grupos tratados com diferentes temperaturas e as letras mindsculas apontam
as diferencas significativas entre os grupos tratados com as diferentes
concentragdes de extratos segundo o teste de ANOVA bifatorial e posterior
teste de Tukey

Desenvolvimento de plantas cultivadas outdoor

As plantas cultivadas em condi¢fes de campo, ndo controladas,
ndo apresentaram diferenca estatistica entre plantas ndo tratadas ou
tratadas com os extratos de ambas as espécies de macroalgas, tanto para
a biomassa da parte aérea (Fig. 11), quanto para a biomassa da raiz
tuberosa (Fig. 12).
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Figura 12 Biomassa (g) da parte aérea de plantas de rabanete cultivadas por 30
dias outdoor. As plantas foram tratadas duas vezes (10° e 20° dia) com 100 mL de
extratos Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula em 4 concentragdes (0,01,
0,03, 0,05 e 0,10 mg mL%). Como controle, as plantas foram tratadas com &gua
destilada. As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95% (n = 5)
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Figura 13 Biomassa (g) das raizes tuberosas produzidas por plantas de rabanete
cultivadas por 30 dias outdoor. As plantas foram tratadas duas vezes (10° e 20°
dia) com 100 mL de extratos Kappaphycus alvarezii e Sargassum filipendula
em 4 concentragBes (0,01, 0,03, 0,05 e 0,10 mg mL?). Como controle, as
plantas foram tratadas com &gua destilada. As barras de erro representam o
intervalo de confianca de 95% (n = 5)
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Anélises morfo-histoldgicas e de enzimas antioxidantes

Em temperatura de 35 °C, as raizes tuberosas das plantulas
apresentaram acumulo de polissacarideos &cidos na camada da
epiderme, o que nao foi observado nas raizes tuberosas das plantulas
cultivadas em temperatura de 25 °C (Fig. 13). Ainda, observou-se que as
raizes tuberosas das plantulas, de forma geral, apresentavam acimulo de
grdos de amido na regido préxima ao cilindro vascular, enquanto que em
temperatura de 35 °C estes apresentaram-se espalhados ao longo do
corte transversal. Foi observado que o cilindro vascular estava
desorganizado em plantas tratadas com o extrato de S. filipendula e 35
°C (Fig. 14).
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Figura 14 Secgdes transversais de raizes tuberosas de plantulas de rabanete
tratados com azul de toluidina (ATO) apés 48 horas de germinagdo em duas
temperaturas. Plantas ndo tratadas (controle - c) em temperaturas de: a e b) 25
°C, ¢ e d) 35 °C; plantas tratadas com 0,05 mg mL? de extratos de
Kappaphycus alvarezii (KP) em temperaturas de: e e f) 25 °C, g e h) 35 °C;
plantas tratadas com 0,05 mg mL™ de extratos de Sargassum filipendula (SG)
em temperaturas de: i e j) 25 °C, (k e I) 35 °C. PC: parénquima cortical, CV:
cilindro vascular e (*): epiderme
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Figura 15 Secgles transversais de raizes tuberosas de plantulas de rabanete
tratados com 4cido periddico de Schiff (PAS) apds 48 horas de germinagdo em
duas temperaturas. Plantas ndo tratadas (controle - ¢) em temperaturas de: a e b)
25 °C, ¢ e d) 35 °C; plantas tratadas com 0,05 mg mL? de extratos de
Kappaphycus alvarezii (KP) em temperaturas de: e e f) 25 °C, g e h) 35 °C;
plantas tratadas com 0,05 mg mL™ de extratos de Sargassum filipendula (SG)
em temperaturas de: i e j) 25 °C, (k e I) 35 °C. PC: parénquima cortical, CV:
cilindro vascular, (*): epiderme, setas: de grdos de amido
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Com relacdo ao contetido de proteinas e enzimas anti-oxidantes,
ndo foram observadas diferencas entre plantas tratadas ou ndo com o0s
extratos das macroalgas (Tab. 4).

Tabela 4 Conteldo de proteinas e das enzimas anti-oxidantes catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POX) em plantulas de
rabanete (Raphanus sativus) em processo de germinacdo de 48 h. As sementes
foram tratadas por 8 h de submersdo em: 1) ¢ — controle, 4gua destilada; 2) KP —
0,05 mg mL de extrato de Kappaphycus alvarezii; e 3) SG — 0,05 mg mL™* de
extrato de Sargassum filipendula. Valores apresentados em média + intervalo de
confianca de 95% (n = 4)

Temperatura Tratamentos Proteinas CAT (unidades 50D (unidades POX (unidades
(*C) (mg mL"!) (mgmL!) mg protefna™! ) mg proteina™! ) mg protefna”!)
c 607 + 10 00056 + 00043 1308 + 134 00049 =+ 0.0017
BC KP 623 + 39 00041 £+ 00040 1431 £+ 135 00121 £ 00061
5G 602 + 21 sem atividade 1233 £+ 062 00083 1 00051
c Gl6 1+ 48 00098 + 00113 1953 + 281 014 £ 00079
BFC KP 597 £+ 51 sem atividade 1598 + 636 001 £ 00029
3G 600 1+ 32 00100 1 00072 1646 + 309 00076 10,0012
Discusséo

K. alvarezii apresentou producdo trés vezes maior de extrato
comparado a S. filipendula. K. alvarezii, juntamente com outras espécies
eucheumatdides, ¢ a macroalga mais produzida no mundo, com
producdo estimada em mais de dez bilhdes de toneladas anuais (FAO,
2018). Porém, a maior parte dessa biomassa é destinada a inddstria
alimenticia para a producéo de ficocol6ides, e o desenvolvimento de um
novo produto a partir da espécie pode acarretar em conflito de interesse.
Por sua vez, foi necessaria uma quantidade cinco vezes menor do extrato
de S. filipendula para estimular a germinagdo de sementes do rabanete,
comparado aos extratos de K. alvarezii. Entretanto, S. filipendula nédo é
produzida em escala comercial, bem como suas técnicas de cultivo ainda
ndo sdo estabelecidas. Conforme observado por Hanisak e Samuel
(1987), a espécie apresenta altas taxas de crescimento e adapta-se ao
cultivo laboratorial, o que indica que esta pode ter seu cultivo comercial
estabelecido, desde que haja investimento em pesquisas neste sentido.
Neste cendrio, cabe a indlstria definir se seria mais viavel investir na
producdo de um composto bioestimulante a partir de uma espécie cujo
mercado esti bem estabelecido, competindo com outros mercados com
um novo produto de maior valor agregado ou se é mais interessante
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investir esforcos para o desenvolvimento de tecnologia de cultivo de
uma espécie que ainda nao tem utilizacdo comercial.

Com relacdo as respostas observadas em plantas tratadas,
diversos trabalhos tém demonstrado os efeitos positivos de extratos de
macroalgas em amenizar o estresse abidtico de plantas agricolas, porém,
a maioria destes trabalhos utilizaram espécies de aguas frias (Bonomelli
et al. 2018, di Stasio et al. 2018, Rouphael et al. 2017). Ainda, poucos
trabalhos avaliaram os efeitos destes extratos em plantas sob o efeito de
estresse por altas temperaturas (Zhang et al., 2003, 2008, 2010).

Foi observado que sementes germinadas em temperatura ideal (25
°C) apresentaram taxa de germinacdo superior a 90%, sendo que 0s
extratos ndo estimularam ou inibiram sua germinacdo. Quando
germinadas em temperatura elevada (35 °C) as sementes apresentaram
menor taxa de germinacdo, embora, quando tratadas com diferentes
concentracbes de extratos das macroalgas, estas apresentaram
estimulacdo, equiparando as taxas de germinacdo de sementes cultivadas
em temperatura ideal, dependendo da concentracdo. Esse fato indica que
0s extratos das macroalgas contém substancias que conferem efeito
protetor a altas temperaturas durante o processo germinativo. Cavusoglu
e Kabar (2007) relatam que o estresse por altas temperaturas causam
alteragdes dos niveis enddgenos de fitorreguladores, diminuindo os
niveis de substancias estimulantes e aumentando os niveis de
substancias inibidoras. Ainda, temperaturas supra-6timas podem causar
alteracOes no estado da membrana e inibir o processo de embebicéo da
semente, bem como a atuagdo ou desnaturacdo de enzimas hidrolases,
reduzindo o acesso as reservas de nutrientes (Bewley e Black, 1994).

Outro processo em que a temperatura elevada pode levar a
inibicdo é por meio do aumento do metabolismo. Em temperaturas
crescentes, as plantas aumentam as taxas respiratorias e fotossintéticas,
0 que eleva também a producédo de radicais livres levando o vegetal ao
estresse oxidativo nas membranas, lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(Lambers et al., 2008). Com 0 excesso de temperatura, ocorre ainda a
reducdo dos niveis enddgenos de enzimas antioxidantes, tais como
catalase e superoxido dismutase, o que leva ao agravamento do estresse
oxidativo (Almeselmani et al., 2006). No presente trabalho, alteractes
nos niveis de enzimas antioxidantes ndo foram observadas, o que pode
sugerir que: 1) o estresse por temperatura e 0s tratamentos com 0s
extratos das macroalgas ndo foram suficientes para estimular ou inibir
sua atividade; 2) é necessario uma exposi¢ao por tempo prolongado para
que alteragdes sejam detectadas; ou 3) o efeito dos extratos das
macroalgas sobre as enzimas antioxidantes ja havia terminado no
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momento da andlise (48 h apds o tratamento) e os niveis das enzimas ja
haviam se restabelecido. Embora a germinagdo tenha sido estimulada
apo6s a aplicacdo dos extratos, efeito similar ndo foi observado em
relacdo ao alongamento das radiculas cultivadas em condi¢do supra-
6tima de temperatura. Esse fato também foi observado por Cavusoglu e
Kabar (2007) ao aplicar diversos fitormonios, isoladamente ou em
combinacdo, em sementes de rabanete, estimulando a germinacdo, sem
interferir no alongamento da radicula. No presente trabalho, foi
observado ainda que os extratos ndo reduziram os danos gerados pelas
altas temperaturas em plantas cultivadas outdoor. Estas respostas
sugerem que os extratos de macroalgas atuam em momentos especificos
do desenvolvimento de plantas vasculares, portanto, o desenvolvimento
de pesquisas com abordagem mais especifica € necessaria para melhor
compreensdo dos processos de bioestimulag&o.

Com relacdo as concentragdes, S. filipendula estimulou a
germinacdo na concentracdo mais baixa testada (0,01 mg mL%1),
enquanto que para K. alvarezii, a melhor concentragdo foi de 0,05 mg
mL?. A estimulacdo de germinacdo de sementes por extratos de
macroalgas é relatada em diversas espécies de plantas, tais como
Tomate (Solanum lycopersicon L.) (Demir et al. 2006), feijdo preto da
China (Vigna mungo (L.) Hepper (Kalaivanan e Venkatesalu 2012) e
feijdo mungo (Vigna radiata (L.) R. Wilczek ) (Castellanos-Barriga et
al. 2017). Nestes trabalhos, de forma geral, observa-se que baixas
concentragBes estimulam o crescimento, enquanto que altas
concentracGes inibem. Segundo Castellanos-Barriga et al. (2017) esse
padrdo de comportamento é devido aos altos teores de carboidratos,
minerais e proteinas contidos nos extratos que, nas concentracdes mais
altas, reduzem o potencial osmdtico das sementes, dificultando o
processo de embebicdo. Em baixas concentracdes, o potencial osmotico
ndo se altera, e as sementes apresentaram estimula¢do da germinacéo,
possivelmente proporcionadas por substancias fitorreguladoras presentes
nos extratos. No presente trabalho, ndo foi observada inibicdo da
germinacdo nas concentragbes mais altas testadas, no entanto, a
concentragdo mais alta testada foi 0,10 mg mL™?, ou seja, 0,01 %,
enquanto que as concentracOes relacionadas com inibicdo situam se em
uma faixa consideravelmente mais elevada (> 0.1 %).

Por meio das analises morfolégicas, pode-se observar uma
resposta a0 aumento da temperatura pelo espessamento da parede
celular das células da epiderme, porém ndo foi observada resposta em
relacdo a utilizagdo dos extratos. Em temperatura de 35 °C foi observada
a mobilizacdo do amido de reserva da regido do entorno do cilindro
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vascular para diversas regides. Em plantas vasculares, a mobilizacdo de
reservas de sementes, que ocorre durante o processo de germinagdo, é
crucial porque fornece substratos para o bom funcionamento de
diferentes processos metabolicos que sdo essenciais para o crescimento
do eixo embrionario (Zeeman et al., 2010).

A partir dos resultados observados, foi concluido que os extratos
aquosos obtidos sob pressdo de Kappaphycus alvarezii e Sargassum
filipendula, oferecem efeito protetor em sementes em estagio de
germinacdo sob altas temperaturas, sem interferir no posterior
crescimento da planta. Neste sentido, as melhores concentraces foram
0,05 mg mL? para o extrato de K. alvarezii e 0,01 mg mL* para o
extrato de S. filipendula. Essas espécies de macroalgas séo nativas de
regides tropicais e apresentam potencial de exploragdo para a producdo
de compostos bioestimulantes
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho buscou avaliar o potencial de estimulagdo de
plantas por extratos da macroalgas tropicais. Apesar da grande
quantidade de produtos bioestimulantes de plantas formulados de
macroalgas, a grande maioria utiliza espécies de aguas frias. De forma
similar, poucos estudos avaliaram os efeitos de extratos de macroalgas
de guas tropicais e subtropicais.

A primeira parte desse trabalho teve como objetivo avaliar a
estimulacdo de plantulas de Arabidopsis thaliana. Foi possivel verificar
gue os extratos metanolicos das macroalgas, K. alvarezii e S. filipendula
estimulam o crescimento de raizes de A. thaliana, sendo que a
estimulagdo ocorre quando baixas concentragdes, (< 0,05 mg mL™?) sdo
administradas as plantas. A. thaliana foi escolhida por ter tecnologia
genética/molecular bem desenvolvida e esperava-se fazer avaliacdo dos
genes regulados apds a aplicacdo dos extratos. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Bioprodutos Marinhos do Departamento
de Ciéncias Ambientais da Faculdade de Agricultura - Dalhousie
University, Canada, no entanto o laboratério ndo tinha protocolos
estabelecidos e foi necessario dispensar grande tempo para estabelecé-
los, tais como: 1) determinar a amplitude das concentracfes dos extratos
a ser testada; 2) determinar o tamanho das unidades amostrais; 3)
padronizar as condigdes gerais de luminosidade incidida sobre as
unidades amostrais; e 4) padronizar a forma de coleta e analise de dados
de crescimento de raizes. Além disso, diversas contaminacdes fizeram
com que 0s experimentos tivessem que ser repetidos uma grande
guantidade de vezes, nas quais foram aplicadas diferentes metodologias
de esterilizacdo dos extratos, meios de cultura, utensilios, camara de
fluxo e esterilizagdo superficial das sementes. Por fim, ndo houve tempo
habil para realizar as analises transcriptdmicas. Durante o periodo,
também foram realizados experimentos com A. thaliana cultivada em
condicdes de estresse: diferentes salinidades e baixas temperaturas. As
contaminacgBes observadas durante o cultivo em baixas temperaturas
inviabilizaram a anélise de dados e, com relacdo aos experimentos em
diferentes salinidades, as respostas observadas ndo apresentaram
nenhum padrdo e optou-se por ndo acrescentar a publicagdo. Foram
testados também os efeitos dos extratos em plantas de A. thaliana no seu
ciclo completo, mas a variagdo observada, possivelmente de origem
genética, impossibilitou a verificacdo de diferengas entre os grupos. Em
todos os experimentos com A. thaliana, foram testados extratos de
Ascophyllum nodosum, mas optou-se por ndo adicionar os resultados ao
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artigo publicado, uma vez que esta é uma espécie de aguas frias. Ainda,
foram testados os extratos das macroalgas, em parceria com uma
empresa de produtos bioestimulantes, em bioensaios para avaliar a
presenca de fitorreguladores com feijdo-preto-da-china (Vigna mungo),
porém a empresa nao autorizou a publicacdo dos dados. De retorno ao
Brasil, foram realizadas andlises metabolémicas dos extratos, as quais
apontaram para a possibilidade da presenca de compostos
bioestimulantes previamente descritos na literatura.

A segunda parte deste trabalho teve como objetivo avaliar a
estimulacdo de plantas de rabanete. Foi possivel verificar que com os
extratos aquosos das macroalgas as sementes de rabanete apresentam
melhor taxa de germinacdo sob estresse de temperatura. Foram
realizados experimentos com fatores ambientais ndo controlados.
Primeiro, as sementes utilizadas que foram cedidas estavam com
rotulacdo errada, sendo que acreditou-se que eram sementes de nabo
(Brassica rapa var. rapa), e, dessa forma, ndo se desenvolveram
conforme o esperado. O experimento foi repetido, desta vez com
sementes compradas, no entanto na época em que essas foram plantadas
(verdo) as temperaturas alcancaram valores acima do requerido para a
espécie. Assim, estas tiveram crescimento sub6timo, e a aplicagdo dos
extratos ndo foi suficiente para estimular as plantas. Esse fato levantou o
guestionamento de como a temperatura afetava no crescimento do
vegetal e se os extratos poderiam melhorar o desempenho das plantas
em temperaturas moderadamente elevadas. Desta vez escolheu-se por
trabalhar com condigdes controladas, no entanto, por questdes de
limitacdo espacial, ndo foi possivel trabalhar com o ciclo completo,
sendo que escolheu-se avaliar o periodo de germinacdo das sementes.
Averiguado o potencial de protecdo dos extratos das macroalgas sob a
germinacdo das sementes em alta temperatura, foram realizados testes
gue indicaram que as sementes ndo estavam sob estresse oxidativo no
momento das andlises, no entanto as que foram tratadas com os extratos
apresentaram alteracdes morfo-histolégicas, como a mobilizacdo de
granulos de amido da regido do entorno do cilindro vascular para outras
regides da seccdo, fato este comum durante 0 processo germinativo e
gque mostrava que estas estavam em melhor condicdo. Nesse meio
tempo, diversos outros experimentos foram realizados, porém os
resultados ndo foram satisfatorios e ndo foram apresentados nesta tese.
Por exemplo, foram averiguados os efeitos de extratos de macroalgas na
germinacdo de salsa (Petroselinum crispum) e espinafre-da-Nova-
Zeléndia (Tetragonia tetragonoides).
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Um problema observado € que extratos de macroalgas sdo
produtos complexos que geralmente ndo tém um modo ou mecanismo
de acdo conhecidos. Além disso, devido a sua caracteristica de conter
diversos compostos que podem atuar em sinergia ou antagonia, ou ainda
apresentar variagdo sazonal, temporal ou espécie-especifica, uma
demonstracdo pratica do mecanismo de acdo é mais interessante do que
uma demonstracéo tedrica do seu modo de acdo (YAKHIN; et al, 2017).

Apesar dos resultados satisfatorios obtidos, recomenda-se que
mais estudos sejam desenvolvidos com os extratos das macroalgas. Para
aumentar a compreensdo do comportamento das macroalgas com
relagdo a producdo de compostos bioativos recomenda-se cultivar as
macroalgas em diferentes condi¢des, mas com periodo de exposic¢do
mais curto (estresse agudo) e testar outras manipulac@es das condigdes
de cultivo com o objetivo de aumentar a producéo de algum composto
especifico, como flavonoides, por exemplo. Para avaliar os efeitos do
processo de extracdo na qualidade dos extratos, recomenda-se obté-los
por diferentes processos efou, tratd-los com procedimentos para a
eliminagdo de substancias possivelmente antagbnicas, como por
exemplo, giberelinas e compostos fendlicos. Para aumentar o
entendimento de como aplicar os extratos, recomenda-se realizar novos
experimentos, com outras espécies e em diferentes fases do ciclo de vida
destes. E, para melhor identificar a composicdo bioquimica das
macroalgas e sua metabol6mica, utilizar outras andlises, tais como
cromatografia liquida ou gasosa, Ressonancia Magnética Nuclear do
13C, Espetrometria de Massas, entre outras.
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5. CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados obtidos, concluimos que os extratos de
ambas as espécies utilizadas podem ser aproveitados na industria
agricola, em baixas concentracGes, para estimular a formacéo de raizes
em plantas. Isso indica que seus efeitos estdo relacionados a agdo de
compostos bioativos, que podem estar atuando sinergicamente. Além
disso, foi possivel observar a importancia do periodo de aclimatagdo das
macroalgas em condic¢fes-padrdo de laboratorio para estabilizar os
extratos e potencializar sua capacidade de estimular plantas. Os extratos
também apresentaram efeitos na germinacdo de sementes perante o
estresse de temperatura, sendo uma importante alternativa para a
producdo agricola em situagdes de mudancas climaticas.
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