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Martinez, Renata Ferreira Galletti. Avaliacdo do potencial bioestimulante do extrato
aquoso da alga Sargassum cymosum em mudas de couve (Brassica oleracea var.

acephala). 2015. Monografia (Bacharelado em Agronomia). Universidade de Brasilia-UnB.

RESUMO

Bioestimulantes sdo substancias que promovem respostas fisioldgicas, bioquimicas e
morfologicas nas plantas. Dentre as substancias com efeito bioestimulante, as derivadas de algas
marinhas tém promovido efeitos positivos sobre diversas culturas. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo foliar de extrato aquoso da alga parda Sargassum
cymosum (EAA) na germinacdo, no desenvolvimento e em alguns compostos bioquimicos da
cultura da couve (Brassica oleracea var. acephala). O experimento incluiu dois ensaios, ambos
em delineamento inteiramente casualizado. O ensaio | avaliou o efeito do extrato da alga sobre a
germinacdo de sementes (% de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo — IVG) e no
crescimento inicial de plantulas de couve, com dois tratamentos: extrato aquoso de Sargassum
cymosum a 20% e controle (H20). O ensaio Il avaliou o desempenho morfolégico e bioquimico
das plantas de couve, que receberam aplicacOes foliares dos tratamentos do extrato de alga nas
concentracdes de 1%, 5% e 10%, além do controle (H20). Nesse ensaio 0s seguintes atributos
foram analisados: comprimento de raiz e parte aérea, concentracdo de acuUcares solUveis totais,
compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides, teores de clorofilas a e b, capacidade
antioxidante e o teor de sélidos sollveis. O EAA ndo provocou efeitos positivos na germinacao
de sementes, no IVG e no crescimento inicial das plantulas, assim como na concentragdo de
acucares solGveis totais e no poder antioxidante da couve. No entanto, Se mostrou um potente

bioestimulante para producdo de compostos fendlicos e flavonoides.

Palavras chave: flavonoides, fendlicos, potencial antioxidante, algas marinhas.



ABSTRACT

Bio-stimulants are substances that promote physiological, biochemical and morphological
responses in plants. Such effects can be observed when using seaweed treatments in different
crops Among the substances with bio-stimulant effect , those derived from seaweed have
promoted positive effects on different cultures. This study’s objective is to assess the effects of
foliar application of aqueous extract of brown seaweed Sargassum cymosum (EAA) in
germination, growth, and in some biochemical composts of Kale (Brassica oleracea var.
acephala). Two independent experimental trials were conducted, both in completely randomized
design. The first trial evaluated the effect of seaweed extract on seed germination (germination
percentage and speed of germination index-SGI) and initial growth of kale seedlings, with two
treatments: aqueous extract of Sargassum cymosum (20%) and control (H,O). The second trial
evaluated the physiological performance of kale saplings in the following parameters: root length
and shoot, total soluble sugar concentration, starch, phenolic compounds, flavonoids and
carotenoids, chlorophyll a and b content, antioxidant capacity and °Brix of kale saplings that
received foliar application of EAA in different treatments: 1%, 5% ,10%, besides the control
(H20). Aqueous extract of brown seaweed proved to be a potent bio-stimulant on the production
of flavonoids and phenolic compounds. However it did not have positive effects on seed
germination, SGI and early seedling growth. Likewise no positive effect was identified in the

concentration of total soluble sugar and in the antioxidant activity of kale.

Keywords: flavonoids, phenolic, antioxidant capacity, seaweed.



1. INTRODUCAO

No contexto atual da agricultura é notavel o cenario de desequilibrio ecossistémico que o
uso excessivo de insumos agricolas associados as praticas de manejo que exaurem os solos tem
gerado. Para que a agricultura seja uma atividade que ndo cause tanto impacto ambiental em
ambito global, varias pesquisas vém sendo realizadas buscando alternativas com a finalidade de
diminuir a quantidade de pesticidas e de fertilizantes utilizados, sem interferir na produtividade.
Nos ultimos anos, vém se observando um crescente interesse pelo uso de substancias
bioestimulantes naturais, e dentre a diversidade de fontes dessas substancias, as algas constituem
um grupo que tem apresentado efeitos favoraveis sobre as mais variadas culturas (MATYSIAK et

al., 2011).

O uso de extratos de algas marinhas na agricultura tem demonstrado eficiéncia no controle
direto de fitopatdgenos, na promogdo do crescimento de plantas e na inducdo de mecanismos de
defesa vegetal (DAPPER et al., 2014), potencializando a producéo de substancias que agregam
valor nutricional as plantas. A maioria dos produtos comerciais derivados de algas marinhas
apresenta em sua formulacao extrato de Ascophyllum nodosum (DAPPER et al., 2014), uma alga
parda com distribuicdo geogréfica restrita a regides de clima temperado, notadamente no Canada,
Franca, Islandia, Irlanda, Noruega e Reino Unido (BOZORGI et al., 2012). De outra forma, no
litoral brasileiro, é possivel encontrar em abundancia o género de algas pardas Sargassum, que é
considerado um importante componente da flora marinha com ampla distribuicdo nas regides

tropicais e subtropicais do globo (COIMBRA, 2006).

Estudos elucidam a importancia ecologica de populagdes da espécie S. cymosum na costa

brasileira, e a relevancia de outras espécies do género Sargassum na industria alimenticia, téxtil,
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farmacéutica, ou ainda como fertilizantes em outras regides do planeta (DUBIASKI-SILVA,
1999; BARROS, 2009; MONTOUCHET, 1979; COIMBRA, 2006). Porém ainda sé@o poucos 0s
estudos com o0 uso da espécie S. cymosum na agricultura. Tendo em vista a presenca de
compostos quimicos considerados bioestimulantes em sua composicdio (YOKOIAMA &
GUIMARAES, 1975, 1977; ECHAVARRIA et al., 2009), e sua ampla distribuicdo geografica
(COIMBRA, 2006), a alga S. cymosum se apresenta como uma viavel fonte de extratos com

efeito bioestimulante sobre os vegetais.

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da aplicacdo do extrato
aquoso da alga Sargassum cymosum (EAA) sobre a morfologia e fisiologia de mudas de couve

(Brassica oleracea var. acephala).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Metabolismo vegetal

As plantas, assim como outros organismos vivos, desenvolveram evolutivamente
estratégias a obtencdo da energia necessaria as diversas fungdes bioldgicas. Todo o processo que
envolve a absorcdo, armazenamento, distribuicdo e utilizacdo de energia constitui 0 metabolismo
e é realizado através de uma rede de milhares de reacBes quimicas conectadas através de
sequencias de reacGes enzimaticas especificas de vias metabdlicas inter-relacionadas

(MARZZOCO & TORRES, 2007).

No reino vegetal o metabolismo segue duas vertentes: metabolismo primario e secundario.
A sintese de moléculas necessérias ao funcionamento das células essenciais @ manutencdo da vida

é 0 que se denomina metabolismo priméario (GARCIA & CARRIL, 2009). O metabolismo
2



secundario representa uma interface quimica entre a planta e 0 ambiente que a circunda, sendo
regulado por fatores extrinsecos e intrinsecos como disponibilidade de agua e nutrientes no solo,
luz, temperatura, estadio fenoldgico, constituicdo genética, relagdes inter ou intra-especificas,

dentre outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

2.1.1. Metabolismo primario

Carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos sdo macromoléculas que fazem parte
do metabolismo primario das plantas (GARCIA & CARRIL, 2009). Como seres autotroficos, as
plantas convertem energia solar em energia quimica dos compostos organicos, (e.g. amido e
sacarose) produtos do metabolismo primério, sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas
separadas fisicamente (TAIZ & ZEIGER, 2013). Sdo exemplos desses compostos o0s
polissacarideos e dissacarideos, duas das classes de carboidratos mais abundantes no reino

vegetal (LEHNINGER et al., 2002).

Além de serem fonte de energia para as células, os carboidratos contribuem para o
reconhecimento e a sinalizacdo celular, sdo componentes de tecidos estruturais tais como a
celulose e a quitina e constituem a superficie de membrana em formas conjugadas com lipidios e
proteinas (POMIN & MOURAO, 2015). Os aclcares, moléculas mais notérias desse grupo, sio
historicamente conhecidos como agentes adogantes, descritos do século XII pelos alquimistas
mouros que faziam referéncia ao acUcar da uva, hoje conhecido como glicose. Porém, sabe-se
que ndo sdo todos os compostos do grupo dos carboidratos que apresentam essa propriedade

edulcorante (POMIN & MOURAO, 2015).



2.1.2. Metabolismo secundario

Além das macromoléculas produzidas pelo metabolismo primario, compostos de baixa
massa molecular sdo produzidos pelas plantas através do metabolismo secundéario (WINK, 2010).
Esses sdo conhecidos por metabolitos secundarios e desempenham fungdes distintas. Muitos
delas fazem parte do sistema de defesa das plantas, algumas sdo volateis e tém efeito atrativo de
polinizadores ou dispersores de sementes, desempenhando papel na reproducdo das plantas
(VERPOORTE et al., 2002). Outras moléculas atuam na simbiose planta-microrganismo e na
competicdo planta-planta (TAIZ & ZEIGER, 2013), oferecendo a espécie produtora vantagem
ecologica. A producdo de metabdlitos secundarios oferece as plantas caracteristicas agrondémicas,
nutricionais, farmacéuticas e quimicas importantes (VERPOORTE et al., 2002), sendo de grande
interesse econémico e cientifico.

Uma caracteristica dos metabolitos secundarios € a sua sintese em pequenas quantidades e
sua distribuicdo ndo generalizada, ou seja, ndo sdo todos 0s metabolitos que sdo produzidos por
todas as plantas. A sua producdo muitas vezes se restringe a determinado género de planta, a uma
familia, ou mesmo a algumas espécies (CARRIL et al., 2009). Os metabolitos secundarios se
dividem em grupos quimicamente distintos, dois desses grupos sdo 0s compostos fendlicos e os

terpenos (TAIZ & ZEIGER, 2013).

2.1.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compdem um grupo de aproximadamente 10000 compostos
heterogéneos, com uma diversidade de fungbes nos vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2013). Os
fenolicos sdo divididos em dois tipos: os compostos flavondides e os ndo flavondides

(DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). Atualmente, tem-se dado preferéncia para
4



alimentos que contenham compostos desse grupo devido ao seu potencial antioxidante. Um
antioxidante é qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos devidos a oxidacdo (como
rancificacdo em alimentos), estando presente em pequenas concentragcdes, quando em

comparacdo ao agente oxidante (SILVA et al., 2010).

Na atual preocupagdo com hébitos de vida saudaveis, a alimentacdo tem um espago de
grande importancia na saude das pessoas. Estudos epidemioldgicos indicam que a alta ingestéo
de produtos vegetais estd associada a redugdo no risco de uma variedade de doencas cronicas
como aterosclerose e cancer (SILVA et al., 2010). Sabe-se que 0s compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides séo classificados, junto com as vitaminas C e E, como os principais
antioxidantes nos vegetais por absorverem radicais livres e inibirem a cadeia de iniciagdo ou
interromperem a cadeia de propagacdo das reagOes oxidativas promovidas pelos radicais

(PODSEDEK, 2007).

De maneira geral, a acdo benéfica dos compostos fendlicos na saide humana vem sendo
relacionada a sua atividade anti-inflamatdria e inibitéria da agregacdo de plaquetas sanguineas

(SILVA et al., 2010).

2.1.2.2. Terpenos

Outra classe de metabolitos secundarios de grande importancia e com propriedades
exploradas na terapéutica humana é o grupo dos terpenos, com especial atengdo aos carotenoides.
Os carotenoides sdo metabolitos responsaveis pela pigmentacdo entre amarelo e vermelho de
tecidos de organismos fotossintetizantes e nao fotossintetizantes, algas, fungos, bactérias e alguns

animais (UENQOJO et al., 2007). S8o responsaveis por captar a energia luminosa e transferi-la a



clorofila, por isso estdo presentes em todos os tecidos fotossintéticos (MELENDEZ-MARTINEZ
et al., 2004). Atuam como pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de
membranas (SILVA et al., 2010).

Os seres humanos ndo apresentam a capacidade de sintetizar carotenoides, sendo
necessaria a inclusdo de alimentos ricos nesses compostos na dieta. Nesse contexto, é importante
considerar que fontes vegetais contém carotenoides especificos de acordo com sua espécie
(NACHTIGALL et al., 2007).

Os carotenoides sdo compostos polisoprendides (n atomos de carbono) e podem ser
divididos em dois grandes grupos: 0s carotenos que contém apenas 0s elementos carbono e
hidrogénio (ex. a e B-caroteno e licopeno) em suas estruturas quimicas e as xantofilas: derivados
oxigenados dos carotenos e que apresentam pelo menos uma funcao hidroxi, ceto, epoxi, metoxi
ou carboxilica em suas estruturas (ex. luteina, zeaxantina e astaxantina) (QUIROS & COSTA,

2006).

2.2. Couve (Brassica oleracea var. acephala)

A couve caracteriza-se por seu alto teor de luteina nos tecidos foliares (NACHTIGALL et
al., 2007); um carotenoide do grupo das xantofilas resultante do processo de hidroxilacdo de p-
caroteno (SILVA, et al., 2010). A luteina reduz em 40% a probabilidade de danos a méacula
(pequena area da retina responsavel pela visao de detalhes) causados pela radiacdo solar na faixa
do azul (DAGNELIE et al., 2000). Individuos com mais de 60 anos e reduzida acuidade visual
apresentam baixos niveis de luteina e zeaxantina na regido macular (YEUM et al., 1995). Em
contraste, individuos com a mesma idade e elevada densidade daqueles pigmentos maculares

apresentam sensibilidade visual similar a de jovens (NACHTIGALL et al., 2007).



A couve é um dos vegetais de consumo comum na culinaria brasileira.
Comparativamente a outras hortalicas folhosas, a couve manteiga se destaca por seu maior
contetdo de proteinas, carboidratos, fibras, célcio, ferro, vitamina A, niacina e vitamina C
(LORENZ & MAYNARD, 1988). E uma planta de temperaturas amenas, com melhor
desenvolvimento no outono e inverno, porém, apresenta boa adaptacdo a climas variados
(FILGUEIRA, 1982).

A couve é uma hortalica que tém aumentado sua visibilidade no mercado como
fornecedora de nutrientes aos sucos verdes, também denominados sucos de clorofila, estimados
pelo pablico que se importa com a salde do corpo. Associado a essa busca pela satde, surge um
mercado emergente diferenciado, que exige produtos organicos, os produtores precisam se
adequar as exigéncias dos consumidores e, para isso, fazer o uso de insumos alternativos tanto
para adubacdo quanto para o controle de pragas. Neste contexto, o uso de produtos naturais com

acdo bioestimulante e/ou de controle de pragas e moléstias é de crescente interesse.

2.3. Uso de bioestimulantes na producéo de hortalicas

Bioestimulantes sdo definidos como substancias ou materiais (com exce¢do de nutrientes
e pesticidas) que, quando aplicados as plantas, sementes ou em substratos de crescimento, em
especificas formulacdes, tem a capacidade de modificar processos fisioldgicos das plantas de uma
maneira que proporcionem beneficios potenciais ao crescimento, desenvolvimento e /ou respostas
ao estresse (ERTANI et al.,2014).

E importante ressaltar o fato de que os bioestimulantes sdo produtos naturais e
biodegradaveis, considerados escolha racional que pode conduzir a uma agricultura mais

sustentavel (CAPELA, 2013). Em reviséo realizada por Bulgari et al. (2015), foram identificados



alguns compostos comumente presentes em substancias bioestimulantes: elementos minerais,
substancias humicas, vitaminas, aminoacidos, quitina, quitosana, poli e oligossacarideos. Os
mesmos autores relatam a presenca de quantidades de hormoénios nos bioestimulantes,
insuficientes para classifica-los como reguladores de crescimento.

Bioestimulantes diferem de fertilizantes por conterem concentracGes insignificantes de
nutrientes (BULGARI et. al., 2015). S&o utilizados via aplicagdo foliar ou no solo, com acdo
direta sobre metabolismo das plantas ou sobre a microflora do solo, alterando positivamente as
condi¢cdes do mesmo (BULGARI et. al., 2015). Usualmente, sdo adicionados aos tratamentos
com fertilizantes para aprimorar a eficiéncia e a qualidade dos produtos.

Diversos trabalhos verificaram o efeito da aplicacdo via solo ou foliar de bioestimulantes
em hortaligas, analisando a melhor via de aplicagdo (BEZERRA et al., 2007; COSTA et al.,
2008; JUNGLAUS, 2007; TAVARES et al., 2015; TANAKA et al., 2008; ZODAPE et al.,
2011).

Dentre os bioestimulantes mais estudados destacam-se os derivados de &cidos humicos e

de algas marinhas, com diversas fontes e formas de extracdo (SCHMIDT et al., 2003).

2.3.1. Uso de bioestimulantes derivados de algas marinhas na agricultura

Os biomas marinhos ocupam 70% da biosfera e os organismos presentes nesses locais sao
importantes fontes de metabdlitos bioativos (HOLDT & KRAAN, 2011). Incluidas nesse grupo
destacam-se as macroalgas, que séo classificadas, de acordo com o0s pigmentos que possuem, em
algas verdes (divisdo Chlorophyta), marrons ou pardas (Phaeophyta) e algas vermelhas

(Rhodophyta). Muitas dessas algas sdo utilizadas como bioestimulantes na agricultura (KHAN et



al., 2009). A producdo de plantas aquéaticas, com destaque as algas marinhas, atingiu 24.9
milhdes de toneladas em 2012 (FAO, 2012).

Os extratos de macroalgas possuem em sua cOmposicdo macro e micronutrientes,
carboidratos, aminoacidos, vitaminas, citocininas, auxinas e acido abscisico (ABA) que atuam
como promotores do desenvolvimento vegetal (STIRK et al., 2003; LIMBERGER e GHELLER,
2012). Algumas dessas moléculas sdo polissacarideos complexos comumente encontrados na
parede celular de algas, os quais podem apresentar diferentes formas de atividade bioldgica,
como aumentar as respostas de defesa da planta (PESSATTI & MARASCHIN, 1998).

No Brasil, 0 uso de produtos a base de extrato de algas na agricultura é regulamentado
pelo Decreto n° 4.954 (BRASIL, 2004). Nesse documento, as algas sdo enquadradas como agente
complexante em formulagBes de adubos foliares e também utilizado na fertirrigacéo.

A prospeccdo de estudos relativos ao uso de extratos/fragdes de macroalgas marinhas com
efeitos bioestimulantes sobre espécies de interesse agrondmico nos ultimos anos identificou a
preferéncia pela utilizacdo de algas pardas na agricultura (44,7%), com destaque a espécie
Ascophyllum nodosum, seguidas pelas algas verdes (36,2%, Ulva sp.) e pelas algas vermelhas
(29,8%) (DAPPER et al., 2014).

Diversos autores relatam a efetividade do uso de produtos comerciais a base da alga
Ascophyllum nodosum (MORALES-PAYAN et al., 2013; KOYAMA et al.,2012; CARVALHO
et al., 2013; BOZORGI et al.), uma alga tipica de regides temperadas do hemisfério norte. No
Canada, é a alga marinha de maior importancia para exploracdo comercial, sendo uma alga
perene dominante ao longo da costa atlantica, onde forma camadas extensas (BOZORGI et al.,

2012).



No Brasil € notavel a presenca do género de algas pardas Sargassum em todo o litoral.
Considerado um importante componente da flora marinha com ampla distribuicdo nas regibes
tropicais e subtropicais do globo (COIMBRA, 2006), particularmente nas comunidades de
costdes rochosos de regides tropicais e temperadas quentes (VELOSO e DE SZCECHY, 2008).
Constitui um dos mais representativos, dentre os 41 géneros da ordem Fucales, possuindo um
numero estimado de 485 espécies (GUIRY, 2001). Uma das espécies encontradas no litoral
brasileiro € a Sargassum cymosum (AGARDH, 1820) com producdo de grandes quantidades de
biomassa. Estudos sugerem a utilizacdo dessa alga como um potencial biomarcador de areas
marinhas afetadas pela contaminacdo de substancias derivadas de petréleo (DE OLIVEIRA
RODRIGUES, 2014), outros estudos elucidam a importancia ecolégica de populacdes dessa
espécie na costa brasileira (DUBIASKI-SILVA, 1999; BARROS, 2009; MONTOUCHET,

1979), porém sdo poucos os estudos atuais com uso de S. cymosum na agricultura.

Outras espécies do género Sargassum tém contribuido economicamente na inddstria
alimenticia, téxtil, farmacéutica, ou ainda como fertilizantes em outras regides do planeta

(COIMBRA, 2006), dados que confirmam a relevancia de pesquisas com esse género de algas.

A composicdo da espécie S. cymosum foi descrita em alguns estudos com variados
valores dos compostos bioquimicos: 0,211% de potassio, 0,634% de sodio, 0,063% de fésforo,
14,187% de proteina e valores que variaram conforme a época de coleta de 8,0 — 10,7% de
proteinas, 0,18 — 0,78% de fdsforo, 10,12 — 29,9% de cinzas, 7,0 — 28,8% de &cido alginico
(YOKOIAMA & GUIMARAES, 1975, 1977). A concentracdo média de compostos fendlicos
totais em S. cymosum foi de 0,822 mg g™ de extrato (como equivalentes de ac. galico)

(ECHAVARRIA et al., 2009). Os contetidos médios encontrados de B-caroteno, vitamina A
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(retinol equivalente) e vitamina E (a-tocoferol) nessa mesma alga foram de 6,651, 1,109 e 5,110

g g* peso fresco (DE SOUSA et al.,2008).

Nesse contexto, fica evidente o potencial bioestimulante dos compostos identificados na
alga Sargassum cymosum encontrada em abundancia no litoral brasileiro. Ainda assim,
especialmente no ambito agronémico, é importante destacar a importancia dos estudos quali-
quantitativos referentes a magnitude da contribuicdo dessa alga para mitigar o impacto do uso de

agroguimicos na agricultura brasileira.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito bioestimulante da aplicacdo de extrato aquoso da alga marinha

Sargassum cymosum (EAA) em sementes e mudas de couve (Brassica oleracea var. acephala).

3.1. Objetivos especificos

- Determinar o efeito do EAA sobre percentual e velocidade de germinacdo e 0s

comprimentos da parte aérea e da radicula de plantulas de couve;

- Avaliar os efeitos de concentracdes de EAA nas métricas: comprimento de raiz e da

parte aérea de mudas de couve;

- Determinar a concentragdo de agucares soluveis, fenolicos, flavonoides e carotenoides,
bem como poder antioxidante e o teor de sélidos sollveis de mudas de couve tratadas com

concentragdes do EAA.
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4. MATERIAL E METODOS

Dois ensaios independentes foram conduzidos, em delineamento inteiramente
casualizado, com o uso do extrato aquoso da alga S. cymosum (EAA) em couve (B. oleracea var.
acephala). O primeiro experimento avaliou os efeitos da aplicacdo do EAA sobre percentual e
velocidade de germinacdo, comprimento da radicula e da parte aérea das plantulas de couve. O
segundo ensaio determinou os efeitos da aplicacdo foliar do EAA sobre o comprimento das
raizes, altura das plantas, concentracdes de agucares sollUveis totais, carotenoides, compostos
fendlicos, flavonoides, teores de clorofilas a e b, potencial antioxidante e teor de solidos sollveis.
No experimento | para as métricas comprimento de radicula e da parte aérea foram avaliadas 23
plantulas por tratamento. No experimento Il, para 0 comprimento de raiz e da parte aérea foram

avaliadas 25 plantas por tratamento, e para as demais analises, 4 repeticGes.

4.1. Obtencao do extrato aquoso de Sargassum cymosum

Espécimes da alga parda S. cymosum (Figura 1) foram coletados na praia da Armacao,
localizada na cidade de Floriandpolis, Estado de Santa Catarina, entre 0s meses de maio e junho
do ano de 2014. O material coletado foi acondicionado em caixas com agua do mar e
imediatamente transportado ao Laboratério de Morfogénese e Bioguimica Vegetal (Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina - LMBV-UFSC).

Inicialmente impurezas e epibiontes foram manualmente removidos das amostras
coletadas, seguido de dessalinizacdo com formiato de aménio (0,5 mol L™) e secagem da

biomassa (45°C, estufa com ventilacdo, peso constante). A partir do material desidratado e moido
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(micro moinho tipo Willye TE-648, TECNAL), preparou-se uma solucdo estoque de extrato, a
partir de uma relacdo de 120 g da alga desidratada L™ de agua destilada (12%). O material
permaneceu incubado em banho-maria a 70°C, por 1 h (KUMAR & SAHOO, 2011),
recuperando-se o sobrenadante por filtracdo, i.e., a solucéo foi duplamente filtrada em papel filtro
e triplamente filtrada sob vacuo em suporte de filtro whatman n® 40. O extrato filtrado foi

armazenado ao abrigo da luz, a - 20 °C.

Para uso neste trabalho, uma solucdo com concentracao de 20% da solucédo estoque inicial
foi utilizada para o teste de germinacdo de sementes de couve. Solucdes de tratamento com
concentracdes de 1%, 5% e 10% (v/v) da solucdo estoque inicial foram utilizadas em aplicacdes
foliares para os testes métricos (comprimento de raiz e parte aérea) e bioquimicos (concentracfes
de acUcares soluveis totais, carotenoides, compostos fenolicos, flavonoides, teores de clorofilas a

e b, potencial antioxidante e teores de solidos soluveis totais).

Figura 1 - Sargassum cymosum. Foto: Eva Regina Oliveira.
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4.2. Ensaio |: Germinacdo de sementes de Brassica oleracea var. acephala tratadas com

extrato aquoso da alga S. cymosum

Foi realizado utilizando-se sementes da cultivar couve manteiga da Georgia (ISLA, lote
32259-S2, germinacdo 86%) obtidas no comércio especializado. De acordo com as regras para
analise de sementes (Brasil, 1992) a realizacdo de testes de germinacdo, o teste teve duracdo de
10 dias e foi realizado em sala de crescimento do LMB-UFSC, a 25°C e fotoperiodo 16 h. Foram
utilizados recipientes de germinagdo do tipo “gerbox” (Figura 2), contendo 100 sementes para
cada recipiente, totalizando 200 sementes por tratamento, que consistiram em germinacdo em
H,O deionizada (controle) e germinacdo em EAA a 20% de concentracdo. As sementes foram
semeadas sobre papel germiteste umedecido com volume equivalente a 2,5 vezes o0 peso do papel
seco, dispostos em gerbox (Figura 2). A assepsia das sementes consistiu na imersao por 10

minutos em solucdo de hipoclorito de sodio (comercial) a 4%.

A avaliacdo visual da germinacdo foi realizada diariamente para realizacdo do calculo de
indice de velocidade de germinacdo (IVG), tendo como parametro de germinacdo a emissao de
radicula com 1 mm de comprimento. No décimo dia, foram coletados os resultados finais de
germinacdo de toda a populacdo, com contagem de sementes que emitiram radiculas e sementes
que emitiram cotilédones, totalizando 200 observagBes por tratamento. Para a analise das
condi¢es métricas das plantulas de couve foram avaliadas 23 plantulas em cada duplicata para
determinacdo do comprimento de radicula e de parte aérea (Figura 5). Nas avaliacbes da

porcentagem de germinacéo e IVG a populacgéo inteira foi avaliada.

14



O indice de velocidade de germinacdo foi obtido pelo somatério do nimero de sementes
germinadas a cada dia, dividido pelo numero de dias decorridos entre a semeadura e a
germinacdo, de acordo com a formula de Maguire (1962):

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) + ... + (Gn /Nn ), onde:
- IVG = indice de velocidade de germinacéo,
- G1, G2, G3, ..., Gn = numero de plantulas computadas na primeira, segunda, terceira e ultima
contagem,
- N1, N2, N3,..., Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira e ultima

contagem.

4.3. Ensaio Il: Andlises bioquimicas e comprimento do sistema radicular e parte aérea de

mudas de B. oleracea var. acephala submetidas a aplicacdo foliar do EAA

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticdes, utilizando mudas de couve com aproximadamente 20 dias propagadas por semente
que foram adquiridas de um produtor comercial de hortalicas. Quatro dias apés realizou-se o
transplante das mudas de bandejas com 200 células (aproximadamente 12 cm®célula) para
bandejas de 128 células (aproximadamente 25 cm3/célula). As bandejas foram previamente
esterilizadas com hipoclorito de sodio a 10% seguido de lavagem em &gua deionizada e
exposicao a luz UVC (20 min, cdmara de fluxo laminar). As células foram entdo preenchidas com
terra preta adquirida em floricultura, totalizando 88 mudas transplantadas para cada tratamento e

352 observacdes para todo o experimento (88 mudas x 4 tratamentos).

As mudas foram submetidas a aplicacdes foliares do EAA em concentragdes de 1%, 5% e

10%, e para o controle H20 deionizada, utilizando-se borrifador manual, at¢ o ponto de
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gotejamento. Ao todo, foram realizadas quatro aplicaces de 50 mL de cada solucdo (quantidade
suficiente para cobrir a superficie foliar, sem gotejar), totalizando 200 mL finais aplicados. As
aplicacdes foram realizadas 6, 18, 24 e 36 dias apds o transplante das mudas. Apos a ultima

aplicacdo, as mudas permaneceram 6 dias sob acdo dos tratamentos, e entdo colhidas aos 42 dias.

O experimento foi realizado entre os meses de maio e julho de 2015, no Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSC (27°50'S 48°25'W), sendo conduzido em viveiro com
sombreamento de 50%, utilizando-se canteiros de concreto como suporte para as bandejas. O
sistema de irrigacdo utilizado baseia-se na simulacdo da evapotranspiracdo, a partir da perda de
agua pelo substrato e planta, o que provoca uma mudanca em sua massa gque aciona o conjunto de
irrigacdo automaticamente. E um sistema elaborado especificamente para esse viveiro, sem

referéncias previamente descritas.

As analises se iniciaram no 6° dia apés a Ultima aplicacdo do EAA, sendo determinados o
comprimento do sistema radicular principal e da parte aérea, as concentracdes de acucares
solUveis totais, os teores de clorofilas a e b, a concentracédo total de carotenoides, de compostos
fendlicos e de flavonoides, a atividade antioxidante total e o teor de sélidos soltveis no tecido

foliar.

4.3.1. Determinacdo do comprimento do sistema radicular principal e da parte aérea

Ao término do periodo experimental, 25 plantas/tratamento foram coletadas
aleatoriamente e submetidas a lavagem em &gua corrente para eliminar o substrato aderido ao

sistema radicular. Dessas plantas, obtiveram-se as medidas meétricas do sistema radicular

16



principal, desconsiderando raizes adventicias, e da parte aérea, com o auxilio de um paquimetro

universal com escala milimétrica.

4.3.2. Concentracdo de acucares solUveis totais

A andlise dos contetdos de acucares sollUveis totais utilizou protocolo adaptado da

metodologia proposta por Shannon (1968).

Para as determinacdes, inicialmente 60 mg da biomassa de couve fresca foram maceradas
em N2 liquido. Posteriormente, 2 mL de solu¢gdo MCW (metanol: cloroférmio: H20 - 12:5:3,
v/vlv) foram adicionados a biomassa macerada, seguido de centrifugacéo (10 min, 4000 rpm). O
sobrenadante foi coletado por aspiracdo com micropipeta e do precipitado obtido apés
centrifugacdo procedeu-se uma segunda extragdo com a adi¢do de 2 mL de MCW seguida por
outra centrifugacdo (10 min, 4000 rpm). Utilizou-se os sobrenadantes da extracdo para as analises

de acUcares solUveis totais.

Os sobrenadantes da primeira e segunda extracbes foram reunidos e o volume final
ajustado para 4 mL com MCW. A 1 mL deste extrato adicionou-se 3 mL de MCW, 1 mL de
cloroférmio e 1,5 mL de H20, seguido de centrifugacdo (5 min, 4000 rpm), resultando em uma
fracdo sollvel e outra precipitada. Uma aliquota de 1 mL da fase aquosa foi recuperada e
adicionada de 2 mL de antrona 0,2% (m/v, 200 mg antrona diluidos em 100 mL de H2S04 95% -
v/v). O material foi agitado (vértex), aquecido (100°C, 3 min) em banho-maria, resfriado a
temperatura ambiente, procedendo-se a leitura das absorbancias das amostras (630 nm) em
espectrofotémetro Instrutherm mod. UV 2000 A (Umbreit & Burris, 1964). A quantificacdo dos
acucares soluveis totais baseou-se em curva padrdo de glucose (Sigma Chemical Company,
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Oakville, ON, Canada) (10 a 200 pug mL™, r2= 0,99; y = 0,014x), sendo 0s resultados expressos

como equivalente em glucose (mg glucose g™* massa fresca).

4.3.3. Teores de clorofilasaeb

Para a extracdo e posterior quantificacdo das clorofilas a e b, 100 mg de biomassa das
folhas (estabeleceu-se a segunda folha mais nova da planta como padréo as andlises) da couve
permaneceram 2 h em banho-maria, a 65°C, em 7 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). O extrato foi
coletado e completado para 10 mL com aquele reagente, procedendo-se a leitura das
absorbancias em espectrofotometro Bel SPECTRO LGS53, na janela espectral de 480 a 670 nm.
Para determinacdo dos contetdos de clorofilas a e b, os valores de absorbancias em 649 nm e

665 nm foram aplicados as equacdes (protocolo adaptado de JEFFREY et al., 1975):

- Clorofila a: (12,19 x A665nm) — (3,45 X A649nm)
- Clorofila b: (21,99 x A649nm) — (5,32 X A665nm)

4.3.4. Concentracgao de carotenoides

A anélise da concentracdo de carotenoides nas amostras seguiu 0s procedimentos
descritos por Kuhnen (2009), com adaptacdes. A 1 g de amostra fresca de couve triturada em N2
liquido, adicionou-se 10 mL de metanol seguido de incubacdo ao abrigo de luz por 1 h e
centrifugagéo (4000 rpm, 5 min). O sobrenadante foi recolhido e as leituras das concentragdes de
carotenoides realizadas registrando-se em espectrofotdmetro Bel SPECTRO LGS53 as
absorbancias no comprimento de onda de 450 nm. Determinaram-se os valores de concentragédo

total de carotenoides utilizando-se a curva padrdo de B-caroteno (Sigma Chemical Company,
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Oakville, ON, Canada) (25 a 500 pug mL™, r>= 0,99; y= 0,005x). Os resultados foram expressos

como equivalente em B-caroteno (mg B-caroteno g™ massa fresca).

4.3.5. Conteudo de compostos fenolicos e de flavonoides totais

Para extracdo e quantificacdo de fenolicos e de flavonoides, 10 mL de MEOH 80% (v/v)
foram adicionados a 1g de biomassa foliar fresca de couve macerada em N2 liquido, seguido por
incubacdo a temperatura ambiente por 1 h, ao abrigo da luz e centrifugacdo (5 min, 4000 rpm). O

sobrenadante foi recolhido e armazenamento a -80°C, para posteriores analises.

4.3.5.1. Compostos fenolicos totais

Em 300 pL do extrato obtido em MEOH 80% foram acrescentados 225 plL do reativo de
Follin Ciocalteau e 2475 pL Na2CO3 a 2% (v/v). Apos repouso de 1 h ao abrigo da luz, leu-se a
absorbancia (750 nm) em espectrofotdmetro Instrutherm mod. UV 2000 A (RANDHIR et al.,
2004). A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi feita a partir da curva padréo de acido
galico ( Sigma Chemical Company, Oakville, ON, Canada) (5 a 200 pug mL?, r’= 0,99; y=
0,0102x ) e os resultados expressos em equivalente em &cido galico (mg &c. galico g™ massa

fresca).
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4.3.5.2. Flavonoides

Para a determinacdo do conteudo total de flavonoides, uma aliquota (500 pL) do extrato
MEOH 80% foi acrescida de 2,5 mL de Etanol e 500 pL de AICI3 a 2% em metanol (m/v),
seguida de agitacdo em vortex e incubacdo por 1 h ao abrigo da luz. O meio de reacédo teve sua
absorbancia (420 nm) determinada em espectrofotometro Bel SPECTRO LGS53, conforme
protocolo adaptado de Zacarias et al. (2007). A quantificacdo dos flavonoides foi baseada na
curva padrdo de quercetina (Sigma Chemical Company, Oakville, ON, Canada) (10 a 200 pg
mL?, r’= 0,99; y= 0,0108x) e os resultados expressos em equivalente em quercitina (mg

quercitina g™ massa fresca).

4.3.6. Potencial antioxidante

A determinacdo do potencial antioxidante dos extratos foliares das amostras foi realizada
pelo método DPPH (modificado de Kim et al., 2002), que se baseia na transferéncia de elétrons
onde, por acdo de um antioxidante ou uma espécie de radical, o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), que possui cor puarpura, € reduzido formando a difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO

etal., 2011).

Nesta determinacéo, preparou-se uma solucdo com 0,0079 g de DPPH diluidos em 2,5 mL
de MEOH (v/v), seguidos por 10 min de agitacdo (em agitador). Uma aliquota (500 L) desse
material recebeu 49,5 mL de MEOH 80%, seguidos de agitacdo manual, formando a solucdo de
DPPH diluido. O preparo do extrato amostral seguiu 0 mesmo protocolo utilizado as anélises de

compostos fendlicos e flavonoides totais. Para a leitura da absorbancia (530 nm - Instrutherm
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mod. UV 2000 A), 0,1 mL de extrato amostral foi adicionado de 2,9 mL da solucdo de DPPH
diluido, seguido de incubacdo ao abrigo de luz por 30 min. A amostra nomeada “branco”
continha apenas a solugdo de DPPH diluida e o valor de sua leitura foi utilizado na equacéo

abaixo para determinar o valor: % de atividade inibitoria da oxidagdo das amostras:

% de INIBICAO: [(Abs “branco” - Abs final da amostra)/ Abs “branco”] x 100

4.3.7. Solidos soluveis

Coletaram-se aleatoriamente 12 folhas (segunda folha da planta) por tratamento, as quais
foram maceradas em cadinhos de porcelana com pistilos, cobertas com papel filme e incubadas
em estufa (40 °C) por 1 h. O extrato foi recuperado por aspiragdo com micropipeta e a biomassa
residual foi novamente extraida. Os extratos obtidos foram reunidos, centrifugado (4000 rpm, 10
min) e o sobrenadante utilizado a leitura do teor de solidos soltveis (°Brix), em refratbmetro
oOptico portatil ATC (Automatic Temperature Compensation, modelo RZ- 113), com capacidade

de leitura de 0 a 32%.

4.4. Avaliacao estatistica

Os dados foram testados para normalidade (Shapiro-Wilk test) e a homogeneidade das
variancias foi verificada (Levene tests) a significancia de 5%. Para as métricas de comprimento
da parte aérea e radicula (ensaio I) foi realizado o teste T-student (p <0,05), empregado quando se
avalia diferenca de dois grupos independentes (ZUBIA et al., 2008). Os dados do ensaio Il
(comprimento de raiz e parte aérea, concentracdes de acucares solUveis totais, compostos
fenolicos, flavonoides, carotenoides, teores de clorofilas a e b e potencial antioxidante) foram

submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e para comparacdo de médias foi realizado o teste
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Tukey com nivel de probabilidade de 95% (p <0.05). Os dados de teor de sélidos sollveis nao
passaram nos testes de normalidade e homogeneidade e foram avaliados pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. As andlises de variancia foram realizadas com o programa

estatistico SAS versao 9.2.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Percentual de germinacéo de Brassica oleracea var. acephala

Ao final dos 10 dias do teste de germinagdo, o tratamento controle apresentou maior
porcentagem de sementes germinadas (96,5% de emissdo de radicula; 87,5% de emissdo de
plimulas) em relacéo ao tratamento com EAA 20 % (93% emisséo de radiculas; 79% emisséo de
plumulas), conforme apresentado nas Figuras 2, 3 e 4. A aparéncia da populacdo de sementes

germinadas também diferiu entre os tratamentos, com plantulas aparentemente mais vigorosas no

tratamento controle (Figura 2 e 5).

Figura 2 - Plantulas de couve manteiga da Gedrgia (Brassica oleracea var. acephala). Oitavo dia
do teste de germinacdo. Cada nimero representando 1 gerbox (G): G1 e G2 com H20 ; G3 e G4
com extrato aquoso de S. cymosum a 20%.
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Figura 3 - T empo de emissdo de cotilédones de sementes de couve (Brassica oleracea var.
acephala) em substratos umedecidos com H20 (Controle) ou em extrato aquoso de S. cymosum
(EAA -20%).
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Figura 4 - Tempo de germinacdo de sementes de couve (Brassica oleracea var. acephala) em
substrato umedecido com H20 (Controle) ou com extrato aquoso de S. cymosum (EAA). A
avaliacdo da emissdo de radiculas considerou o interregno de 10 dias ap6s o inicio do
experimento. O inicio da germinacéo foi considerado quando da emissao de radiculas a 1 mm.
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Em todos os testes realizados nesta etapa, o desempenho do tratamento controle foi
superior ao EAA (Figuras 3 e 4; Tabela 1), sugerindo a presenca de algum fator de inibicdo no

extrato de alga.

Experimentos realizados com semente de alface constataram que a presenca de compostos
fenolicos pode provocar a inibicdo da germinacdo e do crescimento da raiz primaria
(TOKUHISA et al., 2007). Sabe-se que a alga S. cymosum apresenta elevado teor de compostos
fenolicos (DE SOUSA et al., 2008), fato que pode ter afetado negativamente a germinacdo das
sementes submetidas a substratos umedecidos com EAA, resultando no menor desempenho das

sementes.

O Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e o comprimento da parte aérea também
foram superiores estastisticamente no tratamento controle em relacdo ao tratamento com EAA
(Tabela 1), enquanto o comprimento das radiculas nao diferiu entre os tratamentos. Hernandez-
Herrera et al. (2014) observaram em testes com sementes de tomate que a reducdo na germinagao
e crescimento de plimulas e radiculas em tratamentos de extrato aquoso de algas marinhas

podem estar associados a elevada salinidade dos extratos.

O contraste entre os resultados estimulantes e inibitérios de germinagcdo e
desenvolvimento com a aplicacdo de extratos de algas marinhas pode também ser explicado
parcialmente pelo tipo de extracdo a que o material é submetido. Nesse trabalho, utilizou-se
extracdo aquosa da alga, enquanto, Craige (2010) relatou que extratos obtidos com solucdes
alcalinas resultam em maior potencial estimulante da germinacdo. O mesmo autor verificou que
solugdes ndo alcalinas podem conter maior quantidade de substancias inibitorias da germinagéo
(CRAIGE, 2010).

24



Baseado no principio de que lotes de semente que possuem maior velocidade de
germinacdo e que produzem individuos mais vigorosos sdo relevantes a sobrevivéncia da
populacéo (Oliveira et al., 2009), pode-se sugerir que o tratamento com o EAA a 20% reduziu o

vigor do lote de sementes de couve.

Tabela 1 - indice de velocidade de germinacdo (IVG) e comprimento da parte aérea e
radicular de plantulas de couve (B. oleracea var. acephala) tratadas com o EAA a 20%.

Variavel Controle EAA

VG 27,45 25,03
Comprimento da parte aérea (mm) 11,58 (5,11) A 8,88 (2,70) B
Comprimento da radicula (mm) 61,42 (28,43) A 48,21 (20,30) A
Porcentagem de germinacao 96,5 93

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste t-
student (P < 0.05). Médias de comprimento de radiculas ndo diferiram significativamente (ANOVA).
NUmeros entre parénteses representam o desvio-padrao.
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Figura 5 - Detalhe do fen6tipo de plantulas de couve (B. oleracea var.

em substrato umedecido com H,0, 10 dias apds a semeadura.

5.2. Avaliagdes da aplicacéo foliar do extrato aquoso de S. cymosum (EAA)

5.2.1. Métricas do sistema radicular e da parte aérea

acephala),

semeadas

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos quanto aos

valores médios de comprimento do sistema radicular principal e altura da parte aérea, que

variaram de 8,18 (x1,45) a 9,94 (x2,95) cm e de 11,16 (*1,17) a 11,95 (£1,29) cm,

respectivamente (Figura 6), com as diferentes concentragcdes do EAA. Plantas pulverizadas

com produtos a base de A. nodosum costumam apresentar aumento da atividade da nitrato

redutase, uma enzima do metabolismo do nitrogénio, estimulando o crescimento de plantas

em condigcdes adversas, principalmente em deficiéncia de nitrogénio (DURAND et al.,

2003). No entanto, esse fendmeno ndo foi avaliado no presente estudo, e até 0 momento da
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avaliacdo, 66 dias apds o plantio, ndo foram observados efeitos do EAA no crescimento das
plantas.

Esse resultado assemelha-se ao observado com a utilizacdo de extrato de alga marinha
A. nodosum em couve, o qual ndo observou-se incremento no comprimento do sistema
radicular e da parte aérea de populacdes que receberam aplicacdes do extrato (0; 2; 4; 6 mL
L da solucéo) aos 6, 12 e 18 dias ap6s a semeadura, e foram avaliadas no 23° dia (Silva et
al., 2012). Porém, os resultados aqui apresentados, e os resultados do presente estudo,
diferem dos obtidos por Carvalho et al. (2014), que detectaram incremento significativo na
altura de plantas de trigo irrigadas com extrato da mesma alga A. nodosum (5 mL L™) aos 14,
28 e 42 dias apds a semeadura, e foram avaliadas semanalmente, de 30 a 51 dias apos
semeadura. Esses resultados indicam que o efeito estimulante de extratos de macroalgas
marinhas pode ser um fendmeno espécie-especifica, ou as concentracdes de EAA utilizadas

ndo foram adequadas para o estimulo desse atributo analisado.
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Figura 6 - Comprimento do sistema radicular principal e da parte aérea de plantas de couve
(Brassica oleracea var. acephala) consonante aos tratamentos com EAA. Barras verticais
representam o desvio padrdo. Letras maidsculas comparam o comprimento da parte aérea nas
diferentes doses de EAA e as mindsculas comparam o comprimento do sistema radicular
pelo teste de Tukey (P<0,05).

5.2.2. Acucares soluveis totais

Os resultados das andlises de concentracdo de agucares solUveis totais nas folhas das
plantas de couve nos diferentes tratamentos estdo presentados na Figura 7. Houve
decréscimo nos teores de aglcares com 0 aumento da concentracdo do EAA. Os teores de
acucar nas plantas sob adicdo de EAA a 10% foram inferiore ao controle e a 1% de
concentragdo, indicando que a alga pode estar inibindo o acimulo de agucares soluveis nesse
estadio de desenvolvimento das mudas. No entanto, Kalaivanan et al. (2012) utilizando-se
grdos de feijdo-preto (Vigna mungo), observaram que a aplicacdo de extrato da alga

Caulerpa scalpelliformis a 10% aumentou o teor de acUcares totais em relacdo ao controle e
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a concentracgoes de até 5% de extrato. Os autores sugeriram que esse aumento foi estimulado
pela absorcéo de elementos essenciais (Ca, Na, K, Mg, N e Zn) presentes no extrato da alga
em questéo.

Sabe-se que alguns compostos presentes nos extratos de algas marinhas tem efeito
indutor de resisténcia sobre as plantas (STADNIK et al., 2014), o que provoca uma cadeia de
reacOes bioquimicas, dentre elas uma elevacdo na atividade respiratoria (CARNELOSSI,
2000), promovendo um decréscimo nas reservas energéticas do tecido, visto que, agUcares,
sdo os principais substratos utilizados na respiracdo. Como foi observado um acréscimo nas
concentracfes de compostos fenolicos nos tecidos foliares analisados no presente
experimento (Figura 11), e esses compostos estdo envolvidos no sistema de defesa das
plantas (STADNIK et al., 2014), sugere-se que pode ter ocorrido algum tipo de efeito indutor
de resisténcia do EAA sobre as folhas de couve, o que pode ter aumentado o consumo de

acucares nesse tecido, e provocado esse efeito decrescente nas concentragdes (Figura 7).
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Figura 7 - Teores de acUcares sollveis totais em folhas de couve (Brassica oleracea var.
acephala) tratadas com EAA de S. cymosum (0% - controle, 1%, 5% e 10%). Barra vertical
referente ao desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste

de Tukey (P < 0,05).

5.2.3. Teores de clorofilasaeb

Os resultados das andlises quantitativas das clorofilas a e b nas folhas das plantas de
couve submetidas aos tratamentos com diferentes concentracdes de EAA estdo apresentados na
Figura 8. Nao foram detectadas diferencas significativas nas concentracdes de clorofilas a e b
para os tratamentos avaliados. Resultados similares foram encontrados por Koyama et al. (2012)
na cultura de tomateiro (Solanum lycopersicum), em que a aplicagdo via foliar de concentragdes
distintas do extrato da alga Ascophyllum nodosum (3 e 5 mL L™) néo interferiram no teor de
clorofila das folhas, houve diferenca apenas com relacéo a época de avaliagdo, apresentando um

aumento no teor de clorofila a medida que as plantas foram se desenvolvendo. Em contraposigéo,
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Morales-Payan (2013) registrou elevacdo nos teores de clorofila em folhas de mangueiras
(Mangifera indica) que receberam distintas concentracdes do extrato da alga Ascophyllum
nodosum (1, 2, 3, 4 e 5 mL L™) via solo, o aumento na concentragdo do extrato promoveu um
correspondente aumento nos teores de clorofila, resultado relacionado a presenca de betaina no
extrato da alga, uma substancia que aumenta a tolerancia da planta ao estresse e tem efeito
semelhante ao de citocininas (VERNIERI et al., 2006). Além disso, extratos de alga adicionados
ao solo tém mostrado uma reducdo da lixiviacdo e um aumento da disponibilidade de nitrogénio
para as plantas (LEACH et al., 1999), mineral que favorece 0 aumento no contetudo de clorofila
nas folhas (VIANA & KIEHL, 2010). Sugerindo-se que aplicacdes via solo podem ser uma
alternativa viavel para o aumento na producdo de clorofilas, em comparacdo com aplicacédo via

foliar, utilizada nesse experimento.
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Figura 8 - Teores de clorofilas a (Cla) e b (Clb) em folhas de couve (Brassica oleracea var.
acephala) tratadas com EAA de S. cymosum (0% - controle, 1%, 5% e 10%). Médias seguidas
pela mesma letra acima dos pontos néo diferem significativamente entre si de acordo com o teste
de Tukey (p < 0,05).
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5.2.4. Carotenoides

Carotenoides variaram de 1,76 a 2,16 mg B-caroteno g-1 massa fresca, diferindo em
funcdo do tratamento (Figura 9). A aplicacdo de EAA a 10% reduziu o teor daqueles pigmentos,
comparativamente aos demais tratamentos. Com relagcdo as médias do controle, essa reducao foi
de 18,5%. De outra forma, a aplicacdo de EAA a 1% resultou em concentracdo de carotenoides

superior ao observado no tratamento com EAA a 10%, porém inferior aos demais tratamentos.

Em estudo similar realizado com a aplicacdo do extrato aquoso da alga Sargassum
polysystum em feijdo guandu (Cajanus cajan) constatou-se aumento de concentracdo de
carotenoides nas sementes com o EAA a 0,5%, porém reducdo para maiores concentracdes do
EAA, e.g., 1,5% (ERULAN et al., 2009). Em outro experimento com analise da concentracdo de
carotenoides em feijdo-preto (Vinga mungo) submetido a aplicacdo de extrato de Sargassum
myriocystum em concentragdes mais elevadas, a concentracdo de 10% teve o melhor resultado, e
concentragdes superiores a 25% promoveram um decréscimo progressivo de valores
(KALAIVANAN et al., 2012). Esses resultados sugerem que os tecidos foliares e as sementes
apresentam alguma sensibilidade com relacdo a concentracdo do extrato aplicado, podendo

explicar os valores encontrados no presente trabalho.
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Figura 9 - ConcentracGes de carotenoides totais em folhas de couve (Brassica oleracea var.
acephala) tratadas com EAA de S. cymosum (0% - controle, 1%, 5% e 10%). Barra vertical
referente ao desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste

de Tukey (P < 0,05).

5.2.5. Compostos fendlicos e flavonoides

Os resultados para os teores de compostos fendlicos e flavonoides totais estdo
apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente. As amostras tratadas com EAA na
concentracdo de 10% apresentaram as maiores concentracdes de flavonoides e de compostos
fenolicos. Os demais tratamentos ndo diferiram entre si. Observa-se que, em relacdo ao
tratamento controle, a utilizacdo do EAA a 10% proporcionou aumento de até 11% e 13% na
producéo de flavonoides e fendlicos totais, respectivamente. Tomados em conjunto os resultados

de fenolicos e flavonoides observa-se que este Gltimo representa em média 45% dos fendlicos,
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variando de 44 a 48% nesse experimento (Figuras 11 e 12). Esses resultados apontam para a
necessidade de maiores estudos com testes de concentracfes superiores a 10% do EAA, para se
verificar o padrdo de resposta da planta de couve quanto as alteracGes na producao de fendlicos
totais e flavonoides, e ainda conferir se altas concentragdes do EAA colocam a planta em uma

condicdo de estresse que estimula a producao desses compostos referidos anteriormente.

Em relacdo a producdo de substancias bioestimulantes por algas marinhas, relata-se que
horménios isolados em extratos de algas marinhas podem ser equivalentes aqueles encontrados

em plantas superiores (CROUCH & VAN STADEN, 1993).

A sazonalidade da producdo de compostos bioestimulantes pelas algas também parece ser
significativa. As variac@es da atividade antioxidante, da producdo de hormonios (citoquininas e
auxinas), bem como da atividade antimicrobiana de extratos de alga estdo sujeitas a variabilidade
em funcdo da sazonalidade, do estadio fisioldgico e das condi¢cBes ambientais (ZUBIA et al.,
2008). Em um estudo na Polinésia com S. manarevense, foi encontrado o dobro da producéo de
fendlicos no inverno em relagcdo ao verdo (ZUBIA et al., 2008). Essas variagdes sazonais na
concentracdo de compostos bioquimicos pode interferir nos efeitos bioestimulantes dessas algas
sobre plantas superiores ja que os fendlicos, em plantas, sdo essenciais no crescimento e
reproducdo dos vegetais, além de atuarem como agentes antipatogénicos (ANGELO et al., 2007).
Tal fator ndo foi avaliado no presente experimento, mas possivelmente teve interferéncia nos

resultados relatados.
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Figura 10 - Teor de flavonoides totais em folhas de couve (Brassica oleracea var. acephala),
conforme o tratamento com EAA de S. cymosum. Barra vertical referente ao desvio padréo.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

Mais especificamente, os flavonoides apresentam atividade antimicrobiana e antifingica e
sdo produzidos em resposta a agentes indutores de resisténcia. S&o moléculas disruptoras do
metabolismo ou da estrutura celular do patégeno, mas costumam ser patdgeno-especificos em
relacdo a toxicidade (FREEMAN & BEATTIE, 2008). Lola-luz et al. (2013) relataram resultados
similares ao presente trabalho, onde a aplicacdo mensal de extratos da alga Ascophyllum nodosum
(com dois métodos de extracdo - alta pressdo em baixa temperatura; alta temperatura com
solucdes alcalinas) na cultura da couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), promoveu aumento

do contetdo de compostos fendlicos e flavonoides nos tecidos das plantas.
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Figura 11 - Concentracdo de compostos fendlicos totais em folhas de couve (Brassica oleracea
var. acephala) tratadas com EAA de S. cymosum (0% - controle, 1%, 5% e 10%). Barra vertical
referente ao desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste
de Tukey (P < 0,05)

5.2.6. Potencial antioxidante

O tratamento controle apresentou superior capacidade antioxidante perante os outros
tratamentos (95,56% = 0,70), seguido pelos tratamentos com EAA a 10% (91,56%
+0,17), 1% (83,84% * 0,37) e 5% (81,29% =+ 0,89) (Figura 13). Pesquisas recentes revelam
que a associacdo de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides com as vitaminas C e E
pode ser responsavel pelos principais efeitos antioxidantes dos vegetais (PODSEDEK, 2007).
No presente estudo, as concentragcbes superiores de flavonoides e compostos
fenolicos nas amostras de couve sob aplicacdo do EAA a 10% nédo foram suficientes para

superar 0 potencial antioxidante do tratamento controle. Esse efeito pode estar ocorrendo

36



devido a presenca de substancias antioxidantes nao avaliadas nesse estudo em quantidades
superiores nas amostras do tratamento controle. O mesmo vale para as plantas tratadas com
EAA a 5%, que evidenciaram teores de carotenoides totais similares ao controle, porém
menor capacidade antioxidante entre os tratamentos. Este contraste sugere que a producéo de
compostos antioxidantes ndo analisados nesse experimento pode ter sido inibida nos
tratamentos com EAA. Outra provavel justificativa esta nas concentracGes do EAA utilizadas

no presente experimento, que podem nao ser adequadas para o efeito esperado pelo EAA.
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Figura 13 - Potencial antioxidante (%) de folhas de couve (Brassica oleracea var. acephala)
tratadas com EAA de S. cymosum (0% - controle 1%, 5% e 10%). Barra vertical referente ao
desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste de
Tukey (P < 0,05).

5.2.7. Teor de sélidos solUveis

A Figura 14 apresenta o valor do teor de sélidos solveis, através do °Brix, de folhas

de couve submetidas aos tratamentos com o EAA. Segundo o teste ndo parameétrico de
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Kruskal-Wallis, os valores ndo diferiram entre si. A aplicacdo foliar de EAA nas
concentracdes de 1, 5 e 10% ndo promoveram diferencas na concentracdo de compostos
soluveis no tecido foliar da couve. Um experimento similar realizado por Filho et al. (2007),
com aplicacdo de extrato etandlico da alga Ulva fasciata (2%) em cebola (Allium cepa)
analisando os intervalos de aplicacdo (7, 15 e 21 dias) sobre os compostos sollveis dos
bulbos, ressaltou a queda dos valores de teor de solidos sollveis nas populacbes que
receberam aplicagdes semanais, essa diferenca ndo foi observada no presente experimento
pois os intervalos de aplicacdo foram os mesmos para todas as populagdes estudadas, o que

diferiu foi a concentracdo do EAA.

Esses resultados sugerem que intervalos das aplicacdes dos extratos de algas devem
ser devidamente estabelecidos, bem como o efeito da aplicacdo sobre as distintas estruturas

morfolodgicas da planta.
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Figura 14 - Teor de sélidos soltveis, dado em Grau Brix de folhas de couve (Brassica oleracea

var. acephala) tratadas com EAA de S.cymosum (0% - controle, 1%, 5% e 10%).

Os resultados observados nesse estudo prospectivo sugerem que a concentracdo do
EAA ¢é uma varidvel relevante para os resultados bioguimicos da concentracdo de
carotenoides, compostos fendlicos, flavonoides, acglcares sollveis totais e potencial
antioxidante do tecido foliar. Nas demais analises (comprimento radicular e da parte aérea e
comprimento de radicula), a alta variabilidade dos dados dentro de cada tratamento

contribuiu para a ndo diferenciacéo entre os tratamentos.

Além do mais, verificou-se que logo apo6s as pulverizacdes, as folhas de couve
apresentavam goticulas em sua superficie, devido a alta tensdo superficial das solucdes
aquosas, 0 que reduziu a area de contato do EAA com a superficie foliar. Essa caracteristica
pode ser justificada pela fungédo hidro-repelente das folhas dessa espécie (MARTINS et al.,

2010), e pode ter provocado interferéncia na capacidade das plantas de absorcdo de alguns
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compostos bioestimulantes do EAA. Sugere-se que a auséncia de efeito do EAA em algumas
variaveis analisadas no presente estudo possa ser relacionada a dificuldade de absorcédo de
compostos bioestimulantes presentes no EAA, devido a camada serosa caracteristica das
folhas de couve, visto que o extrato da alga foi extraido em base aquosa, e ndo se agregou
nenhum outro produto para aumentar a eficiéncia da aplicacdo. Estudos relatam o uso de
bioestimulantes associados a espalhantes adesivos ou a substancias surfactantes para
aplicacdes foliares em espécies de Brassicas (TANAKA et al., 2000; GONCALVES et al.,
2011). Essas substancias exercem papel fundamental no sistema liquido-folha, pois, a
modificacdo no comportamento interfacial entre a solugédo aspergida e a folha evita que areas
figuem descobertas, aumentando a aderéncia e a eficiéncia da aplicacdo (GONCALVES et

al., 2011; ZODAPE et al., 2011).

Esse estudo corroborou com uma série de outros similares, por evidenciar a amplitude
de varidveis a serem consideradas para se avaliar o potencial bioestimulante de extratos de
algas marinhas, dentre elas destaca-se as concentracdes de diluicdo dos extratos, época e

intervalo de aplicacdes, e via de aplicacédo (foliar, solo, semente).

Sabe-se que substancias bioestimulantes s6 exercem essa fun¢do quando penetraram
o tecido das plantas, e que a permeabilidade dos tecidos aos bioestimulantes varia de espécie
para espécie (BULGARI et al., 2015). Além disso a absor¢do também depende das condi¢des
de cultivo das plantas, como substrato, disponibilidade de agua, questbes climaticas e de

sazonalidade e demais fatores extrinsecos (PECHA et al., 2012).

A produgéo de hormonios e de demais substancias com fungédo bioestimulante pelas

algas marinhas varia em funcdo da sazonalidade, do estadio fisiologico e das condicdes
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ambientais em que sao coletadas, e esta associada as respostas variadas das culturas, devido a
fatores extrinsecos e intrinsecos. Esse sinergismo de fatores muitas vezes impede a
generalizacdo da utilizacdo dos extratos de algas para diferentes espéecies (BULGARI et al.,

2015; ZUBIA et al., 2008).

Quanto a producdo do extrato, em estudos exploratérios verificou-se a existéncia de uma
ampla variabilidade nos métodos de extracdo, diluicio, aplicacdo e analise dos efeitos. E
interessante que seja realizada uma padronizacdo dos procedimentos, com elaboracdo de
protocolos que sejam de facil replicacdo para que os estudos oferecam dados comparativos
suficientes a elaboracdo de um produto comercial viavel, a base de Sargassum cymosum, tendo
em vista a quantidade de biomassa que essa alga oferece, a distribuicdo geogréafica e o potencial
bioestimulante da mesma. Portanto é necessario ampliar os estudos com o0 uso dessa espécie de

Sargassum na agricultura.

6. CONCLUSOES

- O uso do EAA néo produziu efeitos positivos na germinacdo de sementes, no IVG e
desenvolvimento inicial das plantulas, bem como nos parametros bioquimicos de
concentracdo de agucares solUveis totais e poder antioxidante da couve.

- O EAA na concentragdo de 10% é um potencial bioestimulante para producéo de

compostos fenolicos e flavonoides em couve;
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