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Resumo

As microalgas possuem diversas aplicagdes biotecnologicas e dentro da agricultura podem ser utilizadas como biofertilizantes, bioestimuladoras
da germinag@o de semente, biopesticidas e bioinsetisidas. Para estudar experimentalmente o uso da microalga Chlorella sorokiniana na
germinagao de sementes, ¢ necessario obter informagdes na literatura sobre as metodologias de aplicagdo de microalgas em experimentos
de campo que visem este processo. O presente trabalho teve como objetivo coletar informagdes por meio de uma revisdo de literatura, sobre
as metodologias e formas de aplicacdo das microalgas na germinagdo de sementes. O trabalho de revisdo foi realizado na base de dados
do Google Académico com os seguintes termos de busca avangada: *seeds germination and biostimulant agent and Chlorella microalgae*
-wastewater, nos anos de 2018 a 2022. Foram encontrados 164 artigos cientificos dentro da tematica estudada e foram selecionados somente
aqueles trabalhos que apresentavam em suas metodologias as informagdes sobre a aplicagcdo de microalgas em experimentos de campo e
germinagdo de sementes, totalizando 5 artigos. As microalgas comprovadamente apresentam efeitos positivos na germinagéo de sementes de
feijao, agrido, beterraba, tomate e pepino. Contudo ¢é evidente a necessidade de se investir em pesquisas que considerem as diferentes variaveis
nesta acao bioestimuladora, como espécies de microalgas, tipo de extratos (cultura inteira, sobrenadante, biomassa seca ou iimida), extracao
dos compostos bioativos da microalga, além de quantidade e método de aplicacao.

Palavras-chave: Chlorella sorokiniana. Agricultura Sustentavel. Compostos Bioativos. Métodos de Extragao.

Abstract

Microalgae have several biotechnological applications and in agriculture it can be used as biofertilizers, seed germination biostimulators,
biopesticides and bioinsecticides. In order to study the use of microalgae Chlorella sorokiniana in seed germination, it is necessary to
obtain information in the literature regarding methodologies for applying microalgae in field experiments. The present work aimed to collect
information through a literature review, on methodologies and forms of microalgae application in seed germination. The review was carried
out at Google Scholar database using the keywords: *seeds germination and biostimulant agent and Chlorella microalgae™ -wastewater, from
2018 to 2022. 164 scientific articles were found but only studies that presented information about microalgae application in field experiments
and seed germination were selected, totalizing 5 articles. Microalgae showed positive effects on germination of beans, watercress, beetroot,
tomato and cucumber seeds. However, it is evident the need to invest in research that considers different variables in biostimulating action,
such as microalgae species, type of extracts (whole culture, supernatant, dry or wet biomass), extraction of bioactive compounds, in addition
to quantity and application method.
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1 Introducao

O grande desafio da agricultura moderna e sustentavel ¢
a produgdo de alimentos que seja capaz de suprir a demanda
da populagdo mundial ¢ a0 mesmo tempo contribuir para
o desenvolvimento de um meio ambiente mais saudavel.
Dentro deste pensamento, varias pesquisas t€ém considerado
os bioestimuladores como ferramentas promissoras para uma
agricultura com alta produtividade, qualidade e conservagao
ambiental (COLLA; ROUPHAEL, 2020).

Os bioestimuladores sdo compostos biologicos ativos
capazes de atuar no todo ou em partes da planta, e que
substancias e/ou moléculas,

incluem microrganismos,

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas,
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elementos tracos, enzimas, reguladores de crescimento de
plantas, bem como extratos de plantas e algas (EUROPEAN
UNION REGULATIONS, 2019). De acordo com Kaporee
et al. (2021), os bioestimuladores de microalgas apresentam
efeitos positivos no crescimento e desenvolvimento da planta,
contudo sua implementagao comercial ainda € pequena devido
a falta de pesquisa e custo de producdo. Os autores Gonzalez-
Pérez et al. (2022) foram ainda mais a fundo e concluiram
que ¢ necessario examinar minuciosamente o efeito dos
bioestimulantes das microalgas na germinagdo, crescimento
de brotos ¢ raizes, floragdo e frutificacao

As  microalgas apresentam  diversas aplica¢des
biotecnologicas (RIZWAN et al, 2018) e
bioestimuladoras impulsionam a sintese de clorofila e

como
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carotenoides, apresentam substincias promotoras de
crescimento, como auxinas, citocininas, betainas, giberelinas,
aminoacidos que atuam no crescimento e rendimento das
culturas, e polissacarideos, que melhoram o crescimento
da planta como um todo. A aplicagdo das microalgas como
bioestimulante na agricultura ¢ realizada adicionando sua
biomassa (seca ou tmida) ou obtendo seus extratos aquosos a
serem aplicados (GONZALEZ-PEREZ et al., 2022). Também,
¢ possivel extrair os compostos bioativos ligados as células
das microalgas para aplicagdo como bioestimulantes.

O Centro de Pesquisa de Alimentos da Unopar-
Pitagoras em Londrina-Parana, tem realizado o cultivo da
microalga Chlorella sorokiniana em soro de queijo visando
a produg@o da enzima P-galactosidase (ALBA et al., 2021;
BOSSO et al.,2019). Atualmente, em parceria com o Curso de
Agronomia, o grupo de pesquisa esta estudando o efeito desta
microalga como bioestimuladora na germinagdo de sementes.
Para isto, ¢ necessario compreender os diversos métodos

de aplicacdo bem como a forma e a quantidade aplicada de

Quadro 1 - Dados gerais dos trabalhos selecionados

microalgas em sementes. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo coletar informagdes, através de uma revisdo de
literatura, sobre as metodologias de aplicagdo de microalgas
em experimentos de campo que visem a germinagdo de
sementes.

2 Desenvolvimento
2.1 Metodologia

O trabalho de revisdo foi realizado na base de dados
do Google Académico com os seguintes termos de busca
avangada: *seeds germination and biostimulant agent and
Chlorella microalgae* -wastewater, nos anos de 2018 a 2022.
Foram encontrados 164 artigos cientificos dentro da tematica
estudada. Contudo, foram selecionados somente trabalhos
originais que apresentavam em suas metodologias informagdes
sobre a aplicacdo de microalgas em experimentos de campo
e germinagdo de sementes, totalizando 5 artigos cientificos.
Artigos de revisdo foram excluidos desta anélise. No Quadro
1 é apresentado os dados gerais dos trabalhos selecionados.

Titulo do trabalho Espécie de Microalga CUI,t ura Referencia
agricola
OBQOI:;EEEI(?;!azizz;;:‘fusl(e;‘:/;eg.)e xtracts applied Osmundaria obtusiloba e Sargassum vulgare Feijao Mac(g%(f}%; tal.
Arthrospira platensis, Chlorella
vulgaris, Isochrysis galbana, Nannochloropsis
. L . - .| gaditana (=Microchloropsis gaditana),
Microalgal biostimulants and biofertilisers in Porphvridi p Aorii Ronga et al.
crop productions. frp yriaum cruentun . £gnao (2019).
(=P. purpureum), Scenedesmus acuminatus
(=Tetradesmus lagerheimii) e Tetraselmis
suecica, isolated
Effect of Chlorella vulgaris as a biofertilizer on Chi . Tomate e Bumandalal_e
S orella vulgaris . Tserennadmid
germination of tomato and cucumber seeds. Pepino (2019)
Effect of microalgal extracts from Chlorella Puslisi et al
vulgaris and Scenedesmus quadricauda on | Chlorella vulgaris e Scenedesmus quadricauda Beterraba (g2020) '
germination of Beta vulgaris seeds. )
Efeito do extrato de algas no desempenho | Scenedesmus acuminatus e produto comercial
germinativo e crescimento radicular em | AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder) Feiido Santos et al.
sementes de feijao BRS Estilo em resposta a |derivado J (2021)
diferentes métodos de aplicacao da macroalga Ascophyllum nodosum

Fonte: Dados da pesquisa.

2.2 Resultados e discussio

Na agricultura, as microalgas apresentam diversos efeitos
potenciais (ALVAREZ et al., 2021). No solo, pode melhorar
as caracteristicas fisicas, como a estrutura e reten¢do de agua;
como biofertilizantes, ajudam no crescimento das plantas
aumentando o fornecimento e disponibilidade de nutrientes
(RONGA et al., 2019). A consequéncia direta da aplicagdo
das microalgas na agricultura, ¢ o aumento da produtividade.
Alémdisso, haevidéncias de que as microalgas agem como
biopesticidas e agentes de biocontrole (VIEIRA COSTA et al.,
2019).

As microalgas contém macronutrientes como nitrogénio
(N), fosforo (P) e potassio (K); fitormonios como auxinas,
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citocininas, betainas; aminodcidos; vitaminas; poliaminas; e
polissacarideos provenientes de seu metabolismo primario e,
compostos derivados do metabolismo secundario que juntos
controlam a divisdo celular, alongamento do caule, indugao
do complexo de respostas defensivas durante a patogénese,
iniciam a germina¢do de sementes, desenvolvimento da
lamina foliar, retardo da senescéncia, induc¢do do crescimento
e do alongamento, diferenciacdo de elementos do floema,
dominancia apical, tropismos, ¢ formagao de raizes (RONGA
et al., 2019; COLLA; ROUPHAEL, 2020; GONZALEZ-
PEREZ et al., 2022).

Os extratos brutos, os extratos hidrolisados e a biomassa

(seca ou umida), todos derivados do cultivo da microalga,
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podem ser utilizados como bioestimulante da germinagdo de
sementes (GONZALEZ-PEREZ et al., 2022). A biomassa
pode ser separada do meio de cultivo pelas técnicas de
floculacdo, flotagdo, centrifugagdo e filtragdo (MORAIS
JUNIOR et al., 2020). J& a hidrdlise do extrato, utilizada para
liberar os compostos bioativos que normalmente estdo presos
a parede celular ou ligados a outras estruturas da célula, pode
ser realizada por meio da sonicacdo, tratamento enzimatico ou
tratamento acido (STIRK et al., 2020).

E importante enfatizar, que poucos artigos foram
selecionados, pois a maioria ndo continha informagdes sobre
as metodologias de aplicagdo de microalgas em experimentos
de campo e germinagdo de sementes. Grande parte dos
artigos cientificos dentro da tematica de estudo, sdo revisdes
de literatura. Kaporee et al. (2021) descreveram que apesar
dos bioestimuladores de microalgas apresentarem efeitos
comprovados no crescimento e desenvolvimento da planta,
sua implementacdo comercial ainda € pequena devido a
falta de pesquisa e custo de produgdo. Outra indicagdo de
que poucos trabalhos foram publicados sobre aplicagdo das
microalgas como bioestimuladoras na agricultura foi o estudo
realizado por Murata et al. (2021). Devido a falta de artigos
publicados nesta area, os autores conduziram uma pesquisa
focada nos pedidos de patentes que usavam microalgas na
agricultura. A primeira patente foi depositada em 1982 no
Japdo com o uso da microalga Chlorella como promotora de
crescimento vegetal (NAOHIKO, 1982). Na mesma década,
estudos semelhantes foram conduzidos sobre o efeito de
microalgas na germinag@o de sementes e amadurecimento de
frutos (MAEDA, 1984; HISHIMUNA et al., 1989). Durante
15 anos, nenhum estudo foi publicado, somente a partir de
2015, que o numero de pedidos de patentes apresentou
aumento acentuado, sendo a maioria voltados para a producao
de biocombustiveis (MURATA et al., 2021). Apenas duas
patentes foram concedidas no uso de microalgas como
biofertilizante e promotor de crescimento (CHENG et al.
2017; MOGOR et al. 2019)

Dentre os trabalhos selecionados neste artigo técnico,
Machado et al. (2018) avaliaram o efeito bioestimulante das
macroalgas Sargassum vulgare ¢ Osmundaria obtusiloba
na germinacdo ¢ no desenvolvimento inicial vegetativo de
plantulas de feijdo Phaseolus vulgaris L. Para o experimento
de germinagado, a biomassa obtida do cultivo das macroalgas
na concentragdo de 500 g L' foi extraida por meio da adi¢do
de 1 L de agua destilada a 60 °C por 45 min a 500 g de massa
seca que posteriormente, foi filtrada e armazenada a 4 °C.
Em seguida, foram preparadas dilui¢des de 25 %, 50 % e
controle. O ensaio foi conduzido com 140 sementes de feijao
em caixas Gerbox transparentes mantidas em incubadoras
com fotoperiodo de 12 horas na temperatura de 25 °C, por
15 dias. A porcentagem (%) de germinagdo ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos sendo de 88% para o extrato
com a macroalga Sargassum vulgare, 81 % para Osmundaria
obtusiloba e 85 % para o controle. Segundo os autores, os
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resultados encontrados sdo conflitantes com os obtidos por
outros autores em anos anteriores e que as respostas das
plantas podem variar, pois dependem de intimeros fatores
como tratamento ou ndo das sementes, irrigagdo ou aspersao
das sementes, dosagem e frequéncia de aplicagdo.

Ronga et al. (2019) avaliaram o efeito dos extratos
Chlorella
vulgaris, Isochrysis galbana, Nannochloropsis gaditana

das  microalgas  Arthrospira  platensis,

(=Microchloropsis  gaditana), Porphyridium  cruentum
(=P. purpureum), Scenedesmus acuminatus (=Tetradesmus
lagerheimii) e Tetraselmis suecica na germinagao de sementes
de agrido (Lepidium sativum L.). Para isso, 4 mL de cada
extrato de microalga (50 mg de biomassa seca em 1 L de
agua destilada) e o controle foram adicionados em Placas
de Petri contendo papel filtro Whatman e 3 repeti¢des de 15
sementes cada, foram preparadas nas placas e as mesmas
foram incubadas por 36 h a 25 °C em camara de aquecimento.
A porcentagem de germinacdo (%) variou de 52,99 % para a
microalga 4. platensis a 90,56 % para a T. suecica. Os autores
descreveram varios pontos a serem estudados para entender
melhor como e quando os extratos de microalgas podem ser
usados na cultura para melhorar a sustentabilidade agricola.
Entre os pontos listados estiao
da microalga, o estagio fenologico da cultura que pode
influenciar o momento e a quantidade de microalga aplicada

como bioestimuladora de germinagéo.

a composi¢do bioquimica

Bumandalai e Tserennadmid (2019) estudaram o efeito da
microalga Chlorella vulgaris na germinagdo de sementes de
tomate e pepino e o potencial de aplica¢do da microalga como
biofertilizante para melhorar o rendimento e a produtividade.
As sementes, apos serem esterilizadas com hipoclorito de
sodio a 30 % e lavadas com agua destilada, foram colocadas
em Placas de Petri contendo meio de cultura esterilizado,
como controle e suspensdo da cultura pura de algas coletadas
nos seguintes dias: 3 °, 6 °, 9 ° e 12 ° dia. As Placas de Petri
foram mantidas em termostato a temperatura de 18 + 2°C sob
o regime de luz de 8:16 claro e escuro por uma semana. Ao
final do experimento, os autores concluiram que a suspensao
de C. vulgaris, coletadas no 3°, 6°, 9° ¢ 12° dia de cultivo e nas
concentragdes de 0,06; 0,12; 0,17 e 0,25 g de biomassa seca
L, podem melhorar as germinagdes de sementes de tomate
e pepino. Ja as suspensdes de microalgas de 0,17 ¢ 0,25 g L™
podem melhorar o comprimento da raiz e da parte aérea de
tomate e sementes de pepino, respectivamente.

Puglisi et al. (2020) utilizaram a biomassa liofilizada das
microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus quadricauda
em diferentes concentragdes para avaliar o desempenho de
germinacao de sementes de beterraba (Beta vulgaris). Solugdes
estoque das microalgas foram preparadas, e as células das
microalgas foram coletadas e centrifugadas a 5000 rpm por
15 min e os pellets finais obtidos de cada biomassa foram
adicionados ao metanol para lisar a parede celular e obter os
extratos intracelulares. Apos centrifugacdo e evaporagao do
solvente organico, os extratos foram liofilizados e coletados
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com agua destilada para obter a solu¢do estoque do extrato
de microalgas. Em todas as analises de dados, os autores
observaram um efeito significativo (p<0,01) da concentragdo
do extrato de microalgas em todas as variaveis de germinagao
de plantulas de beterraba. Da mesma forma, em todas as
concentragdes de extrato de microalgas, as interagdes foram
significativas (p<0,01) para todos os indices paramétricos de
germinagdo. Os autores ainda descreveram que os tratamentos
exerceram efeitos diferentes sobre a porcentagem (%) de
germinacdo e que estdo estritamente relacionados com a
espécie da microalga bem como as concentragdes dos extratos.
Os autores concluiram que os extratos a base de microalgas
podem melhorar o processo de germinagdo de sementes de
beterraba sendo que os extratos de C. vulgaris especialmente
melhoraram todos os célculos de indices de germinag@o, as
caracteristicas das raizes, bem como o vigor das plantulas,
promovendo aquisi¢do adicional de nutrientes e crescimento
da planta.

Dos Santos et al. (2021) usando o extrato comercial
AMPEP (Acadian Marine Plant Extract Powder), derivado da
macroalga Ascophyllum nodosum (L.) Le Jol. e da microalga
Scenedesmus acuminatus na concentragdo de 1,5 g L
avaliaram a germinagdo de sementes de feijdo. As sementes
de feijao BRS Estilo foram submetidas a dois tratamentos,
sendo: T1 (embebi¢do das sementes por um periodo de 5
horas nos extratos) e T2 (aplicagdes diretas dos extratos nas
sementes a cada 48 horas), além do controle com agua em cada
tratamento. O ensaio de germinacao foi conduzido em rolos
de papel Germitest®, com trés repetigoes de 25 sementes,
totalizando 600 sementes. O experimento foi mantido em
incubadoras B.O.D, fotoperiodo de 12 h e temperatura de
25 °C, seguindo delineamento inteiramente casualizado. A
avaliagdo foi realizada diariamente durante 8 dias. Apos a
avaliacdo da porcentagem de germinacdo das sementes, os
autores concluiram que extratos de microalgas apresentaram
potencial bioestimulante em sementes de feijao BRS Estilo,
entretanto, deve-se considerar os métodos de aplicagdo. Pode-
se afirmar que o feijao ndo obteve uma boa resposta apds ser
submetido ao processo de embebig¢do, quando comparado
ao processo de aplicacdo dos extratos a cada 48 horas,
apresentando um menor desempenho germinativo. Apesar da
embebicdo ser um método menos eficiente, as sementes deste
tratamento obtiveram melhores pardmetros germinativos do
que o controle com agua, sugerindo que mesmo em condigao
desfavoravel ha efeito benéfico dos extratos no processo
germinativo.

Todos os trabalhos selecionados apresentaram resultados
positivos quanto ao uso das microalgas como bioestimuladoras
do processo de germinagdo. Nao ha indicagdo da melhor
forma de uso dos extratos (biomassa seca ou umida, extrato
inteiro, ou extracdo dos compostos bioativos) sugerindo
que uma avaliacdo mais precisa com estudos agronomicos,
fisiologicos,
necessarios para compreender a indugdo das microalgas como

quimicos, bioquimicos e moleculares sdo
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bioestimuladora da germinag¢do de sementes, possibilitando
conforme descreveram Ronga et al. (2019) a definigdo
de protocolos precisos que possam auxiliar empresas e
agricultores na producdo e aplicagdo das microalgas.

3 Conclusao

As microalgas comprovadamente apresentam efeitos
positivos na germinagdo de sementes, contudo ¢ evidente a
grande necessidade de se investir em pesquisas que considerem
diferentes espécies de microalgas como bioestimuladoras além
de estudos que avaliem a forma de aplicagdo dos seus extratos
(cultura inteira, sobrenadante, biomassa seca ou imida) ou
mesmo a extragdo dos compostos bioativos, a quantidade e
método de aplicacao.
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