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RESUMO

A cada ano cresce a demanda por alimentos mais saudaveis e meios de produgdo mais
responsaveis. Ja se sabe que microalgas tém efeitos benéficos quando aplicadas as
culturas, porém ainda faltam estudos para identificar quais espécies sdo mais eficientes
e quais compostos atuam com maior atividade sobre as plantas. Neste sentido, este
estudo foi desenvolvido a fim de avaliar os efeitos da aplicagdo de Asterarcys
quadricellulare, microalga verde até o momento sem registro de uso agricola. Neste
estudo, o seu efeito foi avaliado no cultivo organico da beterraba de mesa (Beta vulgaris),
espécie predominantemente produzida pela agricultura familiar no Brasil. Um
experimento de campo foi conduzido para avaliar dados biométricos como massa fresca,
massa seca, produtividade, e dados bioquimicos como pigmentos, agucares e
aminoacidos em folhas e hipocdtilos das beterrabas, em funcao dos tratamentos com a
microalga. Na Area de Olericultura Organica da UFPR, utilizou-se a cultivar Early Wonder
Tall top (Topseed ®) em um delineamento inteiramente casualizado com aplicagbes
semanais via foliar de solugdes contendo uma suspengao da biomassa da microalga
Asterarcys quadricellulare em quatro concentragdes: 50, 100, 150 e 250 g.L"", aplicadas
na dose de 1 mL.L -"na calda de pulverizagdo, mais um controle , em quatro repetigdes.
Aos 80 dias apds a semeadura, foram colhidas as plantas centrais das parcelas, em sua
totalidade (parte aérea e hipocotilos) e separadas para analises. As aplicagdes das
solugdes contendo a biomassa da microalga Asterarcys quadricellulare aumentaram as
massas frescas de folhas e hipocétilos, massas secas de hipocdtilos, a produtividade, os
teores de agucares nos hipocdtilos e folhas, e a concentragdo de aminoacidos livres das
folhas. As solugdes contendo biomassa de A. quadricellulare apresentaram efeito
biofertilizante, atribuido a presenca de aminoacidos livres na biomassa da microalga,
com destaque para a concentragdo de 250 g.L".

Palavras-chave: Asterarcys quadricellulare, Beta vulgaris, aminoacidos, producao
organica



ABSTRACT

Every year, the demand for healthier food and responsible food production methods
increases. It is already known that algae and microalgae have beneficial effects when
applied to crops, but studies are still lacking to identify which species are more efficient
and which compounds act with the greatest activity on plants. In this sense, this study
was developed to evaluate the effects of the application of the green microalgae
Asterarcys quadricellulare, one with no record of agricultural use, so far, on organic beet
plants. In this study, the performance of the microalgae was evaluated in the cultivation
of the table beet (Beta vulgaris), a vegetable predominantly produced by family farming
in Brazil. A field experiment was implemented to evaluate biometric data such as fresh
weight, dry weight, yield, and biochemical variables such as pigments, sugars and amino
acids, from leaves and hypocotyl roots in function of microalgae treatments. In an open
field soil bed at the Organic Horticulture Area at UFPR, the cultivar Early Wonder Tall top
(Topseed ®) was sown. In a completely randomized design, four solutions of different
concentrations of the Asterarcys quadricellulare microalgae (50, 100, 150 and 250 g.L-"),
plus water control, were applied in four repetitions. At 80 days after sowing, the plants
were harvested from the middle of the plots, in their entirety (aerial part and hypocotyls)
and separated for analysis. The sprays of the microalgae increased dry weight, sugars,
free amino acids and yield. The solutions containing the Asterarcys quadricellulare
presented a biofertilizer effect, attributed to the presence of free amino acids in the
microalgae biomass, with emphasis on the solution of concentration of 250 g.L™".

Key words: Asterarcys quadricellulare, Beta vulgaris, biofertilizer, aminoacids, organic
food
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1 INTRODUGCAO

A agricultura mundial é intimamente dependente da aplicagdo constante de
insumos. Atualmente, a grande maioria dos alimentos € produzida em larga escala
através de um manejo tecnoldgico intenso, e frequente aporte de insumos sintéticos.
Estas praticas podem trazer mudancgas no longo prazo, como a degradagao de solos,
diminuicdo da matéria organica e lixiviagdo de moléculas quimicas que podem
contaminar a agua (CASTRO et al, 2020). Neste contexto, biofertilizantes estédo
ganhando espac¢o em uma agricultura mais sustentavel, com melhoras em produtividade,
em qualidade do solo, e gerando novas alternativas ao manejo integrado de culturas
tradicionais e rentaveis (RENUKA et al, 2018, SINGH et al, 2011).

As microalgas sdao um grande grupo de diversos organismos autotroficos
unicelulares principalmente fotossintéticos. Nas ultimas décadas, inumeras espécies de
microalgas eucaridticas foram exploradas por seu potencial como fontes alternativas na
alimentacdo de animais, suplementos alimentares para humanos, e novos compostos
nutracéuticos e farmacéuticos (TOMASELLI, 2004). Estes organismos apresentam altas
taxas de crescimento, adaptabilidade a estresses ambientais e uma alta produgao de
compostos bioquimicos, por isso apresentam um grande potencial em inumeras
aplicagbes (AZAMAN et al, 2017).

Entre milhares de espécies de microalgas, o potencial agricola de espécies ainda
pouco estudadas pode ser grande, entre estas a de Asterarcys quadricellulare. Trata-se
de uma microalga verde eucariota da classe Chlorophyta, que esta presente em agua
doce (HONG et al, 2012). Dessa classe fazem parte géneros como Scenedesmus,
Chlorella além de Asterarcys, sendo estudados por apresentarem diversos compostos
de interesse (BARONE et al, 2018; VARHNEYA et al, 2018). Em condi¢des controladas
de cultivo, Asterarcys pode apresentar alto teor de proteinas, lipideos, polissacarideos e
pigmentos (VARHNEYA et al, 2018; SINGH et al, 2019).

O uso de microalgas na agricultura se mostra uma alternativa promissora, pois
suas composigdes altamente proteicas fornecem uma gama de L-aminoacidos possiveis
de serem aproveitados e incorporados pelas plantas, melhorando seu desempenho em

crescimento e produgéo.
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A Dbeterraba (Beta vulgaris L.) é uma hortalica pertencente da familia
Chenopodiaceae (FONTES, 2005), rica em vitaminas, sais minerais e agucares. Tem
como parte comestivel a “raiz”, que morfologicamente trata-se do hipocotilo expandido
da planta, caracterizado por sua coloragao vermelha e sabor doce (SEDIYAMA, 2011).
A beterraba é originaria das regies de clima temperado da Europa e do Norte da Africa.
No Brasil, as Regides Sudeste e Sul cultivam 77% do que é produzido. Os meses mais
amenos sao os preferidos para o seu cultivo (TIVELLI et al, 2011). Sendo uma hortalica
predominantemente de climas temperados, desenvolve-se melhor em temperaturas
amenas ou frias (SOUZA, 2006). E uma hortalica de extrema importancia para a
agricultura familiar no Brasil, apesar de nao estar entre as hortalicas de maior valor
econdmico, & parte importante em pequenas propriedades dos cinturbes verdes que
apresentam grande diversidade no cultivo de hortalicas (CORREA et al, 2014).

A microalga Asterarcys quadricellulare apresenta potencial como uma nova
possibilidade de insumo natural para estimular o crescimento e a produtividade, mas
ainda ha necessidade de estudos sobre sua bioatividade, a fim de se compreender seus
mecanismos de agao e seu efeito biofertilizante. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da microalga Asterarcys quadricellulare em beterrabas cultivadas em

sistema orgéanico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ABETERRABA

A beterraba horticola, também conhecida como vermelha ou de mesa, é o bidtipo
mais cultivado no Brasil, e a produtividade média brasileira € de 10 a 20 ton/ha (TIVELLI
et al, 2011). A beterraba é uma hortalica anual, herbacea, e pertence a familia
Chenopodiaceae. A planta desenvolve raiz do tipo tuberosa, de cor purpura, e incha, pelo
intumescimento do hipocétilo (caule localizado logo abaixo dos cotilédones), e essa é a
parte mais comercializada, o hipocétilo expandido da beterraba de mesa
(PETHYBRIDGE et al, 2018). A beterraba € uma das principais hortalicas cultivadas no
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Brasil. Pode ser semeada em bandejas para posterior transplante a campo ou semeada
direto no solo, método mais usado pelos agricultores brasileiros (TIVELLI et al, 2011).

A beterraba de mesa (Beta vulgaris subsp. vulgaris L.) € um membro de um grupo
de plantas cultivadas do género Beta. Neste grupo estdo plantas domesticadas tanto
para consumo de hipocotilos (como a beterraba de mesa), folhas e peciolo (como acelga
vermelha, acelga), para ragcao animal (beterraba forrageira) e para fontes de sacarose
(beterraba acgucareira). Estima-se que sua origem como planta cultivada remete aos
romanos, quando desenvolveram uma folha comestivel, a partir de espécies selvagens
de Beta, crescendo na regido do Mediterraneo (BIANCARDI, et al, 2012). Neste periodo
houve a sele¢ao de plantas com “raizes” inchadas e maiores, cujas formas resultaram
no desenvolvimento da beterraba de mesa moderna, que € consumida principalmente
por seus hipocdétilos vermelhos e saborosos e, secundariamente por suas laminas
foliares e peciolos. A beterraba de mesa é cultivada e consumida em todo o mundo tanto
como vegetal fresco quanto processado (GALEWSKI et al, 2020).

A cor caracteristica se da devido a presenca de betalainas, produtos naturais
provenientes do grupo dos compostos secundarios nitrogenados (PETHYBRIDGE et al,
2018). As betalainas sao pigmentos hidrossoluveis, divididos em duas classes:
betacianinas (cor vermelho-violeta) e betaxantinas (amarelo-laranja), caracterizando a
coloracéo tipica dos hipocotilos. As betalainas foram um dos primeiros corantes naturais
a serem empregados nas industrias de alimentos, sendo consideradas muito
importantes. Além das propriedades colorantes, as betalainas sao apontadas como nova
classe de antioxidantes dietéticos, principalmente devido a sua capacidade de sequestrar
radicais livres (KUGLER, 2007).

O consumo de beterraba vermelha regularmente na dieta pode fornecer protegao
e prevengao contra determinadas doengas relacionadas com o estresse oxidativo em
humanos, como alguns tipos de cancer. A raiz pode ser consumida crua ou cozida, porém
sao nas folhas que estao concentradas as maiores quantidades de nutrientes e vitaminas
por 100 gramas (g) do produto, destacando-se calcio, ferro, sodio, potassio e vitaminas
A, B e C (GENGATHARAN et al, 2015). A beterraba € uma das principais hortalicas
cultivadas. Segundo o Censo Agropecuario (IBGE, 2017), existem 24.951

estabelecimentos agricolas que produzem 134.810 toneladas/ano de beterraba. Os
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cinco principais estados produtores sao: Parana, que concentra a maior produgao
(20,0%), Sao Paulo (17,0%), Minas Gerais (15,5%), Rio Grande do Sul (15,0%) e Bahia
(8,0%).

Ha poucas cultivares de beterraba desenvolvidas no Brasil devido a sua exigéncia
de luminosidade para reproducgao. Praticamente, todas as cultivares de beterraba de
mesa cultivadas no Brasil atualmente sdo de origem norte-americana ou europeia.
Cultivares de formato globular, constituem o grupo denominado Wonder. Cada cultivar
contém caracteristicas individuais quanto ao formato, tamanho, area de insercgéao foliar,
coloracdo interna e externa de hipocétilo, arquitetura, tamanho e coloragédo das folhas,

tolerancia ao calor e a mancha das folhas (Cercospora beticola) (TIVELLI et al, 2011).

2.2 BIOFERTILIZANTES COMO ALTERNATIVAS SUSTENTAVEIS

Atualmente, existem aproximadamente 7.8 bilhdes de pessoas vivendo na Terra,
e esse numero deve continuar subindo para aproximadamente 9 bilhdes em torno de
2035 (ONU, 2019). Com o aumento esperado da populagdo mundial, ha proporcional
aumento nos niveis de poluicdo, como consequéncia do rapido crescimento da
industrializagédo e urbanizagdo (GLICK, 2012). Além disso, € um enorme desafio
alimentar a grande populagao atualmente, quadro que deve ficar ainda mais desafiador
com o tempo. Nos ultimos anos, alternativas sustentaveis para a manutencao, e
melhoramento da produgcdo mundial de alimentos tém ganhado foco. Nesse cenario, é
essencial que busquemos novas técnicas para que produtividade agricola seja
melhorada para atender a grande demanda de alimentos pela populacdo emergente
mantendo e preservando os recursos naturais para proximas geragdes (PFISTER et al,
2011).

A alta dependéncia de insumos quimicos para maiores produgdes agricolas pode
resultar em danos, tanto a biologia e ao meio ambiente, quanto a saude humana
(MAHANTY et al, 2016). Problemas como o acumulo destes em aguas subterréneas
podem causar a eutrofizagdo dos corpos d'agua. Além disso podem afetar o solo em
termos de esgotamento da capacidade de retencéo de agua e da fertilidade, ou aumento

da salinidade e disparidade nos nutrientes do solo (SAVCI, 2012). Assim, a agricultura
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organica emergiu como uma area alternativa com potencial econémico, trazendo
retornos lucrativos. Por consequéncia, técnicas que viabilizam o cultivo organico, bem
como melhoram o manejo integrado da agricultura tradicional, como o uso de
biofertilizantes, vém se mostrando 6timas alternativas e apresentando resultados reais,
em termos da crescente demanda por alimentos saudaveis, sustentabilidade a longo
prazo e preocupacgdes com a poluicdo ambiental (REDDY, 2013).

Pela natureza de certos biofertilizantes, alguns atingem resultados fisiol6gicos
consideraveis usando concentracgdes relativamente pequenas de produto. Sendo assim,
podem ser interpretados como estimulos, pois suas concentragées sao muito pequenas,
agindo como sinalizadores, promovendo o desenvolvimento das culturas, estimulando
respostas a estresses, e aumentando raizes que consequentemente aumentam a area
de absorgao de nutrientes. (MOGOR, 2017; STADINIK et al, 2017).

O conceito de biofertilizantes esta definido pelo Ministério da agricultura, pecuaria
e abastecimento, na Instrugcdo Normativa 61 de 08 de julho de 2020: “Biofertilizante:
produto que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias
agrotoxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas
cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou
estimulante...” (BRASIL, 2020)

2.3 MICROALGAS NA AGRICULTURA

As algas constituem um grande grupo de organismos fotossintéticos, incluindo
microalgas eucaridticas e cianobactérias procaritticas, além de macro formas como
algas marinhas (RENUKA et al, 2018). A maioria das algas, tanto micro quanto macro,
desempenham um papel importante no sequestro ambiental de carbono e s&o
responsaveis por 50% da fotossintese total na terra (MORONEY et al, 2009). Microalgas
verdes e cianobactérias atuam na mineralizacdo, incorporacdo e mobilizacdo de
nutrientes organicos (aminoacidos) e inorganicos (minerais), € na producado de
compostos bioativos (polissacarideos, horménios de crescimento, compostos
antimicrobianos etc.) que podem interferir no crescimento das plantas. Dessa forma

tornam-se adequadas como opcdes de biofertilizantes (JAGER et al, 2010; STIRK et al,
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2013; PRASANNA et al, 2016). Elas tém um papel-chave na manutencdo de
ecossistemas aquaticos e ciclagem dos nutrientes, melhorando a disponibilidade destes
através de ciclos e transformagées (MORONEY et al, 2009).

Pioneiras em habitats dificeis, incluindo solos afetados por excesso de sal,
contaminagao por metais etc., as microalgas podem sobreviver, proliferar, e até dominar
tais habitats, facilitando a recuperagcdo dos mesmos. Através da produgédo de enzimas
hidroliticas e compostos biocidas, algumas exibem efeito antagdnico contra muitos
patégenos vegetais (PANDEY et al, 2005), sendo consideradas agentes potenciais de
biocontrole (RENUKA et al, 2018). As microalgas evoluiram para serem praticamente
onipresentes em todo o mundo, e suas variadas distribuicbes e historias evolutivas
(FEHLING et al 2007) sao refletidas em capacidades metabdlicas extremamente
diversas entre espécies (ANDERSEN, 2013).

Esses diversos metabolismos produzem uma gama de compostos de alto
interesse, incluindo nutracéuticos, como os carotenoides produzidos por Dunaliella e
Haematococcus (BOROWITZKA, 2013), os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs)
produzidos por varias espécies (RATLEDGE, 2004) e as proteinas de alto valor e
carboidratos disponiveis em suplementos de células inteiras de Spirulina e Chlorella
(KHAN et al 2005). Os extratos de algas marinhas podem modificar as respostas de
plantas em um nivel fundamental (CRAIGIE, 2001). Algas calcareas do fundo dos
oceanos contém substancias promotoras de crescimento em plantas, melhorando a
qualidade de culturas agricolas (AMATUSSI et al, 2020). Além disso, algumas microalgas
possuem compostos que podem agir como sinalizadores, atuando no metabolismo das
poliaminas, promovendo crescimento vegetal (MOGOR et al, 2017). J& se confirmou o
efeito biofertilizante de outras microalgas (Arthrospira platensis) em plantas de beterraba,
aumentando a concentragao de clorofila e aminoacidos em folhas de plantulas (MOGOR
et al, 2018). Novas politicas agricolas e programas para que novas industrias incentivem
o investimento, construam infraestrutura, e divulguem experiéncia técnica e informagéo,
sao necessarias para criar mercados, que poderiam apoiar o cultivo de biomassa de
microalgas, e a expansao desses programas para a produgédo de insumos agricolas de
origem natural (TRENTACOSTE et al, 2015).
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2.4 AMINOACIDOS EM PLANTAS

Como o nitrogénio é o nutriente mais limitante para a produgao agricola em muitas
areas do planeta, fertilizantes e biofertilizantes que fornegam nitrogénio sdo importantes
ferramentas para os produtores. O nitrogénio inorganico fornecido ao solo € incorporado
pelas plantas, e transformado em aminoacidos, que sdo entdo distribuidos pelas
estruturas vegetais (FAGERIA et al, 2005).

Os aminoacidos das plantas desempenham varias fungdes: sdo os principais
transportadores de nitrogénio no tecido vegetal, precursores de metabdlitos importantes
como horménios, moléculas de armazenamento de nitrogénio, moléculas de resposta ao
estresse e moléculas de sinalizagdo (TEGEDER, 2012). Os aminoacidos nas plantas séo
importados para as células do mesofilo para serem usados para fotossintese,
assimilacdo de carbono e outros processos metabdlicos, ou podem ser armazenados
transitoriamente como aminoacidos ou proteinas para serem remobilizados durante a
fase reprodutiva, agindo como sinalizadores do estado geral da planta (ZHANG, et al,
2014).

A maneira como a planta interpreta sinais exdgenos como mudangas ambientais
ou ataques de pragas se da através de sinais metabdlicos. Dentre os sinais estao
acumulo de agentes oxidantes, mudangas na concentragdo de calcio na célula, e o
acumulo de certos aminoacidos (HAUSLER, 2014). Este processo é dependente das
proteinas receptoras de glutamato (GLR) (MOUSAVI et al, 2013), uma familia de canais
de ions permeaveis a cations que modulam processos das plantas, processos que vao
desde a defesa contra patégenos, até o crescimento de raizes (FORDE et al, 2014).

Em situagbes de herbivoria, por exemplo, a glutamato ativa os canais ibnicos de
GLR, provocando a propagacao do sinal de defesa através de alteragdes no calcio
celular. Estudos sugerem que Glu pode ser um sinal critico na propagag¢ao de longa
distancia de eventos de sinalizagao de feridas (TOYOTA et al, 2018). Existem inumeros
canais e transportadores de aminoacidos espalhados pelas células vegetais. E de se
esperar, portanto, que a aplicacdo solugdes com aminoacidos induza uma resposta

fisiologica em plantas.
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2.5 A MICROALGA Asterarcys quadricellulare

As algas tém registros muito antigos, estudos datam seus primeiros fésseis
conhecidos de 3 a 4 bilhdes de anos, quando a microalga mais antiga descoberta,
pertencente a grupo de cianobactérias, fora fossilizada em rochas da Australia Ocidental
Estes organismos apresentam uma enorme biodiversidade, cerca de 200.000 espécies
ja estao descritas (KALANTARYAN et al, 2019). Uma microalga pouco estudada, mas
com grande potencial € a microalga verde eucaridtica Asterarcys quadricellulare (AST).

A AST € uma espécie isolada a relativamente pouco tempo, Hegewald e
colaboradores a identificaram primeiramente em 1992, tratando-a como um género
difundido de algas verdes tropicais (HEGEWALD & SCHMIDT, 1992). O mesmo autor,
18 anos depois publicou um estudo comparando a microalga, a qual classificou dentro
da familia Senedesmus, depois constatando que a mesma pertencia a um género
préprio, de uma espécie so, Asterarcys Comas (HEGEWALD et al, 2010).

Pouco se sabe das possiveis aplica¢cdes dessa microalga, mas estudos recentes
mostram que ha potencial na producdo de acidos graxos, especialmente do tipo poli
insaturado, indicando possiveis aplicagdes na industria de energia, e na suplementagao
alimentar (HONG et al, 2010). Outro estudo, mais recente, verificou que esta espécie
também mostra um excelente potencial na producao de carotenoides, de diferentes tipos,
producao essa, que se mostra superior a de espécies reconhecidamente produtoras de
carotenoides, e utilizadas pela industria exclusivamente para este fim, mostrando o
potencial desta microalga na industrializagdo destes pigmentos (SINGH et al, 2019).

Dentre os possiveis interesses econdmicos no cultivo da AST, destacam-se: a
produgéo de biocombustiveis, suplementos para nutrigdo e medicina humana, para a
alimentagcdo animal, no tratamento de agua de dejetos, e em aplicagdes agricolas
(SINGH et al, 2019).

Esta microalga com alta concentracao de proteinas (VARHNEYA et al, 2018) pode
fornecer aminoacidos diretamente para as plantas. Extratos de microalgas apresentam
muitas substancias que influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantas
(YUAN, 2020).
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Sabe-se que esses microrganismos podem beneficiar plantas produzindo
vitaminas, aminoacidos, polipeptideos e exopolissacarideos que melhoram crescimento,
defesas e/ou produtividade (KHOLSSI, 2019). Porém os efeitos da aplicagdo de AST nas

plantas, ainda sdo desconhecidos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZAGAO DA AREA E CULTIVAR

O experimento foi conduzido na area de Olericultura Organica na Estagéo
Experimental do Canguiri, da Universidade Federal do Parana, localizada no municipio
de Pinhais — PR, situado no Primeiro Planalto Paranaense a 25°23'30" de latitude sul e
49°07'30" de longitude oeste e altitude média de 920 metros, com clima temperado tipo
cfb segundo a classificacdo de Koppen. Analise quimica da camada de solo de 0-20 cm
no local do experimento indicou os valores médios: 6,30 pH (H20), 33,30 g.dm-® de
matéria organica; 0,1331 g.dm-® P; 0,563 g.dm-® K; 1,86 g.dm-3 Ca; 0,523 g.dm-* Mg; 0
g.dm-® Al; 0,332 g.dm-® Al + H; e 80% de saturacdo de base. Sete dias antes da
semeadura, o solo foi preparado com rotoencanteirador para a incorporacao de 8 t.Ha-'
de composto organico com o seguinte valores médios: N= 25 g.kg-' C =30,3 g.kg-"; P
=8,59.kg-"; K=6,6 g.kg-'; Ca = 8,1 g.kg-'; Mg = 4,1 g.kg-". A fertilizagdo do solo foi feita
respeitando a regulamentacgéao brasileira para agricultura organica (BRASIL, 2007).

A cultivar utilizada, Early Wonder Tall Top (TopSeed ®), é considerada uma planta
de folhagem grande, ereta, com hipocétilos lisos e de coloragdo vermelha intensa,
atingindo peso médio de 200 gramas. O ciclo médio apds a semeadura é de 65-75 dias.
O método de semeio utilizado foi semeadura direta, realizado em outubro de 2018 em
linhas confeccionadas em canteiros de 23,8 metros de comprimento por 1,5 metros de
largura. Utilizou-se um marcador para delimitar a distancia entre os glomérulos
(inflorescéncia do tipo cimosa multipara, muito contraida, globosa e com pequenas flores
mais condensadas do que no fasciculo; fruto da acelga e beterraba), na profundidade de
2 cm, utilizando um espacamento de 0,25 m entre linhas e 0,10 m entre plantas. O raleio
foi realizado com 30 dias ap6s a emergéncia (DAE).

25



3.2 A MICROALGA Asterarcys quadricellulare

A biomassa de microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) fornecida pela
empresa Alltech® Crop Sciences — Brasil, foi produzida em cultivo do tipo mixotréfico e
seca por atomizacao (Spray dryer), obtendo-se um po6 fino de cor esverdeada. A
concentracdo de aminodcidos livres totais na biomassa foi de 90,94 mg g,
correspondendo a 9 % de aminoacidos livres em peso, determinada usando 0,2 mg da
biomassa seca diluida em 1,7 mL de etanol a 80% para preparar um extrato do qual 1,0
mL foi diluido em agua destilada e deionizada (WINTERS et al, 2002), sendo entao
realizada a reagao colorimétrica.

A biomassa utilizada teve a sua composi¢ao de L-aminoacidos livres determinado.
A anadlise do perfil de L-aminoacidos livres presentes em AST (TABELA 1) foi
determinado em trés etapas, a primeira, adaptado de Dumas (2013), através da analise
de amostras para a determinacdo de nitrogénio e proteina usando o método de
combustdo. A segunda, por HPLC pelo método sistema Pico-Tag (WHITE et al, 1986).
Este método €& uma técnica integrada para a derivatizagdo de aminoacidos
fenilisotiocianato seguida pela separagcdo de aminoacidos PTC por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Os aminoacidos PTC tém uma forte absorbéancia ultravioleta; a
deteccao é feita pela medicdo desta absorbancia a 254 nm. A terceira, a hidrélise de
proteinas na determinagdo de triptofano, (LUCAS, et al, 1980) realizadas com 5 n de
NaOH contendo 5% de SnCI2 e com 4 N de LiOH (o qual reproduz melhores resultados
para triptofano), a uma temperatura de 145 °C, e os valores maximos de triptofano foram
obtidos com 4-8 hrs de hidrélise. O aminograma foi realizado no laboratério CBO

Analises — Valinhos, Sdo Paulo.
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Tabela 1. Aminograma da biomassa de
Asterarcys quadricellulare obtida em
sistema mixotrofico.

Analises Resultados

Acido Aspartico 3,32%
Acido Glutamico 4.27%

Serina 1,68%
Glicina 1,54%
Histidina 0,71%
Taurina Nao Detectado
Arginina 2,17%
Treonina 1,45%
Alanina 2,41%
Prolina 1,6%
Tirosina 0,95%
Valina 1,81%
Metionina 0,51%
Cistina 0,29%
Isoleucina 1,41%
Leucina 2,36%
Fenilalanina 1,37%
Lisina 2,11%
Triptofano 0,37%

3.3 TRATAMENTOS

Foram realizadas pulverizagdes foliares de suspensdes contendo a biomassa da
microalga em tratamentos dispostos em delineamento inteiramente casualisado, com
aplicagdes de solugbes contendo quatro concentragdes (50 g.L"; 100 g.L™*;150g.L" e
250 g.L") de Asterarcys quadricellulare (AST), além do tratamento controle com
aplicacdo de agua, em quatro repeticoes cada. Destas suspensoes, retiraram-se
aliquotas de 1 mL, que foram entao diluidas em um litro para o preparo da calda aplicada
as plantas de beterraba. Desta forma, proporcionalmente, as aplicagbes de AST
apresentaram as seguintes concentragdes da biomassa na calda de pulverizagao: 0,05g;
0,1 g; 0,15g e 0,25g de AST respectivamente.

Os canteiros foram divididos em 20 parcelas de 1,3 m? cada, contendo 52 plantas
por parcela. As aplicagdes semanais iniciaram-se aos 30 dias apos a emergéncia (DAE),
imediatamente apds o raleio, finalizando uma semana antes da colheita, somando um

total de 11 aplicagdes. Estas foram feitas com pulverizador pressurizado de CO2 com
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pressao constante (45 psi) e consumo de calda de 50 ml por parcela, equivalendo ao
volume de 394 L. ha™' de calda aplicada. Foram determinadas a producéo, variaveis

biométricas e bioquimicas.

3.4 AVALIACOES BIOMETRICAS

Aos 80 DAS foram realizadas as colheitas para analises biométricas e bioquimicas
das plantas. De cada parcela foram coletadas oito plantas centrais. Foram analisadas:
parte aérea e hipocétilos. Os hipocdtilos foram pesados e classificados individualmente,
com o auxilio de um padrao, dentro das seguintes classes: | — Diametros até 35 mm, |l —
Diametros de 35 até 50 mm, IIl (classe comercialmente conhecida como 1A ou “média”)
— Diédmetros de 50 até 70 mm, e IV (classe comercialmente conhecida como 2A ou
‘grauda”) — Diametros maiores que 70 mm. Foram avaliadas as massas, area foliar, e
composicao bioquimica. As massas frescas (g) foram aferidas em balanca de preciséo.
Entdo, as massas secas (g) foram quantificadas, somente apos secagem em estufa a 65
°C com circulagao de ar forgada, até atingirem valor constante, pesadas em balanga de
precisdo. A area foliar (cm?) foi obtida por meio do programa computacional WinRhizo®,

acoplado a um Scanner LA1600 (Regent Instruments Inc., Canada).

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

No mesmo momento das coletas para analises biométricas, foram coletadas 4
plantas centrais nas parcelas, entre 9:00 e 10:00h, para realizacdo das analises
bioquimicas das folhas e hipocétilos. As folhas analisadas seguiram um padréo de
selecao para todas as amostras, sempre duas folhas do terco médio das plantas,
totalmente desenvolvidas. Folhas e hipocdtilos foram congelados e macerados em
nitrogénio liquido, até a obtenc&o de um po fino.

A extracdo dos agucares totais foi realizada segundo Maldonade et al (2013) com
modificacbes. As amostras foram obtidas por hidrélise acida e posterior reagdo com
DNS. A curva padrao para agucares totais foi feita com glicose a 1 mg mL-1 (5,5 mM)
com valores entre 50 a 800 ug mL-1. A leitura foi realizada a 540 nm. Os valores foram

expressos em ug de agucares por g material vegetal fresco.

28



Realizaram-se duas analises para clorofilas. A primeira aos 60 DAE, determinou
os teores relativos de clorofila através do aparelho clorofildbmetro N-Tester. Para a
segunda, a extragdo dos pigmentos das amostras foi realizada segundo Lichtenthaler
(1987) com modificagées. Em microtubo foi adicionado 0,3 g material vegetal macerado
e 1,8 mL de acetona 80% em H20 destilada com 0,1% CaCO3 (p/v) (POMPELLI et al
2013); apods centrifugacéo (9335 g por 2 segundos) o sobrenadante foi utilizado para as
leituras a 663, 647 e 470 nm. Foram utilizadas as formulas descritas por Lichtenthaler e
Buschmann (2001) e os valores expressos em ug de clorofila por g de material vegetal
fresco.

Os aminoacidos livres totais foram extraidos segundo Winters et al (2002) e a
reagao colorimétrica foi realizada segundo Magné e Larher (1992). A curva padréao foi
feita com glutamina e asparagina a 2 mM com valores entre 28 e 140 pg. ml-'. A leitura
foi feita a 570 nm. Os resultados foram expressos em ug de aminoacidos livres totais por

g de material vegetal fresco.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk, e a
homoscedasticidade, através do teste de Bartley. Os dados que nao apresentaram
normalidade e/ou homocedasticidade foram transformados por Box-Cox, para atender
aos critérios da ANOVA. Quando mesmo com a transformacé&o dos dados ndo houve
atendimento aos pré-requisitos da ANOVA, utilizou-se o teste n&o-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido por Duncan Test quando p<0,05. As variaveis com diferencas
significativas foram submetidas a analise de regressao, e a comparagcao de médias pelo
teste de Duncan para coeficientes de determinagédo (R?) < 0,7. As andlises estatisticas

foram realizadas através dos softwares Assistat (Silva e Azevedo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As aplicacbes da biomassa de AST apresentaram efeito promovendo o
crescimento vegetal, alterando variaveis biométricas. A massa fresca de folhas foi
influenciada pela aplicagdo da AST, e as trés maiores concentracdes resultaram em
incrementos (FIGURA 1 — a) chegando a um aumento de 52,5 % em relagéo ao controle
(para AST 150 g.L-"). A massa seca das folhas nao diferiu estatisticamente do controle,
apresentando média geral de 9,62g, com variagao de 21,5%. As massas dos hipocétilos
apresentaram alteragbes em plantas tratadas com a microalga. Para massa fresca, a
aplicagdo da solugdo de Asterarcys quadricellulare a 250 g. L' (AST250) interferiu
significativamente, resultando em um aumento de 53,6% comparando ao controle
(FIGURA 1 — b). Ja para massa seca dos hipocotilos, as aplicacbes de AST250
promoveram aumento em até 27,4%, comparado ao controle (FIGURA 1 — c). O efeito
de microalgas também foi observado de maneira similar em plantas de alface (Lactuca
sativa), onde sua aplicagdo aumentou o peso fresco e seco de mudas, bem como o
conteudo de pigmentos (FAHEED et al, 2008).
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Figura 1. Massa fresca de folhas (a), Massa fresca de hipocétilos (b), e massa seca de hipocétilos (c)
de beterrabas submetidas a aplicagdes foliares de Asterarcys quadricellulare.



Os dados indicam que a aplicacdo da AST250 promoveram nas folhas e
hipocotilos de beterraba o aumento das suas massas comparados as plantas que nao
receberam a aplicagdo da microalga, aumento poderia traduzir-se em melhoria da
produtividade, visto que o acumulo de biomassa foram significativamente maiores em
plantas tratadas com a maior concentragdo da microalga.

. Aplicagbes com aminoacidos podem resultar em plantas com maiores teores de
proteinas totais soluveis nas folhas e maior atividade de enzimas (LAMBAIS, 2011). A
aplicacdo de AST mostrou um incremento consideravel nos aminoacidos livres das
folhas. Nas avaliagbes bioquimicas verificou-se um efeito linear no aumento das
concentracdes de aminoacidos (FIGURA 3). Esse incremento chegou a 154,6% para
AST250 comparando ao controle.

A determinagcdo da area foliar (dados nao apresentados) nao detectou efeito
significativo na expanséo das folhas das plantas de beterraba, mas houve variagdo de
777,28 cm? para o controle, com o menor valor, até AST 250 g. L' com 896,68 cm?2.

Nas avaliagdes bioquimicas para agucares nos tecidos vegetais, houve mudancas
significativas tanto em folhas quanto em hipocétilos. Isso pode indicar que houve melhora
na fixacdo de carbono em carboidratos pelas plantas que receberam a aplicagéo da
microalga. As folhas que receberam o spray da solugao de AST250 apresentaram, em
média, um incremento de 30,6% nos teores de agucares totais no tecido foliar (FIGURA
2-a).
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Figura 2. Acucares totais em folhas (a) e Acucares totais em hipocotilos (b) de beterrabas submetidas a
aplicagoes foliares de Asterarcys quadricellulare
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Figura 3. Aminoacidos livres em folhas de beterrabas submetidas a aplica¢des foliares de Asterarcys
quadricellulare.

Os hipocdtilos de plantas tratadas pela solugdo de AST250, por sua vez,
apresentaram 73,7% mais agucares que os hipocétilos das plantas controle (FIGURA 2
- b). Mas enquanto o aumento de carboidratos em folhas de plantas tratadas foi de 30,6
%, este incremento foi de 73,7% em acucares dos hipocétilos, comparado a média dos
controles. Isto indica que estes fotoassimilados foram translocados das folhas fonte,
onde houve a aplicagdo da microalga, em dire¢gdo aos drenos, que, no ciclo da beterraba,
€ o hipocotilo em constante expansao. Alguns estudos feitos com aplicagdes foliares de
L- aminoacidos (L-aa) em variadas formas, também alcangaram resultados similares,
melhorando variaveis bioquimicas das plantas, demonstrando a relacao que pode haver
entre um maior fornecimento de aminoacidos e a otimizagdo do metabolismo vegetal
(TSOUVALTZIS et al, 2014; KHAN et al, 2012; YU et al, 2019).

O resultado do aminograma da biomassa de AST mostra que alguns L-aa estao
presentes em maiores concentragdes que outros. Nota-se que o mais presente € o acido
glutdmico/glutamato (Glu) (TABELA 1). O esqueleto de carbono de glutamina (GiIn) e Glu

esta diretamente ligado com a sintese primaria de energia. As vias de biossintese para
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esses L-aa sdo reguladas em multiplos niveis e, por sua vez, servem para comunicar
vias de desenvolvimento da planta (OKUMOTO, 2016).

Estes L-aa (GIn/Glu) também atuam como moléculas precursoras ou como
sinalizadoras vegetais. E bem estabelecido que a adigado de GIn/Glu induz uma mudanca
transcricional em plantas (GUTIERREZ et al, 2008), e o desequilibrio destes aminoéacidos
induz respostas ao estresse (YU et al, 2015). O aa GABA (acido y-aminobutirico), que é
sintetizado a partir da glutamina por uma unica reacao de descarboxilagdo, desempenha
um papel versatil nas plantas, é importante no metabolismo primario de carbono e
nitrogénio, além de ser uma parte integrante do ciclo de Krebs ou TCA (respiragao celular
aerdbica) em condigdes de estresse e nao estresse. Junto com a prolina, € um dos
osmolitos mais acumulados pelas células vegetais quando em estresse (SEABRA et al,
2015). Portanto, a aplicagdo de uma biomassa rica em glutamato pode ter influenciado
as plantas em niveis muito diferentes, que se complementam, resultando na melhora de
produtividade de forma linear em funcdo do aumento da concentragao de AST.

Os resultados obtidos podem ser explicados por uma combinagdo entre o
fornecimento direto de L-aa e a sinalizagcdo metabdlica, visto que existe um grande
numero de transportadores de L-aa nas membranas das células vegetais, que agem
como sensores e sinalizadores, e atuam na regulacéo das plantas, ajudando o processo
de resposta ao ambiente e promogao do crescimento (DINKELOO et al; 2018; YANG et
al, 2020).

O conteudo de clorofila foi determinado em dois momentos do cultivo. Em
nenhuma das analises houve diferengas significativas no conteudo de clorofila das
plantas. Os testes laboratoriais para clorofila total resultaram em quantias que foram de
118 ug/g para o controle, até 123 pg/g para AST250, com uma média geral de 108 ug/g,
e uma variagao de 19%. Além da clorofila, os carotendides foram determinados, e os
resultados foram de 49,5 ug/g em média, para o controle, até 61,6 ug/g para AST250,
sendo a média geral 48,1 e uma variagéo de 21%, nao diferindo estatisticamente.

Observou-se que os tratamentos com AST250 aumentaram a produtividade das
plantas tratadas em comparagcdo com as do controle. Isto se mostrou possivel pelo

aumento das massas com a aplicagdo da microalga, maiores massas, traduziram em
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maior produtividade por hectare. Os dados (FIGURA 4) para produgéo apresentaram um

comportamento linear ajustando-se ao modelo de regressao calculado com R? de 83%.
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Figura 4. Produtividade média de plantas de beterrabas submetidas a aplicagdes
foliares de Asterarcys quadricellulare.

O aumento da produtividade esta relacionado a expansao dos hipocétilos, como
apresentado na classificagdo dos mesmos, por diametros. Ocorreu 0 aumento na
porcentagem de hipocdtilos na classificagdo 2A (d>70 mm) para a AST250 comparado
ao controle (FIGURA 5). Na comercializagdo da beterraba, os didmetros de maior
interesse comercial e, portanto, de maior valor para o produtor de beterrabas, estao nas
classes Ill e IV (2A). Houve um aumento de producédo com AST250, em peso, e em
porcentagem de hipocétilos 2A, comparado ao controle. Assim os ganhos foram tanto
em produtividade por hectare quanto no valor por hipocétilo, pois uma melhoria na
formacgao de produtos com bom padrdo comercial, ra reverter em pregos de venda
superiores quando comparados aos precos de hipocétilos menores, fora de padrao

comercial
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Figura 5. Valores da soma das classificacdes (ASR) em Porcentagem dos
calibres de hipocétilos de beterrabas tratadas com diferentes concentragdes
de Asterarcys quadricellulare.

Em estudo usando biomassa de Arthrospira platensis, ocorreu o aumento
significativo no crescimento do hipocétilo de beterraba (MOGOR et al, 2018). Um
biofertilizante da microalga Chlorella vulgaris aumentou as variaveis biométricas e de
producdo quando aplicada em feijdo preto. Essas mudangas foram atribuidas aos
aminoacidos e carboidratos presentes nas microalgas (DINESHKUMAR et al, 2020).

O crescimento de 6rgaos dreno, como um hipocétilo em expansio, depende
fortemente da quantidade de compostos nitrogenados e agucares transportados das
folhas fonte para tais tecidos dreno (THOMAS, et al, 2009).

De acordo com o aminograma (TABELA 1) Asterarcys quadricellulare é fonte de
todos os L-aminoacidos produzidos pelas plantas. Dos 21 L-aa proteinogénicos, a
arginina tem a maior quantidade de nitrogénio, tornando-a um importante reserva e meio
de transporte deste elemento, sendo a arginina o quinto lugar na escala de concentragao

do aminograma de AST (TABELA 1). Este aminoacido € o precursor de poliaminas e do
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oxido nitrico, portanto, também reproduz papéis cruciais na regulacédo dos processos de
desenvolvimento, bem como as respostas ao estresse (WINTER et al, 2015).

L-triptofano € conhecido por ser um precursor de auxinas e melatonina em plantas
superiores. Pesquisas mostraram que o L-triptofano tem um efeito mais positivo no
crescimento e rendimento da planta em comparagcdo com suas proprias auxinas
(MUSTAFA et al, 2018; PIZARRO-TOBIAS et al, 2020). L-triptofano pode atuar como um
osmolito ou regulador de transporte de ions, modulando a abertura estomatica e
diminuindo os efeitos nocivos dos metais pesados (HILDEBRANDT et al, 2015).

AST é composta por uma grande quantidade de L-aminoacidos livres e
carboidratos, esses aminoacidos podem atuar no metabolismo da planta, melhorando o
rendimento estimulando a atividade da enzima nitrato redutase (RODER et al, 2018),
aumentando a sintese enddégena de aminoacidos e sua concentragdo no tecido vegetal,
como nas folhas de beterraba (FIGURA 3).

Um incremento na produg¢ao de carboidratos e produtividade, como vistos neste
trabalho, podem ser atribuidos ao fornecimento de variados aminoacidos e ao conjunto
de compostos bioquimicos que microalgas naturalmente produzem (SAFI et al, 2014). O
fornecimento de aminoacidos livres pode ter influenciado o crescimento vegetal e o
acumulo de compostos bioquimicos, a translocacédo de fotoassimilados, ou a atividade
hormonal das plantas, mudancgas que resultaram em um incremento em crescimento e
produtividade. O notavel aumento de aminoacidos em folhas de beterraba obtido com a
aplicacdo de AST250, pode ter estimulado a translocacdo de fotoassimilados para
tecidos dreno como os hipocétilos em expansédo. Essa melhora se traduziu em um
incremento significativo em produtividade, de aproximadamente 53%.

Os dados apresentaram o efeito de Asterarcys quadricellulare, como uma
promissora fonte natural de L-aminoacidos livres bioativos para uso como biofertilizante.
Novos estudos devem ser conduzidos para melhor elucidar os mecanismos fisioldgicos

relacionados aos resultados obtidos nessa pesquisa.
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5 CONCLUSAO

A aplicagao da biomassa da microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1)
teve influéncia significativa nos parametros de crescimento e produtividade em
beterrabas cultivadas em sistema organico. A suspencao que promoveu melhores
resultados foi a de concentragdo 250 g. L', que corresponde a 0,25 g.L-! da biomassa
da microalga, apresentando efeito biofertilizante. Esses resultados podem ser atribuidos
em parte aos L-aminoacidos livres biologicamente ativos presentes na biomassa. Uma
concentragao baixa, como a aplicada neste estudo, promoveu 0 aumento da biomassa
de beterraba, aumento na concentracdo de agucares nas folhas e hipocétilos, aumento
na concentragao de aminoacidos nas folhas, da expansao e classificagao dos hipocotilos,

com significativo aumento da produtividade.
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APENDICES
APENDICE 1 - FOTOGRAFIAS DOS EXPERIMENTOS CONDUZIDOS A CAMPO (1,

2, 3) E EM VASO (4), DA COLHEITA (5), CLASSIFICACAO DOS HIPOCOTLOS (7)
CLOROFILOMETRO (10), E SEPARACAO PARA ANALISES BIOQUIMICAS (11, 12)
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APENDICE 2 - MASSA FRESCA DE FOLHAS DE BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES
FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qm?® F
Treatment 4 4053,41058 1013,35264 11,31*
Residue 15 1343,60991 89,5739942
Total 19 5397,02049

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; ' Grau de liberdade, 2Soma dos
quadrados; 2 Quadrado médio.

APENDICE 3 — MASSA SECA DE FOLHAS DE BETERRABA SUBMETIDAS A APLICAGOES
FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGCAO GL' SQ? Qm® F
Treatment 4 8.10896 2.70299 0.5501 ns
Residue 15 58.96665 4.91389
Total 19 67.07561

**Significativo ao nivel de 5% de propabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; ' Grau de liberdade, 2Soma dos
quadrados; 2 Quadrado médio.

APENDICE 4 — APENDICE 4 — ANALISE DE VARIANCIA MASSA FRESCA DE HIPOCOTILOS
DE BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qms F
Treatment 4 24519,0828 6129,77069 5.5291 *
Residue 15 22664,1036 1510,94024
Total 19 47183,1863

*Significativo ao nivel de 5% de propabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; ' Grau de liberdade, 2Soma dos
quadrados; 2 Quadrado médio.
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APENDICE 5 — ANALISE DE VARIANCIA MASSA SECA DE HIPOCOTILOS DE BETERRABA
SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA
EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qm? F
Treatment 4 167,1687 41,7921749 3.8397 *
Residue 15 227,623183 15,1748789
Total 19 394,791883

*Significativo ao nivel de 5% de propabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; " Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 2 Quadrado médio.

APENDICE 6 — ANALISE DE VARIANCIA PARA AMINOACIDOS LIVRES EM FOLHAS DE
BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGCAO GL' SQ? Qms F
Regresséo linear 1 69,0681611 69,0681611 85,87*
Regresséo quadratica 1 69,367695 34,6838475 41,59*
Regressao cubica 1 75,1132438 25,0377479 47,50*
Regressao 4 grau 1 76,85648 19,21412 43,08*
Tratamentos 4 76,85648 19,21412 43,08 --
Residuo 15 6,689775 0,445985
Total 19 83,546255

*Significativo ao nivel de 5% de propabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; " Grau de liberdade, 2Soma
dos quadrados; 2 Quadrado médio
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APENDICE 7 — ANALISE DE VARIANCIA PARA AMINOACIDOS LIVRES EM HIPOCOTILOS
DE BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIACAO GL’ SQ? Qm® F
Treatment 4 41,59437 10.39297 1.2754 ns
Residue 15 122,33516 8.14868
Total 19 163,92945

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; " Grau de liberdade, 2Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

APENDICE 8 — ANALISE DE VARIANCIA PARA AGCUCARES TOTAIS EM FOLHAS DE
BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGCAO GL’ SQ? Qms F
Treatment 4 14065709,9 3516427,48 7,08*
Residue 15 7452266,13 496817,742
Total 19 21517976,0

*Significativo ao nivel de 5% de propabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; ' Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

APENDICE 9 — ANALISE DE VARIANCIA PARA ACUCARES TOTAIS EM HIPOCOTILOS DE
BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIACAO GL’ SQ? Qm® F
Treatment 4 73353096,19 1833827,49 4,89*
Residue 15 56206919,18  374712794,05
Total 19 129560015,10

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; ' Grau de liberdade, 2Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

56



APENDICE 10 — ANALISE DE VARIANCIA PARA CLOROFILA TOTAL EM FOLHAS DE
BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qm? F
Tratamento 4 2542.54040 635.63510 1.44 ns
Residuo 15 6641.52497 442.76833
Total 19 9184.06537

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; " Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

APENDICE 11— ANALISE DE VARIANCIA PARA CLOROFILA A EM FOLHAS DE BETERRABA
SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA
EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qms F
Tratamento 4 1419.76853 354.94213 1.56 ns
Residuo 15 3420.76713 228.05114
Total 19 4840.53566

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; ' Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

APENDICE 12 — ANALISE DE VARIANCIA PARA CLOROFILA B EM FOLHAS DE BETERRABA
SUBMETIDAS A APLICAGCOES FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA
EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGCAO GL' SQ? Qm® F
Tratamento 4 208.82500 52.20625 1.07 ns
Residuo 15 733.47724 48.89848
Total 19 942.30224

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: néo significativo; ' Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio
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APENDICE 13 — ANALISE DE VARIANCIA PARA CAROTENOIDES TOTAIS EM FOLHAS DE
BETERRABA SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES DE ASTERARCYS
QUADRICELLULARE OBTIDA EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGAO GL' SQ? Qm? F
Tratamento 4 1726,21733 431,554333 4,82*
Residuo 15 1343,38307 89,5588711
Total 19 3069,6004

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; ' Grau de liberdade, ’Soma dos
quadrados; 3 Quadrado médio

APENDICE 14 — ANALISE DE VARIANCIA PARA PRODUTIVIDADE DE BETERRABAS
SUBMETIDAS A APLICAGOES FOLIARES DE ASTERARCYS QUADRICELLULARE OBTIDA
EM SISTEMA MIXOTROFICO.

FONTE DE VARIAGCAO GL' SQ? Qms F
Regresséo linear 1 732992,906 732992,906 88,18*
Regressao quadratica 1 741600,971 370800,485 44,70*
Regressao cubica 1 762520,147 254173,382 33,86*
Regressao 4 grau 1 763942,75 190985,687 24 14*
*Tratamentos 4 763942,75 190985,687 24,14 --
Residuo 15 118671,199 7911,41327
Total 19 882613,949

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo; " Grau de liberdade, 2Soma
dos quadrados; 2 Quadrado médio
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