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RESUMO

A acao das microalgas na agricultura tem ganho relevancia, principalmente devido a
identificacdo de substancias que s&o sintetizadas por estes organismos, como
aminoacidos, proteinas e fitohorménios, que aplicados em plantas podem promover
crescimento e produtividade com agédo biofertilizante. A microalga Asterarcys
quadricellulare é fonte de L-aminoacidos livres como moléculas bioativas para
produtos da classe dos biofertilizantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o
potencial bioativo da microalga A. quadricellulare (AQ) e sua agao no metabolismo,
crescimento e produtividade em cebola e batata. Os experimentos foram instalados
na area de Olericultura da Universidade Federal do Parana. A biomassa de AQ
(CCAP 294/1) foi obtida em sistema mixotrofico. As etapas da pesquisa sao
apresentadas em trés capitulos. No primeiro capitulo investigou-se o uso da
biomassa da microalga AQ em batata, adotando uma abordagem passo a passo,
inicialmente com bioensaio usando as concentragdes de 0,05; 0,15; 0,25 e 0,4 g L'
para identificar a bioatividade das microalgas. Posteriormente, usando a biomassa
para pulverizacdes foliares no campo por duas safras para determinar os efeitos no
crescimento, produtividade e variaveis bioquimicas. No bioensaio houve bioatividade
com expansao de hipocétilo de tomate. Em campo ocorreram ganhos de
produtividade nas duas safras e alteragdes bioquimicas que melhoraram a clorofila,
aminodacidos, agucar e atividade da enzima nitrato redutase. No segundo capitulo
avaliou-se o efeito de AQ em cebola, verificando sua agdo no metabolismo,
crescimento e produtividade de duas cultivares (Alvara e Perfecta). Assim, foram
realizados dois experimentos: (i) aplicagcdes foliares em plantas cultivadas em vasos
em casa de vegetagdo; (ii) aplicagdes foliares em plantas no campo. Os
experimentos foram realizados utilizando solu¢des nas concentracdes de 0,05; 0,15;
0,25 e 0,4 g L' e variaveis biométricas, produtividade de bulbos e variaveis
bioquimicas foram avaliadas. AQ promoveu o crescimento das plantas e aumentos
no calibre e produtividade de bulbos nas duas cultivares. A biomassa de microalgas
estimulou o metabolismo da planta pelo aumento nos teores de clorofila,
carotenodides, aminoacidos e atividade da enzima nitrato redutase nas folhas,
aminoacidos livres e teores de acucares totais nos bulbos, destacando-se a
concentragéo de 0,25 g L. No terceiro capitulo, a biomassa de AQ foi utilizada
verificando sua acdo no metabolismo, produtividade e resposta metabolémica com
duas cultivares de cebola, duas concentragdes de biomassa (0,15 e 0,25 g L") e
duas frequéncias de pulverizagdo (semanal e quinzenal). Foram realizadas
pulverizagdes foliares de AQ em campo, determinando efeitos no crescimento e
produtividade nas plantas, assim como respostas bioquimicas nas folhas e bulbos e
posteriormente avaliagdo metaboldmica de substancias presentes nas folhas e
bulbos. Nesse trabalho, AQ promoveu o crescimento das plantas e ganho de
produtividade, desencadeando mudangas bioquimicas nos teores de aminoacidos,
acucares e na atividade da enzima nitrato redutase, assim como aumento no
conteudo de espermina em folhas, espermidina em bulbos, triptamina em folhas e
bulbos, 5-hidroxotriptofano em bulbos e serotonina em bulbos. Esses achados
demonstram que A. quadricellulare estimula o crescimento, a produtividade e a
assimilagdo de nitrogénio das plantas, indicando que € uma fonte potencial de
insumo sustentavel para a producao de batata e cebola podendo seu efeito estar
relacionado ao metabolismo dos aminoacidos, das poliaminas e das auxinas.

Palavras-chave: Solanum tuberosum. Allium cepa L. Chlorophyta. Sinalizacao.
Bioatividade. Poliaminas.



ABSTRACT

The action of microalgae in agriculture has gained relevance, mainly due to the
identification of substances that are synthesized by these organisms, such as amino
acids, proteins and phytohormones, which when applied to plants can promote
growth and productivity with biofertilizing action. The microalgae Asterarcys
quadricellulare is a source of free L-amino acids as bioactive molecules for products
in the biofertilizer class. Thus, the objective of this work was to study the bioactive
potential of the microalgae A. quadricellulare (AQ) and its action on metabolism,
growth and productivity in onion and potato. The experiments were installed in the
Olericulture area of the Federal University of Parana. The AQ biomass (CCAP 294/1)
was obtained in a mixotrophic system. The research steps are presented in three
chapters. In the first chapter, the use of AQ microalgae biomass in potatoes was
investigated, adopting a step-by-step approach, initially with a bioassay using
concentrations of 0.05; 0.15; 0.25 and 0.4 g L™ to identify microalgae bioactivity.
Subsequently, using the biomass for foliar sprays in the field for two growing seasons
to determine the effects on growth, productivity and biochemical variables. In the
bioassay there was bioactivity with expansion of tomato hypocotyl. In the field there
were gains in productivity in both harvests and biochemical changes that improved
chlorophyll, amino acids, sugar and activity of the enzyme nitrate reductase. In the
second chapter, the effect of AQ on onion was evaluated, verifying its action on the
metabolism, growth and productivity of two cultivars (Alvara and Perfecta). Thus, two
experiments were carried out: (i) foliar applications on plants grown in pots in a
greenhouse; (ii) foliar applications on plants in the field. The experiments were
carried out using solutions at concentrations of 0.05; 0.15; 0.25 and 0.4 g L and
biometric variables, bulb yield and biochemical variables were evaluated. AQ
promoted plant growth and increases in caliber and bulb yield in both cultivars. The
microalgae biomass stimulated the plant's metabolism by increasing the levels of
chlorophyll, carotenoids, amino acids and activity of the enzyme nitrate reductase in
the leaves, free amino acids and total sugar levels in the bulbs, highlighting the
concentration of 0.25 g L. In the third chapter, AQ biomass was used to verify its
action on metabolism, productivity and metabolomic response with two onion
cultivars, two biomass concentrations (0.15 and 0.25 g L") and two spraying
frequencies (weekly and fortnightly). AQ foliar sprays were carried out in the field,
determining effects on growth and productivity in plants, as well as biochemical
responses in leaves and bulbs and later metabolomic evaluation of substances
present in leaves and bulbs. In this work, AQ promoted plant growth and productivity
gain, triggering biochemical changes in the levels of amino acids, sugars and in the
activity of the enzyme nitrate reductase, as well as improvement in the content of
spermine in leaves, spermidine in bulbs, tryptamine in leaves and bulbs, 5-
hydroxytryptophan in bulbs and serotonin in bulbs. These findings demonstrate that
A. quadricellulare stimulates plant growth, productivity and nitrogen assimilation,
indicating that it is a potential source of sustainable input for potato and onion
production, and its effect may be related to the metabolism of amino acids,
polyamines and of auxins.

Keywords: Solanum tuberosum. Allium cepa L. Chlorophyta. Signaling. Bioactivity.
Polyamines.



LISTA DE FIGURAS

3. CAPITULO 1 — MICROALGA BIOFERTILIZER IMPROVES POTATO GROWTH
AND YIELD, STIMULATING AMINO ACID METABOLISM

FIGURA 1 — THE SUM OF THE LENGTH OF TOMATO (Solanum lycopersicum)
HYPOCOTYLS BY A quadricellulare ~ CONCENTRATION
TREATMENTS: CONTROL, 0.05 G L™ (AQ5); 0.15 G L' (AQ15);
0.25G L7 (AQ25); AND 0.4 GL™" (AQ40) ....ccocueeeeieecie e, 37

FIGURA 2 — RELATIVE CHLOROPHYLL INDEX (A), TOTAL SOLUBLE SOLIDS
CONTENT (B), FREE AMINO ACIDS IN LEAVES (C) AND FREE
AMINO ACIDS IN TUBERS (D) OF ORGANICALLY GROWN
POTATO (CULTIVAR CLARA) SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS
WITH SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare
BIOMASS . ...t 38

FIGURA 3 — NUMBER OF TUBERS PER PLANT (A) AND AVERAGE YIELD (B) OF
ORGANICALLY GROWN POTATO (CULTIVAR CLARA) SUBMITTED
TO FOLIAR SPRAYS WITH SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE
A. quadricellulare BIOMASS ... 39

FIGURA 4 — CHLOROPHYLL A (A), CHLOROPHYLL B (B), TOTAL CHLOROPHYLL
CONTENT (C), CAROTENOID CONTENT (D) OF ‘CLARA’ AND
‘CRISTAL’ POTATO CULTIVARS SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS
WITH SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare
BIOMASS . ...ttt e e 41

FIGURA 5 — TOTAL SUGARS IN LEAVES (A), REDUCING SUGARS IN LEAVES
(B), TOTAL SUGARS IN TUBERS (C) OF POTATO CULTIVARS
‘CLARA’ AND ‘CRISTAL’ SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS WITH
SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare BIOMASS

FIGURA 6 — FREE AMINO ACIDS IN LEAVES (A), FREE AMINO ACIDS IN
TUBERS (B), ENZYME NITRATE REDUCTASE ACTIVITY (C) OF
POTATO CULTIVARS ‘CRISTAL’ AND ‘CLARA’ SUBMITTED TO
FOLIAR SPRAYS WITH SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A.
quadricellulare BIOMASS...........ccooo o 42



FIGURA 7 — NUMBER OF TUBERS PER PLANT (A) AND AVERAGE YIELD (B) OF
POTATO CULTIVARS ‘CRISTAL’ AND ‘CLARA’ SUBMITTED TO
FOLIAR SPRAYS OF SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A.
quadricellulare BIOMASS...........ccoo o 43

4. CAPITULO 2 - MICROALGA BIOFERTILIZER TRIGGERS METABOLIC
CHANGES IMPROVING ONION GROWTH AND YIELD

FIGURA 1 — FRESH MASS OF THE LEAVES (A), LEAVES LENGHT (B),
PSEUDOSTEM DIAMETER (C) OF ONION PLANTS OF THE
ALVARA AND PERFECTA CULTIVARS AT 90 DAT (DAYS AFTER
TRANSPLANTING) SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS OF BIOMASS
SUSPENSIONS OF MICROALGAE A. quadricellulare AT DIFFERENT
CONCENTRATIONS ... 56
FIGURA 2 — CHLOROPHYLL CONTENT (A), CAROTENOID CONTENT (B), FREE
AMINO ACIDS (C) NITRATE REDUCTASE (D) IN LEAVES OF
ONION CULTIVARS SUBMITTED TO FOLIAR APPLICATIONS OF
BIOMASS SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare
AT DIFFERENT CONCENTRATIONS ... 57
FIGURA 3 — CLASSIFICATION OF CLASS Il AND IV BULBS OF THE ALVARA
ONION CULTIVAR (A), AVERAGE CLASSIFICATION OF CLASS llI
AND IV BULBS OF CULTIVAR PERFECTA (B), FRESH MASS OF
BULBS OF THE ALVARA AND PERFECTA CULTIVARS (C) DRY
MASS OF BULBS OF THE ALVARA AND PERFECTA CULTIVARS
(D) SUBMITTED TO FOLIAR APPLICATIONS OF BIOMASS
SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare AT
DIFFERENT CONCENTRATIONS ..o, 58
FIGURA 4 — YIELD OF ALVARA AND PERFECTA ONION CULTIVARS
SUBMITTED TO FOLIAR APPLICATIONS OF A. quadricellulare
MICROALGAE BIOMASS SUSPENSIONS AT DIFFERENT
CONCENTRATIONS ... 59
FIGURA 5 — FREE AMINO ACIDS IN LEAVES (A), TOTAL SUGARS IN LEAVES
(B), ENZYME NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN LEAVES (C),
FREE AMINO ACIDS IN BULBS (D) TOTAL SUGARS IN BULBS (E)



IN ONION CULTIVARS AT 135 DAT SUBMITTED TO FOLIAR
APPLICATIONS OF BIOMASS SUSPENSIONS OF THE

MICROALGAE A. quadricellulare AT DIFFERENT
CONCENTRATIONS ..o 60
5. CAPITULO 3 - MICROALGA Asterarcys quadricellulare ESTIMULA

METABOLISMO DE AMINAS BIOATIVAS COM AUMENTO DE PRODUTIVIDADE

EM CEBOLA

FIGURA 1 — MASSA FRESCA DE FOLHAS (A), MASSA SECA DE FOLHAS (B),
MASSA FRESCA DO PSEUDOCAULE (C), MASSA SECA DO
PSEUDOCAULE (D), MASSA FRESCA DE BULBOS (E) E MASSA
FRESCA DE BULBOS (F) DE CEBOLA CULTIVADAS
ORGANICAMENTE (CULTIVARES ALVARA E PERFECTA)
SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L"
DE SUSPENSOES DA BIOMASSA DA MICROALGA A.
quadricellulare COM DIFERENTES CONCENTRAGOES.................. 74

FIGURA 2 - COMPRIMENTO DO PSEUDOCAULE (A), DIAMETRO DO
PSEUDOCAULE (B), VOLUME DO PSEUDOCAULE (C) E
DIAMETRO DE BULBOS (D) DE CEBOLA CULTIVADAS
ORGANICAMENTE (CULTIVARES ALVARA E PERFECTA)
SUBMETIDAS A APLICAGOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L™
DE SUSPENSOES DA BIOMASSA DA MICROALGA A.
quadricellulare COM DIFERENTES CONCENTRAGOES................. 75

FIGURA 3 — NUMERO DE FOLHAS (A), COMPRIMENTO DE FOLHAS (B) E AREA
FOLIAR (C) DE CEBOLA CULTIVADAS ORGANICAMENTE
(CULTIVARES ALVARA E PERFECTA) SUBMETIDAS A
APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L"' DE SUSPENSOES
DA BIOMASSA DA MICROALGA A. quadricellulare COM
DIFERENTES CONCENTRAGOES. ........cccoviiiieieeeeeeeeeeee e 76

FIGURA 4 — ACUCARES TOTAIS NAS FOLHAS (A), ACUCARES REDUTORES
NAS FOLHAS (B), L-AMINOACIDOS NAS FOLHAS (C), L-
AMINOACIDOS NOS BULBOS (D) E ATIVIDADE DA ENZIMA
NITRATO REDUTASE (E) DE CEBOLA CULTIVADAS
ORGANICAMENTE (CULTIVARES ALVARA E PERFECTA)



FIGURA 5

FIGURA 6

SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L™
DE SUSPENSOES DA BIOMASSA DA MICROALGA A.
quadricellulare COM DIFERENTES CONCENTRACOES................. 77
— PRODUTIVIDADE MEDIA DE CEBOLA CULTIVADAS
ORGANICAMENTE (CULTIVARES ALVARA E PERFECTA)
SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L™
DE SUSPENSOES DA BIOMASSA DA MICROALGA A.
quadricellulare COM DIFERENTES CONCENTRACOES................. 77
— TRIPTAMINA(A), PUTRESCINA (B), ESPERMIDINA (C) E
ESPERMINA (D) NAS FOLHAS DE CEBOLA CULTIVADAS
ORGANICAMENTE (CULTIVARES ALVARA E PERFECTA)
SUBMETIDAS A APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L™
DE SUSPENSOES DA BIOMASSA DA MICROALGA A.
quadricellulare COM DIFERENTES CONCENTRACOES................. 78

FIGURA 7 — 5 - HIDROXITRIPTOFANO (A), TRIPTAMINA (B) E PUTRESCINA (C)

NOS BULBOS DE CEBOLA CULTIVADAS ORGANICAMENTE
(CULTIVARES ALVARA E PERFECTA) SUBMETIDAS A
APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L"' DE SUSPENSOES
DA BIOMASSA DA MICROALGA A. quadricellulare COM
DIFERENTES CONCENTRAGOES .......ccccoiieieieeeeeeeeeeee e, 79

FIGURA 8 — HISTAMINA (A), SEROTONINA (B), TIRAMINA (C) E ESPERMINA (D)

NOS BULBOS DE CEBOLA CULTIVADAS ORGANICAMENTE
(CULTIVARES ALVARA E PERFECTA) SUBMETIDAS A
APLICACOES FOLIARES NA DOSE DE 1 ML.L"" DE SUSPENSOES
DA BIOMASSA DA MICROALGA A. quadricellulare COM
DIFERENTES CONCENTRAGOES. ........ccooiiiieeiieieieee e 80



LISTA DE TABELAS

3. CAPITULO 1 — MICROALGA BIOFERTILIZER IMPROVES POTATO GROWTH
AND YIELD, STIMULATING AMINO ACID METABOLISM

TABLE 1 — PERCENTAGE OF FREE L-AMINO ACIDS AND PROTEINS IN THE

MICROALGAE BIOMASS OF Asterarcys quadricellulare.................. 36

TABLE 2 — VALUES OF TUBER FRESH MASS, TUBER DIAMETER, TUBER

TABLE 3 -

LENGTH; FRESH AND DRY MASS OF THE AERIAL PART AND
LEAF AREA OF ORGANICALLY GROWN POTATO (CULTIVAR
CLARA) SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS WITH BIOMASS
SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare ............. 38
POTATO TUBER FRESH MASS (G) ACCORDING TO TUBER
CLASSIFICATION (CLASS: | > 70 MM; 11-2: 50 TO 70 MM; [I-1: 42 TO
50 MM; 11I: > 33 TO 42 MM; IV: 28 TO 33 MM AND V: <28 MM) OF
CULTIVAR CLARA SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS WITH
SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare BIOMASS

TABLE 4 — VALUES OF FRESH AND DRY MASSES OF ‘CLARA’ AND ‘CRISTAL’

POTATO CULTIVARS SUBMITTED TO FOLIAR SPRAYS WITH
SUSPENSIONS OF THE MICROALGAE A. quadricellulare BIOMASS
BY WEEKLY AND BIWEEKLY FREQUENCY ........ccooocciiiieiiiiiinne, 40



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL .........oeteeereireereetessessessessessssesssssesssssssssssessssssssssssssessessesenns 19
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt sessessessesssessessssssesssssssssesssssssssessenns 20
2.1 OS BIOFERTILIZANTES ... e e e e e eeaeaenes 20
2.1.1 AMINOACIDOS COMO BIOFERTILIZANTES......ciiiieeeeee e 22
2.1.2 MICROALGAS COMO BIOFERTILIZANTES ......ccoiiiiieeeceee e 23
2.1.2.1 A microalga Asterarcys quadricellulare como biofertilizante ........................ 25
2.2 A CULTURA DA BAT AT A ettt e e e e e e e e e eeeaennes 26
2.3 ACULTURA DA CEBOLA ...ttt e e e e eaaanees 28
3 CAPITULO 1 — MICROALGA BIOFERTILIZER IMPROVES POTATO GROWTH
AND YIELD, STIMULATING AMINO ACID METABOLISM .......cccccirrrrmrrrreemnnnnnnnns 30
ADSEFACH...... ..o 30
T INErOAUCEION......cce s s s s ne e nanes 30
2 Materials and methods.............ccco 31
2.1 Treatments.. ... 32
2 = Lo T T 32
2.3 Field eXPperiments....... ..o s s s s s sr s ss s s s s s s s s s e s e e s nnnnnns 33
2.3.1 EXPEriment L. 33
2.3.1.1 Biometric variables, relative chlorophyll. And tubers total soluble solid
[ =7 0D T o oY 1= 4 34
2.3.1.2 Yeld and tuber classification.............uiiiinniiiiii e 34
2.3.2 EXperiment ll......... e e e e r e nn e 35
2.3.3 Biochemical analysis.........cccurriiiiiiinmmeerrrrne s s 35
2.4 Statistical treatment............ooooiiiiiii e —————— 36
F RESUILS......ce i s 36
B g I = ] o= 117 /8 37
3.2 Field EXPeriment |.........o s r s nr s s s s 37
3.3 Field EXperiment ... s 40
T 8 D= o == T o N 43
L Ny I = T - =T SN 43
4.2 Field EXPeriment ... sie s s s s s s s s s s s s s ssssssssssnssssnnnnnnns 44
4.3 Field Experiment ll........ ... s 45

L300 1 o 11 = o o T 46



2Ly (=) (= [0 =1 46
4 CAPITULO 2 - MICROALGA BIOFERTILIZER TRIGGERS METABOLIC

CHANGES IMPROVING ONION GROWTH AND YELD .......ccoiitimmeeeeennnnnennens 50
ADSEFACH....... .o e nannnnn 50
T INErodUCEION.........ceeeeee e 50
2 Material and Methods...........oo e 51
2.1 Microalga Source and Treatments...........ccccriiiiiiiinissserrr s 52
2.2 Study area, Cultivars and Seedling Production...........cccccoveimmmiiiiiininciiinnnnnes 52
2.3 POt EXPeriment.........oooooeeeiiiiireecceces e s srsems s s e s sr s s e s e s mmmn s en e r s e e r e mmmnnnas 52
2.4 Field EXPeriment.......... i irressss e s s s s e s sna s s s se s nmn s s s e mn s snmns sesemmnnnns 53
2.5 Biochemical ANalysis........cccoiummmmmmmmnriiisssrrs s s 55
2.6 Statistical treatment.............ooo oo 55
J RESUILS......ce 55
B 0t 8 o o B b 4 o =T T 4 L= o 55
3.2 Field EXPeriment..........cueeinssss s ire s s ss s s s s s s s s s s s s s s s ss s s snsn s s e e nnnns 57
L D= o == T o 61
£ 0o o7 ¥ =T o O 64
REfEreNCES......ee s 64

5 CAPITULO 3 - MICROALGA Asterarcys quadricellulare ESTIMULA
METABOLISMO DE AMINAS BIOATIVAS COM AUMENTO DE PRODUTIVIDADE

0 =T 68
== U o 68
I 104 o T LT T o T 68
2 Material @ Metodos.........cooiiiiiiiiiiiiierrr s s 70
2.1 Obtencao da biomassa dos tratamentos............ccccoviiiiiiirccccciciiei e 70
2.2 Conducao do Experimento NO CAMPO.......ceueuueeuiiriiiiiissssessssesesesesseeesnsesnnsnn sens 70
2.3 Analises bioqUIMICAS.........cccuiiiiiiiiiiiiriieccee rer e s s e enresn s s s s s se e s e e e e e e s ennnnnns 71
2.4 Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)..................... 72
2.5 Analises estatistiCas...........cccuiiiiiiiiiiiiiiiir s s 73
B =TT 1] 7= T o X 73
T D= o == o 81
L 0o T 3 T2 [ == o PO 84
=] =T =1 3 T = L= 84

6 CONSIDERAGOES FINAIS .......coooieerirsrersssesesessssesesss s ssssssssesss s ssssssssssssssssssnas 91



REFERENCIAS



19

1 INTRODUGAO GERAL

A agricultura organica, tem aumentado de importancia nos sistemas de produgao
de alimentos no Brasil e no mundo, fazendo uso de métodos que minimizam danos
ao meio ambiente, priorizando uma produgcdo mais sustentavel (ABOU CHEHADE,
2017). Nesse contexto, o uso de alternativas como os biofertilizantes — definidos
como produtos que contém principio ativo ou agente organico, isentos de
agrotoxicos, capazes de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou sobre partes
das plantas cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de produgdo, sem
considerar seu valor hormonal ou estimulante — ganham relevancia (BRASIL, 2020).

Os Dbiofertizantes podem contribuir para o crescimento e aumento da
produtividade das plantas, podendo reduzir a necessidade de uso de fertilizantes
quimicos (SINGH et al., 2016; RENUKA et al., 2018). Além do efeito em producéo e
crescimento, essas substancias, dependendo de sua fonte, podem promover
alteragcbes metabdlicas nos vegetais.

Para identificar a bioatividade dos biofertilizantes sdo usados os bioensaios, que
sdo capazes de verifivar o efeito benéfico que um biofertilizante apresenta sobre o
todo ou parte das plantas, de forma rapida e eficaz, com avaliagdes biométricas e
biogquimicas como resultado da acdo de compostos biologicamente ativos (BRASIL,
2020)

As microalgas podem ser fonte de moléculas bioativas, como os L-aminoacidos
livres para formulagdes de biofertilizantes, sendo organismos autotréficos
unicelulares fotossintetizantes que tem se difundido em diversos setores, dentre os
quais: aditivos para alimentos (MORRIS et al., 2008), geracdo de energia
(biocombustiveis) (BOROWITZKA, 2013; CAVALCANTI, et al., 2014), produtos
farmacéuticos e cosméticos. (BOROWITZKA, 2013).

Na agricultura, inumeras espécies de microalgas tem sido estudadas quanto ao
seu efeito promotor do crescimento vegetal ligado ao seu uso como biofertilizantes
(GEMIN et al., 2019), atuando na promog¢ao de crescimento de plantas e mitigacao
de estresses abioticos, efeitos relacionados aos altos teores de L-aminoacidos livres
na biomassa, e outros compostos bioativos como polissacarideos, poliaminas e
citocininas (STIRK et al., 2013; ISHAQ et al., 2016; MOGOR, et al., 2017; RENUKA
et al., 2018; MOGOR et al., 2018; ALVAREZ et al., 2021; MAZEPA et al., 2021).
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A microalga Clorophyta Asterarcys quadricellulare (AQ), possui potencial para a
producao de carotenoides (SINGH et al., 2019), alto teor de proteinas e conteudo de
carboidratos (GHOSH et al., 2017), portanto, apresentando potencial como fonte
biofertilizante, porém, ainda possui poucos trabalhos com seu uso como
biofertilizante no metabolismo vegetal. Desta forma, o objetivo dessa pesquisa foi
investigar a bioatividade da biomassa de A. quadricellulare obtida em sistema
mixotrofico e seca por atomizacdo, e seu uso em aplicagdes foliares em plantas de
batata e cebola cultivadas em sistema organico. Esse trabalho foi desenvolvido em
trés capitulos que serédo apresentados a seguir.

No primeiro capitulo, inicialmente foi realizado bioensaio com hipocoétilo de
tomate visando verificar bioatividade da microalga A. quadricellulare, posteriormente
realizou-se aplicagdo da sua biomassa em diferentes concentragcbes em plantas de
batata cultivadas em sistema organico por dois anos objetivando avaliar sua
bioatividade no crescimento, produtividade e variaveis bioquimicas para essa cultura
(capitulo 1).

No segundo capitulo, visando avaliar o uso de A. quadricellulare no crescimento
inicial, rendimento e alteragdes bioquimicas em plantas de cebola foram conduzidos
0s seguintes experimentos: i) aplicagdes foliares em plantas de cebola cultivadas em
vasos em casa de vegetacao; ii) aplicagdes foliares em plantas de cebola cultivadas
no campo em sistema organico; determinando variaveis biométricas de
crescimento,classificacdo e produtividade de bulbos no campo, assim como
bioquimicas, nas folhas (clorofila, carotenoides, aminoacidos e da atividade da
enzima nitrato redutase) e bulbos (aminoacidos livres e agucares totais) (capitulo 2).

No terceiro capitulo A. quadricellulare foi aplicada em plantas de cebola em
duas cultivares, trés concentragdes (AQ15 e AQ25 — com base em resultados
prévios do capitulo 2, assim como testemunha) e duas frequéncias, sendo
determinadas variaveis biométricas de crescimento e produtividade, bem como
variaveis bioquimicas nas folhas e bulbos e posteriormente avaliacbes

metabolédmicas de substancias presentes nas folhas e bulbos (capitulo 3).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OS BIOFERTILIZANTES
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A definicdo de biofertilizantes, conforme o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, consta na Instrucdo Normativa 61, de 8 de julho de 2020:
“Biofertilizante: produto que contém principio ativo ou agente organico, isento de
agrotoxicos, capaz de atuar, direta ou indiretamente sobre a totalidade ou parte das
plantas cultivadas, aumentando sua produtividade, sem considerar seu valor
hormonal ou estimulante (BRASIL, 2020).

O uso dessas substancias na agricultura é uma ferramenta tanto para sistemas
de produgao organica, onde os insumos naturais sao essenciais, quanto em
sistemas convencionais, buscando aumento de produtividade, com sustentabilidade,
visando atender a demanda por alimentos (VASCONCELOS & GONCALVES; 2013;
MOGOR et al., 2018).

Os biofertilizantes tem se destacado devido a sua capacidade de gerar ganhos
produtivos, além de minimizar os impactos ambientais na agricultura (RENUKA et
al., 2018; SINGH et al., 2016), podendo também auxiliar na capacidade nutricional
dos alimentos (DU JARDIN, 2015).

A composicdo de um biofertilizante é bastante ampla, incluindo biomassa de
algas, substancias humicas, hidrolisados de proteinas e microorganismos benéficos,
que ao serem aplicados na planta podem produzir alteragées metabodlicas (DU
JARDIN, 2015), podendo atuar também na melhora da qualidade quimica e bioldgica
do solo ou estimular o crescimento da planta (ABDEL-RAOUF et al., 2012). Essas
substancias, mesmo em pequenas concentragdes podem fornecer otimos
resultados, melhorando os processos fisioldgicos e bioquimicos, buscando o maximo
potencial genético e produtivo das plantas.

Sendo assim, a maneira que eles podem estimular respostas fisiolégicas quando
aplicados as plantas esta sendo associada & sua acdo de sinalizagdo (MOGOR et
al., 2017; STADINIK et al., 2017). Os resultados demonstram que eles podem
aumentar biometricamente raizes e folhas, auxiliando na fisiologia vegetal, ou até
mesmo estimular respostas a estresses bioticos e abidticos (NARDI et al., 2016;
STADINIK et al., 2017).

Existem diversos estudos mostrando que devido a diversidade em suas
composigdes, 0 uso dessas substancias e organismos como biofertilizante podem
trazer inumeras vantagens as culturas (ALVAREZ et al., 2021). Os L-aminoacidos,
hidrolisados de proteinas, extratos de macroalgas, biomassas de microalgas,

substancias humicas, sdao exemplos de fontes biofertilizantes a serem empregadas
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no crescimento dos vegetais (NARDI et al., 2016; MOGOR et al., 2018; RODER et
al.; 2018); os polissacarideos, estimulam o crescimento, maior rendimento, absorgao
de nutrientes e resisténcia ao estresse (TARRAF et al., 2015; EL ARROUSSI et al.,
2016). Além disso, o fornecimento de aminoacidos em solugdes foliares fornece as
plantas os elementos necessarios para o desenvolvimento de estruturas,
economizando energia metabdlica (GARCIA et al., 2012; PLAZA et al., 2018).

A garantia para os biofertilizantes € dada pelo seu teor de carbono orgénico total,
e a sua bioatividade é identificada por bioensaios e pesquisas de acordo com a
Instrucdo Normativa 61 do Ministério da Agricultura. Os bioensaios podem identificar
a bioatividade dos biofertilizantes de maneira rapida e eficaz, avaliando variaveis
biométricas e bioquimicas como resultado da agdo de compostos biologicamente
ativos (BRASIL, 2020).

2.1.1 AMINOACIDOS COMO BIOFERTILIZANTES

Os aminoacidos fazem parte da composicdo ou participam da sintese de
enzimas, de proteinas estruturais, da clorofila, de de hormoénios vegetais, do
transporte e armazenamento do nitrogénio (N) nos tecidos vegetais. Eles atuam
também em processos fisiolégicos de crescimento e desenvolvimento das plantas,
desde a germinagdo e emergéncia, a frutificagdo e senescéncia, assim como de
adaptagdes aos estresses bioticos e abioticos (PATRELLI & PILOT, 2014,
HILDEBRANDT et al., 2015; OHYAMA et al., 2017; MOGOR & MOGOR, 2022).

Desta forma, estudos mostram que o fornecimento de aminoacidos através de
aplicagdes nas plantas podem melhorar o desenvolvimento das mesmas em suas
diferentes fases. O fornecimento de aminoacidos aos vegetais pode reduzir a
necessidade de sua sintese, economizando energia e produtividade essenciais,
principalmente durante as fases de crescimento (REICHLING, 2018). Além disso, a
aplicacido dessas biomassas sao extremamente baixas, podendo estar associadas a
eventos de sinalizagdo, que produzem alteracdes metabdlicas (MOGOR et al.,
2018).

Pesquisas demonstram que os aminoacidos podem atuar por meio da sinalizagao
da expresséo génica, resultando na sintese de proteinas, promovendo alteragdes
dos niveis hormonais e provocando maior atividade enzimatica, gerando alteragcbes

bioquimicas e estrututais fundamentais para o desenvolvimento da planta (CASTRO
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et al., 2019). Podendo influenciar também uma sequéncia de processos fisioldgicos
(HILDEBRANDT et al., 2015).

Os aminoacidos atuam no processo de assimilagdo de nitrogénio pelas plantas.
Apos a absorcao de NOs-, sofre os processos de transformacao para NHs4*, sendo
convertido em glutamato pela agdo das enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintase (GOGAT). Em seguida, € incorporado a outros aminoacidos por
meio de reagdes de transaminagdo (TEGEDER, 2014; KAN et al., 2015; TAIZ &
ZEIGER, 2017). As aminotransferases atuam para produzir o conjunto de
aminoacidos das plantas conforme as suas demandas metabdlicas (MAJUMDAR et
al., 2016), sendo a sintese de todos os aminoacidos conectada em algum ponto com
a glutamina ou com o glutamato (PRATELLI & PILOT, 2014).

As microalgas verdes possuem em sua composicao aminoacidos, entre os quais
o maior percentual € o acido glutdmico (CASTRO et al., 2017; LU et al., 2019).
Como ja descrito esse aminoacido participa da sintese de outros aminoacidos por
meio da transaminagao (FORDE & LEA, 2007). O acido glutdmico pode promover
economia de energia para as plantas, auxiliando no desenvolvimento da cultura e
favorecendo a produtividade (RODER et al., 2018).

Biomassas de microalgas ricas em aminoacidos estdo sendo estudadas por sua
capacidade de servir como fonte dessas biomoléculas para biofertilizantes.
Resultados como melhora no conteudo de proteinas soluveis nas plantas, melhor
assimilagdo de nitrogénio e estimulo no metabolismo de aminoacidos tem sido
verificados (NARDI et al., 2016), assim como agentes redutores de estresse, fonte
de nitrogénio e precursores hormonais (ZHAO, 2010). Também tem produzido
moléculas promotoras de crescimento, vitaminas, aminoacidos e polipeptideos que

melhoram o crescimento e produtividade das plantas (SAFI et al., 2014).

2.1.2 MICROALGAS COMO BIOFERTILIZANTES

As microalgas sao encontradas como parte do fitoplancton em grande parte das
superficies aquaticas, em ambientes marinhos ou de agua doce e também
terrestres. Esses organismos séo classificados principalmente conforme a sua
pigmentacao, ciclo de vida e estrutura celular. Supde-se que existam em torno de
800.000 espécies de microalgas, cerca de 50.000 dessas espeécies sdo descritas,

sendo bastante diversas, incluindo as cianobactérias, que sdo procariotas, como a
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Arthrospira platensis e organismos eucariotos, como as microalgas verdes
(Chlorophyta), com diversas caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas (RONGA et
al., 2019).

As microalgas possuem diversas formas de produgdo, sendo fontes de recursos
renovaveis, devido a sua capacidade fotossintética elas sdo produtoras primarias de
biomassa e de outros compostos de interesse, podendo ser usadas na industria de
alimentagcdo humana e animal, na industria de cosméticos, biocombustiveis, e
muitas outras, assim como na agricultura (SINGH et al., 2016).

Esses organismos sao fontes de diversas moléculas bioativas, como: poliaminas,
que derivam da ornitina e apresentam efeito modulador do crescimento e
desenvolvimento das plantas; polissacarideos, que promovem crescimento e
mitigam estresses abidticos; L- aminoacidos livres e peptideos, que absorvidos por
folhas ou raizes podem ser incorporados ao metabolismo conforme as necessidades
metabodlicas das plantas, ou estimular processos fisioldgicos atuando como
moléculas sinalizadoras (MOGOR et al., 2017; MOGOR et al., 2018; LIN & LIN,
2019; RACHIDI et al., 2020).

As pesquisas com uso de microalgas na agricultura tem aumentado muito nos
ultimos anos, relacionando seus efeitos a promogdo do crescimento nas plantas,
aumento de produtividade e na mitigacao de estresses abiodticos, como déficit hidrico
e salinidade. A biomassa de Acutodesmus dimorphus promoveu o crescimento e
desenvolvimento em plantas de tomate (GARCIA-GONZALEZ & SOMMERFELD,
2016); Chlorella vulgaris aplicada ao substrato potencializou o crescimento de
mudas de alface (FAHHED & FATTAH, 2008); cianobactérias melhoraram a
germinagao e crescimento em trigo (HUSSAIN & HASNAIN, 2011) e ervilha (OSMAN
et al., 2010), C. vulgaris e Spirulina platensis aumentaram os niveis de agucares
totais, aminoacidos e compostos fendlicos em plantas de cebola (DINESHKUMAR et
al., 2020), aplicagao de Dunaliella salina mitigou os efeitos de estresse oxidativo em
tomate sob efeito de salinidade (EL ARROUSSI et al., 2018).

A bioatividade de um hidrolisado da biomassa de cianobactéria foi identificada
em bioensaios, bem como no crescimento e produgao de alface, sendo atribuido a
alteragdes no metabolismo de poliaminas (MOGOR et al., 2017). Mégor et al. (2018)
com uso da biomassa de A. platensis, verificaram sua bioatividade em bioensaios e
no aumento de producéo de beterraba em sistema orgénico com aplicagdes foliares,

relacionando as respostas a presenga de L-aminoacidos livres. A associacdo da
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biomassa da microalga Scenedesmus subspicatus com acido fulvico promoveram o
crescimento, aumento de produtividade e de teores de nutrientes em bulbos de
cebola (GEMIN et al., 2019).

O potencial agricola das microalgas relaciona-se com sua capacidade de
fornecer moléculas bioativas e eficientes como biofertilizantes. Os mecanismos
induzidos pelas microalgas s&o complexos e ainda n&o s&o totalmente
compreendidos. A agdo desses organismos envolve a interagdo de varias moléculas
(BARONE et al.,, 2019), que podem estar ligadas a uma rede de sinalizacao
(MOGOR et al., 2018).

2.1.2.1 A microalga Asterarcys quadricellulare como biofertilizante

A microalga Asterarcys quadricellulare (AQ) é uma alga verde pertencente ao filo
Chlorophyta que teve sua sequéncia estrutural filogenética verificada por Hegewald
et al. (2010). Essa microalga pode ser encontrada em aguas marinhas e doces, com
tamanho variado entre 2 a 10 um de didmetro e sao dependentes de luz para seu
crescimento autotrofico (HONG et al., 2012).

Possui uma alta quantidade de lipideos em sua composi¢cédo e por isso tem sido
explorada como matéria-prima alternativa para a producao de biocombustiveis
(OLIVEIRA et al., 2017; CHAUDHARY & KHATTAR, 2019; SANGAPILLAI &
MARIMUTHU, 2019). Também possui altos rendimentos de carboidratos e proteinas,
(GHOSH et al., 2017), altos teores de aminoacidos e polissacarideos (VARSHNEY
et al., 2018) e altos niveis de carotenoides em seu conteudo (SINGH et al., 2019).

Algumas microalgas do género das cloréfitas (como Scenedesmus e Chlorella)
tém potencial relacionado a moléculas bioativas, podendo incluir aminoacidos e
proteinas, que podem atuar na promog¢ao do crescimento vegetal. Algumas espécies
de microalgas apresentam 50-56% de seu peso seco em proteinas (ISHAQ et al.,
2016).

O conteudo proteico da microalga A. quadricellulare esta na faixa de 39-45% de
sua biomassa, que € igualmente rica em diferentes aminoacidos (GHOSH et al.,
2017). Segundo diversos autores, grande parte das espécies de microalgas
apresentam em sua composicdo maior quantidade dos aminoacidos aspartato e

glutamato (XUPENG et al., 2017). Essas moléculas, na forma de L-aminoacidos
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podem fornecer bioatividade, melhorando o crescimento da planta (MOGOR et al.,
2018).

Os primeiros trabalhos com uso de A. quadricellulare foram realizados
recentemente, com uso nas culturas de cana-de-agucar, tomate e soja (MOGOR et
al., 2022; LARA et al., 2022; PALMA et al., 2022). No crescimento de gemas de
cana-de-acucar houve aumento de aminoacidos e acumulo de agucares néao
redutores nos estagios iniciais da brotagdo, aumento de espermidina nos brotos,
indicando as poliaminas como principais compostos do metabolismo do nitrogénio
relacionados a brotagao e crescimento de brotos em cana-de-agucar com uso de A.
quadricellulare (MOGOR et al., 2022). Em tomate ocorreu aumento da area foliar e
produtividade, além de maiores teores de agucares, aminoacidos livres e proteinas
em plantas tratatas com A. quadricellulare (LARA et al., 2022). Quando se avaliou
plantas de soja sob estresse salino verificou-se que o uso da biomassa de A.
quadricellulare reduziu o efeito nocivo da salinidade, sendo eficaz na manutencéo do
crescimento das plantas, com aumento dos teores de aminoacidos livres totais,
prolina, proteinas e atividade de enzimas antioxidantes, bem como aumento do
volume dos nédulos radiculares (PALMA et al., 2022). Esses resultados demonstram
o potencial dessa microalga como biofertilizante.

Como visto nesses trabalhos, a microalga Asterascys quadricellulare possui
potencial biofertilizante, porém sua capacidade de atuar no metabolismo das plantas
ainda pode ser mais explorada, visando verificar sua acao no rendimento e na
producao de alimentos saudaveis e sustentaveis, como foi realizado no presente

trabalho.

2.2 A CULTURA DA BATATA

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma solanacea anual, dicotiledénea, de ciclo
curto, apresenta caules aéreos, herbaceos e suas raizes originam-se na base
desses caules ou hastes. O sistema radicular € delicado e superficial e suas raizes
se concentram até 30 cm de profundidade. Suas folhas sdo compostas por foliolos
arredondados e as flores hermafroditas apresentam-se reunidas em inflorescéncia
no topo da planta. H4 o predominio da autopolinizagdo, que origina um pequeno
fruto verde, contendo numerosas sementes minusculas e viaveis (FILGUEIRA,
2008).
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O centro de origem da batata é proximo a Cordilheira dos Andes na América do
Sul. A subespécie spp. tuberosum se espalhou por todo o0 mundo, sendo melhorada
ao longo do tempo. A batata apresenta crescimento variando de 50 a 60 cm de
altura com sistema radicular superficial, sendo nutridos nos primeiros 30 dias pelas
reservas presentes nos tubérculos. Essa cultura possui 4 estadios de
desenvolvimento a partir da semeadura, sendo: emergéncia, inicio da tuberizagao,
enchimento de tubérculos e maturacédo (FILGUEIRA, 2008).

O cultivo dessa cultura tem se tornado cada vez mais atrativo porque a batata
combina um grande potencial de producdo em um ciclo curto e com elevado valor
nutricional (FERNANDES et al., 2010; DE JONG, 2016). Em um cenario de continuo
crescimento populacional, as caracteristicas da cultura da batata fazem dela uma
estratégia para melhorar a seguranga alimentar, podendo ser cultivada nas mais
diversas regides do mundo, apresentando certa resisténcia aos efeitos das
mudancas climaticas (KANTER et al., 2015; DEVAUX et al., 2020).

A batata (S. tuberosum) é um relevante alimento utilizado na dieta humana da
maioria dos paises do mundo, sendo considerada a terceira cultura de maior
importancia na alimentacdo humana depois do arroz e do trigo (NAVARRE &
PAVEK, 2014; LIANG et al., 2019). A importancia da batata como fonte de alimento
ocorre devido a seus tubérculos possuirem quantidades balanceadas de proteinas,
aminoacidos essenciais, carboidratos, fibras e potassio (K) (SILVA & FONTES,
2008). Entre as olericulas, é a cultura de maior importancia no Brasil e no mundo,
por ter um ciclo curto e com produtividade elevada (FILGUEIRA, 2008).

Em 2020 houve uma uma produgao de 359,07 milhdes de toneladas (t) de
tubérculos de batata em todo o mundo, cultivadas em cerca de 16,5 milhdes de
hectares (ha). Nesse mesmo ano, o Brasil produziu 3,76 milhdes de t em 117,25 mil
ha de solo. A produtividade brasileira foi de 32,06 t ha-!, sendo maior que a mundial
de 21,76 t ha™'. O Brasil é o vigésimo primeiro maior pais produtor de batata, sendo
autossuficiente para o consumo interno (FAO, 2022). Quanto aos estados
produtores, Minas Gerais (32,44%), Parana (20,24%) e Sao Paulo (17,59%),
possuem as maiores producdes nacionais (IBGE, 2022).

A bataticultura oferece retorno socioeconbmico para o pais, com geragado de
emprego e renda. Em torno de 2 mil produtores geram mais de 30 mil postos de
trabalho diretos e indiretos (RAMPAZZO, 2020).



28

2.3 A CULTURA DA CEBOLA

A cebola (Allium cepa L.) pertence a familia das alliaceas, € uma das mais
antigas espécies vegetais cultivadas no mundo tendo como centro de domesticagéo
a Asia central (SOUZA; ASSIS; ARAUJO, 2015; MEHTA, 2017). E uma espécie
polimdrfica, com diferengcas de cor e cerosidade das folhas, tamanho e cor de
bulbos, bem como reacéo ao comprimento do dia (MELO, 2007). Pertence ao grupo
das herbaceas, com folhas simples, incompletas, subaladas, invaginantes e
grandes, dispostas alternadamente em duas fileiras, podendo ser cerosas ou nao. O
caule verdadeiro localiza-se abaixo da superficie do solo, sendo um disco compacto
com formato cénico, situado na base inferior do bulbo, de onde partem as raizes. As
bainhas foliares forma um pseudocaule onde a parte inferior € o préprio bulbo
(FILGUEIRA, 2008; SOUZA; ASSIS; ARAUJO, 2015).

Para sua classificagdo s&o consideradas caracteristicas de exigéncias
fotoperiddicas, o padrao genético, assim como a forma de consumo (OLIVEIRA et
al., 2004). A cultivar a ser plantada deve ser escolhida em fungdo das condigbes
climaticas da regido e da exigéncia do mercado quanto ao tipo de bulbo (COSTA et
al., 2002).

O fotoperiodo (quantidade de horas de luz) e temperatura adequada tem grande
importancia na bulbificagdo da cebola, e essas variaveis dependem das exigéncias
fisiologicas de cada cultivar. As plantas de dias curtos precisam de um fotoperiodo
de 10 horas de luz, as intermediarias, de 12 a 14 horas de luz e as de dias longos,
de um fotoperiodo superior a 14 horas de luz. Para a regido sul do Brasil as
cultivares mais indicadas para o plantio sdo as intermediarias (LEITE, 2014).

As plantas de cebola suportam temperaturas baixas no inicio do desenvolvimento
vegetativo (<15°C), porém, nas fases mais avangadas de crescimento de plantas,
temperaturas mais baixas podem induzir o florescimento prematuro das plantas
(Bolting) e em temperaturas altas (>35°C) podem ocasionar a bulbificagdo precoce,
ficando estas sem valor comercial (OLIVEIRA & BOITEUX, 2003). A relacao
fotoperiodo e temperaturas acima do minimo necessario possibilitara a mobilizagao
de reservas da planta e consequemente havera a formagado de bulbos (LEITE,
2014).

No Brasil, a cebola foi introduzida pelos portugueses no século XVIII (MADEIRA

et al., 2008), e atualmente esta presente na maior parte do territério nacional. A
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cultura da cebola esta em terceiro lugar dentre as hortalicas com maior expressao
econdbmica no Brasil, sendo superada em importancia econémica apenas pelas
producdes de batata e tomate (KURTZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2018). Essa
atividade socioeconémica € muito relevante para os estados da regiao sul do pais,
sendo o estado de Santa Catarina o maior produtor (431 mil t), seguido do Rio
Grande do Sul (175 mil t) e Parana (133 mil t) (IBGE, 2022). O cultivo da cebola
para pequenos agricultores tem a necessidade de méao-de-obra, podendo gerar
emprego e renda. Também na agricultura empresarial, a cebola tem grande
importancia na geracao de empregos de forma direta e indireta (EL BALLA, 2013).

Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2022), a
producao da cultura no ano de 2020 foi de 1,4 milhdo de t em 47,5 mil ha cultivados,
alcangando uma produtividade média de 31,4 t ha'. De acordo com dados do
DERAL (Departamento de Economia Rural da Secretaria de Agricultura do Estado
do Parana, em 2018, a area plantada nesse estado foi de 4819 hectates, com
produgao de 125.737,5 1.
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Abstract

In the context of a growing demand for healthy food, nature-friendly alternatives such
as biofertilizers and biostimulants, which are natural sources capable of promoting
plant growth and vyield, have relevance. Therefore, the aim of this work was to
investigate the use of microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) biomass to
grow potato, adopting a step-by-step approach initially with bioassay using biomass
at concentrations of 0.05, 0.15, 0.25, and 0.4 g L' to identify the microalgal
bioactivity. After that, using the biomass for foliar sprays in the field for two seasons
to determine the effects on potato growth, yield, and biochemical variables. In the
bioassay, the biomass showed that bioactivity promoted hypocotyl expansion. In the
field it promoted yield gains for two seasons, first using the same concentrations
tested in bioassay; in the second, with two potato cultivars, two biomass
concentrations (0.15 and 0.25 g L") and two spray frequencies (weekly and
biweekly). The microalga-biomass sprays increased potato yield and triggered
biochemical changes that improve chlorophyll, amino acid, sugar, and nitrate
reductase enzyme activity. These findings demonstrate that A. quadricellulare
effectively stimulates plant growth, development, and nitrogen assimilation, indicating
it is a potential source of sustainable input for potato production.

Keywords: Asterarcys quadricellulare, Biostimulant, Nitrate reductase, Organic
system, Solanum tuberosum

1. Introduction

Sustainable farming techniques have gained considerable importance in food
production systems worldwide. Therefore, alternative products such as biofertilizers
are largely needed to meet the system demand. One example of such a biofertilizer

is the microalgae biomass (Gemin et al. 2019).
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Microalgae are photosynthetic unicellular organisms that have been widely used
in several sectors, among them food additives (Morris et al. 2008), biofuels,
medicines, and cosmetics (Borowitzka 2013). In agriculture, microalgae are used as
biostimulants or biofertilizers, promoting plant growth and mitigating abiotic stresses
(Alvarez et al. 2021). The effects of microalgae on plants can be attributed to the
presence in the algae of bioactive compounds such as polysaccharides, polyamines,
hormones, and free I-amino acids (Stirk et al. 2013; Ishaq et al. 2016; Mogor et al.
2017, 2018; Renuka et al. 2018).

Microalgae often reported as biofertilizers or biostimulants are primarily blue-
green algae (Cyanophyta) such as Arthrospira platensis (Spirulina) (Mogor et al.
2017) and green algae (Chlorophyta) such as Chlorella spp. And Scenedesmus spp.
(Bumandalai and Tserennadmid 2019).

Among Chlorophyta, Asterarcys quadricellulare shows high protein and
carbohydrate contente (Ghosh et al. 2017), pointing it as a potential biofertilizer
source.

Potato (Solanum tuberosum) is considered the third most important food crop
after rice and wheat. In 2017, 388 million tonnes of tubers was produced in the world.
(Fao 2020). Brazil is the twenty-first largest potato-producing country, being self-
sufficient for domestic consumption (Fao 2020). In this scenario, the search for new
sustainable production techniques, such as the use of A. quadricellulare as
biofertilizer, may be an alternative approach for organic and conventional potato
production.

Therefore, the aim of this study was to evaluate bioactivity and the effects of
microalga A. quadricellulare biomass on growth, development, yield, and biochemical

variables of potato plants grown in organic system by 2 years.

2. Materials and Methods

The biomass of the microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1), supplied
by Alltech Crop Sciences—Brazil, was obtained from mixotrophic cultivation and
atomized using a spray drying method, resulting in a fine greenish powder. Following
cell disruption (Show et al. 2015; Stirk et al. 2020), the free amino acids were
extracted (Magne and Larher 1992; Winters et al. 2002), indicating a concentration of

90.94 mg g™, which corresponds to 9% w/w of the microalgae biomass.
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Determinations of the amino acid profile of A. quadricellulare (CCAP 294/1) and
protein content were performed according to the methodologies of Lucas and Sotelo
(1980), White et al. (1986), and Hagen et al. (1989). The contents of the amino acid
were determined using an SPC1000 amino acid analyzer adapted to the pre-column
derivatization method with phenylisothiocyanate (PITC) and quantification by
reverse-phase highperformance liquid chromatography (HPLC) using UV detection at
254 nm. The set consisted of a degasser, a quaternary pump module, a Rheodyne
injection valve, an oven module, and a UV detection module, equipped with a LUNA
C18 100 A 5u column, 250 x 4.6 mm 00G-4252-EQ. The amino acid score was
calculated through the ratio between the values of essential amino acids in the
samples (mg g~') and the standard values (FAO/WHO 1991).

2.1. Treatments

The A. quadricellulare (AQ) biomass was suspended at the following
concentrations: 50, 150, 250, and 400 g L™'. From each suspension, a 1 mL L™
aliquot was taken and diluted with distilled water, inducing the treatments and
producing solutions equivalent to the biomass concentrations of 0.05 g L™ (AQ 5);
0.15gL™" (AQ 15); 0.25 g L™"(AQ 25); and 0.4 g L' (AQ 40).

2.2. Bioassay

The first step was for observation of the bioactivity of the biomass with a possible
growth-promoting effect. It included the bioassay of tomato hypocotyl (Solanum
lycopersicum) expansion (Zhao et al. 1992; Stirk et al. 2002), using 20 seeds placed
in a plastic box on a sheet of filter paper soaked for 30 s in concentration solutions of
AQ 5, AQ 15, AQ 25, and AQ 40, as well as a control in the water. The bioassay was
conducted in a growth chamber at 22 °C with a 12-h illumination period (photon flux
intensity: 0.52—-0.56 mmol photons m™ s™) for 8 days, in a completely randomized
design with four replications (n = 4).

The sum of the length of the hypocotyls was determined using the WinRhizo Pro

software (Regent Instr, Canada) and Epson dual-lens scanner (model v700 PHOTO).
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2.3. Field experiments

The study was conducted at the Organic Horticulture Research Area of the
Federal University of Parana, located at the municipality of Pinhais, Parana State,
Brazil, at 25°23' 30" S and 49° 07" 30" W, at an average altitude of 920 m. The
climate in the region is the Cfb-type temperate climate according to Koppen’s
classification.

The soil chemical analysis in the 0—30-cm layer indicated the average values of
pH (CaCl2) = 5.84; pH H20 = 6.71; Al*3 = 0; H+AI*3 = 2.93 cmolc dm™3; Ca?* = 5.28
cmolc dm=3; Mg?* = 3.05 cmolc dm™3; K* = 1.32 cmolc dm™3; P (Mehlich) = 49.0 mg
dm=3; S =33.49 mgdm=3; C = 26 g.dm™3; V% = 76.7; and CEC = 12.58 cmolc dm™.

The soil was prepared with the application of 50 kg ha™' of magnesium
thermophosphate, 50 kg ha™' of potassium sulfate, and 50 kg ha™' of magnesium
sulfate, in the planting furrow, and 12.5 t ha™' of organic compost with the following
values: C=31.3gkg ", N=263gkg";P=82gkg";K=72gkg";, Ca=80g¢g
kg™'; Mg=4.2gkg™.

Two potato cultivars from Brazilian breeding programs were used. The cultivar
BRS Clara has high productive potential, with large tubers and a more rustic
appearance. It is resistant to late blight (Phytophthora infestans), with na average
cycle of 100 days (Ribeiro et al. 2017).

The cultivar Cristal has high field resistance to late blight and black spots
(Alternaria spp.), also with an average cycle of 100 days. These cultivars are widely

used in organic production (Embrapa 2008).

2.3.1. Experiment |

The first experiment was set in August 2018 using the cultivar BRS Clara in a
completely randomized design with five treatments and four replications, totaling 20
plots, composed of seven plants, being five useful and excluding border plants,
arranged at a spacing of 0.35 m between plants and 0.80 m between lines, totaling
28 plants per treatment. The treatments consisted of foliar sprays of A.
quadricellulare microalgae suspensions AQ 5, AQ 15, AQ 25, and AQ 40, as well as

a control using water spray.
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At 32 days after planting (DAP), sprays were started using an electric Kawashima
backpack sprayer at constant pressure (40 psi) with a rate of 400 L ha™", in 7-day
intervals, totaling eight applications throughout the experiment.

The area was irrigated through sprinkling aiming to maintain soil moisture at 80%,

using a tensiometer for inspection.

2.3.1.1. Biometric variables, relative chlorophyll. And tubers

total soluble solid (°Brix) content

At 56 DAP, after four applications, at the beginning of flowering, two plants were
collected by replication, where the following was determined: longitudinal and
transverse diameter of tubers (mm) using a digital pachymeter; fresh weight of tubers
(g) and fresh weight and dry weight of the aerial part (g) quantified on a precision
scale; and leaf area (cm?), using software WinRhizo (Regent Instruments Inc.,
Canada) coupled to a LA1600 scanner.

At 68 DAP, when the plants were in full bloom, the relative chlorophyll content of
all plots was determined using a portable chlorophyll meter (N-Tester) that presents
the average values of thirty randomized readings done in fully expanded leaves of
the middle-third part of plants (Mogor et al. 2013). The readings were performed in
the three central plants of each plot.

The soluble solids in tubers were determined using a refractometer at room

temperature and expressed in °Brix.

2.3.1.2. Yield and tuber classification

The harvest was carried out at 96 DAP, at plant senescence. Production was
obtained by weighing the tubers of the three central plants of each plot, extrapolating
the values to a population equivalent to 35.714 plants ha™'. Yield values are related
to standard comercial tubers (class |: > 70 mm, class 11.2: > 50 to 70 mm, and class
I1.1: > 42 to 50 mm). The size classification of all tubers was done according to the
following classification ranking: class |, class 1.2, class Il.1, class Ill: > 33 to 42 mm,
class IV: > 28 to 33 mm; V: up to 28 mm, and data presented as the means of the
tuber fresh mass in each class.

The dry mass of tubers was determined using an air circulation oven at 65 °C until

the constant weight was obtained.
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2.3.2. Experiment Il

The second experiment was implemented in August 2019 in a completely
randomized design at a triple factorial arrangement, 2 (cultivar) x 3 (treatments) x 2
(frequency) in four replications (n = 4) totaling 48 plots, each composed of seven
plants, being five useful, excluding border plants arranged as in the previous
experiment, using two cultivars (Cristal and Clara) and sprays with AQ 15 and AQ 25
plus control, at two frequencies (7 and 15 days).

Sprays started at 35 DAP, as described in experiment I. At 73 DAP, the relative
chlorophyll content was determined. The harvest was carried out at 100 DAP,

followed by the same evaluations performed in experiment 1.

2.3.3. Biochemical analysis

Twelve fully expanded leaves from the middle third of three central plants (four
leaves from each plant) in the plots were collected between 9:00 a.m. and 10:00 a.m.
to determine biochemical variables at 56 DAP, after flowering. The tubers were
collected at harvest among commercial sizes. One tuber of commercial class per
useful plant was randomly chosen, where five tubers were selected in each plot. The
materials were frozen immediately after collection and later macerated in liquid
nitrogen until a fine powder was obtained.

The chlorophyll and carotenoids were extracted with 80% acetone in distilled
water and the addition of 0.1% CaCOs3s (w/v) and readings were performed on a UV-
visible spectrophotometer at 663, 647, and 470 nm (Lichtenthaler and Buschmann
2001), and the values expressed in micrograms of chlorophyll per gram of fresh plant
material used.

Total sugars were determined with a standard curve obtained with glucose at 1
mg mL™" (5.5 mM), with values between 50 and 800 pug mL™'. Readings were
performed at 540 nm (Maldonade et al. 2013) and the values were expressed in
micrograms of sugars per gram of fresh plant material.

Total free amino acids were extracted and the colorimetric reaction was
performed with 1 mL of the sample plus 0.5 mL of 0.2 M pH 4.6 citrate buffer and 1
mL with ninhydrin solution (1% ninhydrin, 3% ascorbic acid in 2-methoxy ethanol).
Readings were made at 570 nm. A standard curve was made with glutamine and

asparagine (2 mM) with values ranging from 28 and 140 ug mL~' (Magne and Larher
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1992) and the results are expressed in micrograms of total free amino acids per gram
of plant material.

The determination of the activity of the enzyme nitrate reductase of the leaves
followed the methodology proposed by Jaworski (1971), with modifications. The
reading was performed on a spectrophotometer at 540 nm and the values were

expressed in pmol NO2 h™" g™ of plant material.

2.4. Statistical treatment

The data obtained were subjected to analysis of variance and their homogeneity
tested by the Bartlett test. The results that showed significance were compared using
the tests of Tukey and Scott-Knott at the 5% level of significance. The tuber
classification of experiment | was performed using a factorial scheme, as well as all
data of experiment Il. Statistical analyses were processed using the Assistat

program, version 7.6 Beta (Silva and Azevedo 2016).

3. Results

The percentage of free l-amino acids and proteins in the biomass of A.
quadricellulare is shown in Table 1. Asterarcys quadricellulare had a free l-amino
acid content of 90.94 mg.g~', which corresponds to 9% of the algal biomass and
37.94% of protein (Table 1).

Table 1. Percentage of free L-amino acids and proteins in the
microalgae biomass of Asterarcys quadricellulare.

L-Amino acids %
Aspartic acid 3.32
Glutamic acid 4.27
Serine 1.66
Glycine 1.54
Histidine 0.71
Arginine 217
Threonine 1.45
Alanine 2.41
Proline 1.6
Tirosin 0.95
Valine 1.81
Methionine 0.51

Cystine 0.29
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Isoleucine 1.41

Leucine 2.36

Phenylalanine 1.37

Lysine 211

Tryptophan 0.37

Protein 37.94
3.1. Bioassay

The length of the tomato hypocotyls assessed in the bioassay expressed the
bioactive effect of A. quadricellulare, where AQ 15 and AQ 25 showed increases of
24.21% and 24.73%, respectively, over the control, while AQ 5 and AQ 40 increased
the length of the hypocotyls in 11.55% and 9.47%, respectively, over the control (Fig.

1),

(a) Length (cm)

400.0-
a a
b T - b
300.04 . - T
200.0-
100.0-
0.0

Control AQ5 AQ15 AQ25 AQ40

Fig. 1. The sum of the length of tomato (Solanum lycopersicum) hypocotyls by A.
quadricellulare concentration treatments: control, 0.05 g L-1 (AQ 5); 0.15 g L-1 (AQ
15); 0.25 g L-1 (AQ 25); and0.4 g L-1 (AQ 40). Means followed by the same letter in
different columns do not differ statistically (p < 0.05) according to the Scott-Knott test
(n=4).

3.2. Field experimente |

The use of sprays increased tuber fresh mass by 116.42% and 104.58% with AQ
15 and AQ 25, respectively, compared to the control. All treatments with AQ
increased tuber diameter and length. Fresh and dry mass of the aerial part was not
affected by AQ, while AQ 15 and AQ 25 stimulated leaf expansion, with increments

of 52.25% and 50.50% in the leaf area, in comparison to the control (Table 2).
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Table 2. Values of tuber fresh mass, tuber diameter, tuber length; fresh and dry
mass of the aerial part and leaf area of organically grown potato (cultivar Clara)
submitted to foliar sprays with biomass suspensions of the microalgae A.
quadricellulare. .

Control AQ S AQ 15 AQ 25 AQ 40

TFM(g) 15 13#339¢ 22 2912 36 be 3491£2.18 a 334340 a 25844158 b
TD(mm) 25 1+165hb 30,55:0,82 a 32264295 a 32 674066 a 29284023 a
TL(mm) 3534+262b 46,82+175a 48 58+3 52 a 51394192 a 51.45+124 a

SFM(g) 131614415729 ¢ 1512,17426,65 abc 1395 53+125 18bc 1649 33+16,20ab 1769494679 a

SDM(g) 90.22+1165b 113,84+1431ab  104,82+1018ab  13107¢711a 125.29+11,12a
LA(cm?) 58112+3758b  677.91+58,46 b 884.8+99.07 a 87463478 75a 64457+6,03b

TFM: tuber fresh mass; TD: tuber diameter; TL: tuber lenght; SFM: shoot fresh mass; SDM: shoot dry
mass; LA: leaf area. Foliar sprays with biomass suspensions of microalgae A. quadricellulare: control;
0.05gL"(AQ 5), 0.15 g L' (AQ 15), 0.25 g L' (AQ 25), 0.4 g L' (AQ 40). Means followed by the
same letter on the same line do not differ by Tukey’s test (p <0.05) +/- standard deviationdeviation.

The data of N-tester showed increases in relative chlorophyll index of 23.49%,
25.26%, and 22.92% for AQ 5, AQ 15, and AQ 25, respectively, over the control. The
highest chlorophyll content resulted in higher soluble solids contente in tubers for the
same AQ treatments above with increments of 17.72%, 20%, and 17.97%,
respectively. However, only AQ 25 improved the levels of total free amino acids in
leaves and tubers up to 23.34% and 29.37%, respectively, over the control. On the

other hand, AQ 40 had reduced the amino acids in tubers to values below the control
(Fig. 2).

(a) Relative chlorophyll content (N-Tester ®) (b) Total soluble solids content (Brix)
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a 2 a
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b a a
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c¢) Free Amino Acids in leaves -1 d) Free Amino Acids in tubers -1
15000 Z(iugg ) 15000 (ngg™)
a
b ab b
b b b b a
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Fig. 2. Relative chlorophyll index (a), total soluble solids content (b), free amino acids
in leaves (c) and free amino acids in tubers (d) of organically grown potato (cultivar
Clara) submitted to foliar sprays with suspensions of the microalgae A.
quadricellulare biomass: 0 mL.L™" (control); 0.05g L' (AQ 5), 0.15 gL (AQ 15), 0.25
gL' (AQ 25), 0.4 g L' (AQ 40). Means followed by the same letter over columns do
not differ statistically (p <0.05) by Tukey’s test (n = 4).

In relation to tuber classification, the AQ 15 and AQ 25 treatments presented the
highest values of fresh mass for type 1I-2, while AQ 5 and AQ 15 presented the

highest values of fresh mass for type-| tubers (Table 3).

Table 3. Potato tuber fresh mass (g) according to tuber classification (Class: | > 70
mm; 11-2: 50 to 70 mm; 1I-1: 42 to 50 mm; Ill: > 33 to 42 mm; IV: 28 to 33 mm and V:
<28 mm) of cultivar Clara submitted to foliar sprays with suspensions of the
microalgae A. quadricellulare biomass.

Tuber
classes Control AQb AQ 15 AQ 25 AQ 40

| 130,50+24,27aB 149,16+43,84 aA 15578428 15 aA 1359112916 aB  130,12+29,26 abB
-2 59171402 bE 66,38+17,15 bB 75921367 bA 70241714 bA  62,11115,70 bB
-1 281441123 cA 35341519 cA 35,79+5.61 cA 36,4318 68 cA 31,4246 93 cA

1l 17,6746,96 dA 20,737,122 dA 23,95+4,12 dA 26,525 67 dA 19,3643,76 dA
v 11692323 eA 13,0842 51 dA 14,9412 70 eA 14,4513 33 eA 12,9242 79 eA

v 3,9643,17 Ea 4.07+2,35 A 5 71+£2 91 1A 6414277 eA 4.61+2,51 A

Foliar sprays with biomass suspensions of microalgae A. quadricellulare: control; 0.05 g L' (AQ 5),
0.15 g L' (AQ 15), 0.25 g L' (AQ 25), 0.4 g L' (AQ 40). Means followed by the same lowercase
letters in column uppercase letters in line do not differ at the Scott Knott test (p < 0.01).

The number of tubers per plant was increased by AQ 5, which was not different
from AQ 25, which in turn did not differ from the other treatments. Such
improvements in the number of tubers by AQ 5 and fresh masses of type | (AQ 5, AQ
15) and type II-2 tubers at AQ 15 and AQ 25 increased the yield by 34.66%, 51.44%,
and 62.78% in these AQ treatments over the control (Fig. 3).

(a) Number of tubers per plant (b) Average yield (ton hal)
201 501
a
b
b ab
154 b T == T 404 . 2
T S
ab be
30+ ==
10 T T
20+
> 10

0

T T T T T T T T T T
Control AQ5 AQ15 AQ25 AQ40 Control AQ5 AQ15 AQ25 AQ40

Fig. 3. Number of tubers per plant (a) and average yield (b) of organically grown
potato (cultivar Clara) submitted to foliar sprays with suspensions of the microalgae
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A. quadricellulare biomass: 0 mL.L™" (control); 0.05 g L' (AQ 5), 0.15 g L' (AQ 15),
0.25 g L' (AQ 25), 0.4 g L' (AQ 40). Means followed by the same letter in different
columns do not differ statistically according to the Tukey’s test (p <0.05).

3.3. Field experiment Il

Following the results of the first season (experiment I), the second experiment
was conducted in a triple factorial arrangement: 2 (cultivars: ‘Clara’ and ‘Cristal’) x 3
(AQ treatments: QA 15, AQ 25 plus control) x 2 (frequency: weekly and biweekly).
The AQ effects on potatoes were better explored and understood.

Comparing cultivars, the tuber fresh mass of the ‘Clara’ reached the highest
value, except for the fortnightly frequency in AQ 25. Comparing AQ treatments and
frequencies, the ‘Cristal’ showed reduction of fresh mass in fortnightly sprays with AQ
15, and ‘Clara’ at AQ 25. On the other hand, ‘Clara’ presented an increase for this
trait when the plants received AQ 25 weekly and with AQ 15 fortnightly (Table 4).

The dry mass of the tubers did not differ among cultivars at weekly frequency.
Regarding treatments, no difference was observed for ‘Cristal’, whereas for ‘Clara’ at
AQ 15 weekly sprays presented an increase in dry mass of tubers over the control
(Table 4).

Table 4. Values of fresh and dry masses of ‘Clara’ and ‘Cristal’ potato cultivars
submitted to foliar sprays with suspensions of the microalgae A. quadricellulare

biomass by weekly and biweekly frequency.

Frequency Control AQ 15 AQ 25
Weekly TFM (g)
‘Cristal’ 125,15+4,74Aba 127,98+4,20Aba 122,75+3,70Aba
‘Clara’ 141,6+3,15 Baa 145,95+18,07Bab 174,91+3,32Aaa
Biweekly
‘Cristal’ 125,15+4,74Abaa 108,96+3,15 Bbb 131,77+4,11Aaa
‘Clara’ 141,6+3,15 Baa 159,2716,94 Aaa 113,38+7,73Cbb
Weekly DMT (g)
‘Cristal’ 57,87+3,84Aaa 58,24+7,85Aaa 56,79+6,58Aaa
‘Clara’ 53,53+0,071Baa 65,16+0,16Aaa 64,22+0,61ABaa
Biweekly
‘Cristal’ 57,87+3,84 Aaa 48,5+2,58 Abb 58,08+0,82 Aaa
‘Clara’ 53,53+0,071ABaa 62,17+0,21Aaa 44,240,099 Bbb

TMF: tubers fresh mass; TDS: tubers dry mass. Foliar sprays treatments of A quadricellulare: control;
0.15 g L' (AQ 15), 0.25 g L (AQ 25). Uppercase letters on the line comparing foliar sprays.
Lowercase letters on the column comparing cultivars. Underlined Lowercase letters in the column
comparing frequencies. Means followed by the same letter in the rows and columns do not differ by
Tukey’s test (p < 0,05).
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The AQ sprays affected foliar pigments. For chlorophyll a, total chlorophyll,
and carotenoid contents, an interaction was found among cultivars and treatments.
For chlorophyll b, interaction occurred among treatments and frequencies. The
chlorophyll a values were 33.91% and 47.97% higher in ‘Cristal’ at AQ 15 and AQ 25,
respectively, whereas chlorophyll b content increased in average for both cultivars in
28.73% at AQ 25. Regarding total chlorophyll, values with AQ 15 and AQ 25 in
‘Cristal’ show an increase of approximately 44.82% over to the control. For
carotenoids, an increase of 37.16% (AQ 15) and 29.20% (AQ 25) was found also in

‘Cristal’ when compared to control (Fig. 4).
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Fig. 4. Chlorophyll a (a), chlorophyll b (b), total chlorophyll content (c), carotenoid
content (d) of ‘Clara’ and ‘Cristal’ potato cultivars submitted to foliar sprays with
suspensions of the microalgae A. quadricellulare biomass (AQ) by weekly and
biweekly frequency. Light gray column: ‘Cristal’; dark gray column: ‘Clara’.
Treatments: control; 0.15 g L' (AQ 15) and 0.25 g L' (AQ 25). Lower case letters in
the column: cultivars; capital letters in the column: treatments. Means followed by the
same letter in different columns do not differ statistically by Tukey’s test (p <0.05).

The sugar contents in leaves and tubers were affected by AQ sprays. A
remarkable increase of 85.70% and 83.86% was found in AQ 15 and AQ 25,
respectively, on average for both cultivars comparing to the control. The foliar
contentes of reducing sugars show an interaction between cultivar and treatments.
When ‘Cristal’ received AQ 15, this trait had na increase of 92.46% over the control.
On the other hand, AQ 15 and AQ 25 promoted an increase of 81.15% and 97.29%

in foliar reducing sugars in the ‘Clara’ cultivar, over the control. As for total sugars in
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tubers, a triple interaction was observed among factors, with significant difference
observed for AQ treatments, particularly on AQ 15, showing an incremente above the

control at both frequencies (Fig. 5).
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Fig. 5. Total sugars in leaves (a), reducing sugars in leaves (b), total sugars in tubers
(c) of potato cultivars ‘Clara’ and ‘Cristal’ submitted to foliar sprays with suspensions
of the microalgae A. quadricellulare biomass (AQ). Light gray column: ‘Cristal’; dark
gray column: ‘Clara’. Treatments: control; 0.15 g L' (AQ 15) and 0.25 g L' (AQ 25).
Frequencies: weekly (1), biweekly (2). Lower case letters in the column: cultivars;
capital letters in the column: treatments; underlined letters in the column:
frequencies. Means followed by the same letter in different columns do not differ by
Tukey'’s test (p <0.05).

The total free amino acid contents presented interactions among cultivars and
treatments. Both AQ treatments promoted free amino acid increases in ‘Cristal
leaves, highlighting AQ 15 with 40.37% over the control. While in the tubers, AQ 15
and AQ 25 increased for both cultivars by 16.77% and 14.98%, on average, the free
amino acid content, respectively (Fig. 6). The enzyme nitrate reductase activity in
leaves shows interaction among cultivars and treatments, where AQ 25 improved the

enzyme activity by 49.57% in the ‘Clara’ cultivar (Fig. 6).
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Fig. 6. Free amino acids in leaves (a), free amino acids in tubers (b), enzyme nitrate
reductase activity (c) of potato cultivars ‘Cristal’ and ‘Clara’ submitted to foliar sprays
with suspensions of the microalgae A. quadricellulare biomass (AQ). Light gray
column: ‘Cristal’; dark gray column: ‘Clara’. Treatments: Treatments: control, 0.15 g
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L' (AQ 15) and 0.25 g L' (AQ 25) by weekly and biweekly frequency. Lower case
letters in the column: cultivars; capital letters in the column: treatments. Means
followed by the same letter in columns do not differ by Tukey’s test (p <0.05).

The number of tubers presented a significant interaction among cultivars and
treatments, where AQ 15 and AQ 25 showed increments of 29.61% and 28.46% for
‘Cristal’, respectively, and AQ 25 showed an incremente of 20.56% for ‘Clara’, over
the control. As a consequence of improvements in the number of tubers (Fig. 7) and
tuber mass for ‘Clara’ (Table 4), the highest yield was achieved in average for both
cultivars and frequencies, with AQ 15 and AQ 25 increasing yield by 17.48% and
19.07%, respectively (Fig. 7).
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Fig. 7. Number of tubers per plant (a) and average yield (b) of potato cultivars
‘Cristal’ and ‘Clara’ submitted to foliar sprays of suspensions of the microalgae A.
quadricellulare biomass. Light gray column: ‘Cristal’, dark gray column: ‘Clara’.
Treatments: control, 0.15 g L' (AQ 15) and 0.25 g L' (AQ 25). Lower case letters in
the column: cultivars, capital letters in the column: treatments. Means followed by the
same letter do not differ by Tukey’s test (p <0.05).

4. Discussion

41. Bioassay

Green microalgae (Chlorophyta) are photosynthetic organisms largely studied due
to their comercial importance as a source of high protein content, vitamins, essential
free l-amino acids, polysaccharides, and fatty acids (Parisi et al. 2009; Assis et al.
2012; Machado et al. 2014). The genus Asterarcys has the abovementioned
characteristics in its composition (Ghosh et al. 2017).

The bioassay identified the bioactivity of A. quadricellulare by stimulating the

expansion of tomato hypocotyls (Fig. 1). This improvement can be associated with
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the presence of bioactive molecules in microalgae biomass (Mogor et al. 2017), such
as free l-amino acids capable of promoting plant growth (Teixeira et al. 2017; Mogor
et al. 2018). Thus, the intrinsic characteristics of the microalgae, including the set of
free I-amino acids identified in A. quadricellulare (CCAP 294/1) (AQ) (Table 1), may
act as a bioactive compound (Ronga et al. 2019) explaining, at least in part, the

responses observed in the bioassay.

4.2. Experiment|

At the field in the first season, the sprays with AQ, mainly of AQ 5, AQ 15, and AQ
25, increased the yield by 34.66%, 51.44%, and 62.78%. These results could be
related to a greater leaf expansion (Table 2) and increase in chlorophyll index (Fig.
2a), thus increasing the mass in comercial class tubers (Table 3) and higher levels of
soluble solids (Fig. 2), as the potato plants with greater photosynthetic assimilation
can produce and transport more carbohydrates to tubers (Braun et al. 2010, 2016).
The leaf expansion of potato plants subjected to foliar sprays with free I-amino acids
leading to increases in chlorophylls, tuber mass, and sugars resulting in yield gains
also was reported by Roder et al. (2018), using free |-amino acids obtained from
bacterial fermentation.

According to Nardi et al. (2016), amino acid—based biostimulants can improve the
total soluble protein contente in plants, promote better nitrogen assimilation, and
stimulate the metabolism of amino acids, as observed in this study when a higher
content of total free amino acids was found in leaves and tubers of plants treated with
AQ 25 (Fig. 2). These results indicate that the microalga A. quadricellulare (CCAP
294/1), regarding its free I-amino acid content, can enhance chlorophyll synthesis, as
well as signaling for the amino acid assimilation chain, consequently increasing leaf
and tuber expansion, as well as sugar and amino acid accumulation.

In most microalgae species, glutamate and glutamine (glutamic acid) generally
constitute a large proportion of the total free amino acid content (Xupeng et al. 2017),
as found in A. quadricellulare with 4.27% (Table 1). The amino acid profile of the
microalga may be related to the response of A. quadricellulare—treated plants
concerning their amino acid contents, taking into account that glutamate plays a
central role in the metabolism of amino acids, being the substrate for their synthesis.
In addition, I-glutamic acid drives chlorophyll synthesis and activation (Beale et al.
1975; Yaronskaya et al. 2006).



45

4.3. Experimentll

To better explore the A. quadricellulare effects on potato, in the second season,
AQ 15 and AQ 25 were tested over two cultivars and two spray frequencies.

Corroborating the effects of A. quadricellulare in chlorophyll index (Fig. 2a), the
chlorophyll and carotenoid contentes were improved by AQ 15 and AQ 25 mainly in
‘Cristal’ (Fig. 4). The level of the sugars was also increased in plants treated with A.
quadricellulare (Fig. 5), being possible to relate higher levels of sugars to higher
levels of chlorophyll and, consequently, to the higher yield which was found in the
experiment (Fig. 7).

Total free amino acids in the leaves showed a significant difference in the A.
quadricellulare—treated plants, where ‘Cristal’ cultivar showed higher values by
40.37% with AQ 15, while for total free amino acids of tubers, an increase of 16.77%
and 14.98% was observed when plants received AQ 15 and AQ 25, respectively (Fig.
6).

In the composition of green microalgae extracts, the amount of bioactive
compounds may vary according to the strains and production system. In general,
among their free amino acid content, the I-glutamic acid composes the highest
percentage (Castro et al. 2017; Lu et al. 2019), which was also observed in A.
quadricellulare biomass (Table 1). This L-amino acid participates in many metabolic
pathways, being considered a key component in plant growth and development since
it is a precursor to other amino acids produced through transamination (Forde and
Lea 2007; Nunes-Nesi et al. 2010), therefore being bioactive to promote potato plant
growth and development through foliar sprays (Roder et al. 2018).

In nitrogen assimilation, nitrate (NO3™) is converted into a more energetic form,
nitrite (NO27). This reaction is catalyzed by the nitrate reductase enzyme (Pratelli and
Pilot 2014), where the AQ 25 in the ‘Clara’ cultivar led to an increase of 49.57% in
this enzyme activity (Fig. 6). This enzyme activity is regulated by several internal and
external signals, such as light, ATP, and NADPH. These last two molecules are
produced during photosynthesis and regulated by C and N metabolites such as
sucrose and glutamine (Nunes-Nesi et al. 2010; Pratelli and Pilot 2014). In general,
this enzyme reaches its maximum capacity when the leaf reaches its maximum
expansion (Marschner 2012), as found in A. quadricellulare treatments.

As a consequence of the biochemical triggering induced by A. quadricellulare

sprays, effects supported by the data obtained over 2 years in the field; the number
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of tubers was improved followed by increments in tuber mass. Because ofthose
improvements related to A. quadricellulare bioactivity, a yield gain greater than 15%

was achieved on average for both cultivars and frequencies.

5. Conclusion

The microalga A. quadricellulare (CCAP 294/1) showed bioactivity in the bioassay
and promoted yield gains in two potato growth seasons, triggering biochemical
changes that improved chlorophyll, amino acids, sugars, and enzyme activity. These
findings demonstrate that this microalga effectively stimulates plant growth,
development, and nitrogen assimilation, highlighting it as a potential source for
biofertilizers. Further omics approaches, such as genomics and transcriptomics,
could contribute to a better understanding of the signaling processes triggered by A.

quadricellulare in plants.
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Abstract

Seeking the development of nature-friendly agronomic techniques, the use of
natural sources to promote plant growth and increase agricultural yield has gained
relevance. In this context, the use of biofertilizers or biostimulants obtained from
microalgae has been studied, as these microorganisms have in their composition a
great diversity of bioactive molecules. This study aimed to evaluate the effect of
microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) on organic onion production,
verifying its action on metabolism, growth and yield of two cultivars. Thus, two
experiments were carried out: (i) foliar applications on onion plants grown in pots in a
greenhouse; (ii) foliar applications on field-grown onion under an organic system.
Both experiments were undertaken using solutions with spray-dried microalga
biomass at concentrations of 0.05, 0.15, 0.25 and 0.4 g L"". Biometric variables, yield
of bulbs and biochemical variables were evaluated indicating that the use of A.
quadricellulare promoted plant growth and increases in bulb caliber and yield of both
onion cultivars. The microalga biomass stimulated plant metabolism by increases in
contents of chlorophyll, carotenoids, amino acids, and the nitrate reductase enzyme
activity in leaves, also free amino acids and total sugar contents in bulbs, highlighting
the biomass concentration of 0.25 g L.

Keywords: Allium cepa L.; Asterarcys quadricellulare; biostimulant.

1. Introduction
Organic agriculture uses methods that minimize damage to the environment,
producing food sustainably [1]. In this sense, the use of biofertilizers has expanded

its applicability and may contribute to an increase in yield [2,3].
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Recently, numerous species of microalgae have been studied for their plant
growthpromoting effect linked to their use as biofertilizers and biostimulants [4]
especially associated with several bioactive compounds present in these organisms,
such as polysaccharides, glycosides, phytohormones, polyamines, lipids, and free L-
amino acids [3,5-9].

As examples, the use of the green microalgae (Chlorophyta) Chlorella vulgaris
promoted growth in corn and wheat plants [10,11]. In lettuce, C. vulgaris increased
protein contente and leaf mass [12], and higher onion bulb caliber and yield were
obtained using the Chlorophyta Scenedesmus subspicatus [4]. In tomatoes, the use
of Acutodesmus domorphus applied to seedlings promoted biomass accumulation
and flowering [13]. In addition, the bioactivity of a biomass hydrolysate from the
cyanobacteria Asthrospira platensis in bioassays was identified, promoting growth
and production of lettuce [6]. The use of A. platensis also showed bioactivity in
bioassays and increased sugar beet production in organic systems by using foliar
sprays [7].

The microalgae Clorophyta Asterarcys quadricellulare (AQ) is a source for the
production of carotenoids [14] and shows high protein and carbohydrate contents
[15], therefore, presenting potential for application as a biofertilizer.

Onion (Allium cepa) is the third most produced and consumed vegetable in the
world, considered as of great economic importance. Brazil is the 12th largest onion
producer worldwide, with 1,550,000 tons in 2018 [16].

In this context, this work aimed to evaluate the use of the microalgae A.
quadricellulare biomass verifying its action on metabolism, growth and yield of two

onion cultivars.

2. Material and Methods

The following experiments were performed: (i) foliar sprays of A. quadricellulare
spraydried biomass on onion plants grown in pots in a greenhouse determining
biochemical alterations and biometric variables of growth; (ii) foliar sprays on organic
field-grown onion plants; determining classification and yield of bulbs, as well as
biochemical variables in leaves (chlorophyll, carotenoids, amino acids and the activity

of the enzyme nitrate reductase) and in bulbs (free amino acids and total sugars).
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2.1. Microalga Source and Treatments

The microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) biomass from Alltech
Crop Sciences, Brazil, is a fine greenish powder obtained by spray drying method
from mixotrophic cultivation. The L-free amino acids concentration in the biomass
was of 90.94 mg g, equivalent to 9% in mass, determined using 0.1 mg of dry
biomass diluted in 1.7 ml of 80% ethanol preparing an extract from which 1.0 mL was
diluted in distilled water [17]. The colorimetric reaction was also carried out [18]. The
biomass was diluted in suspensions containing the following concentrations: 50, 150,
250 and 400 g L', from which the 1 mL aliquot was removed, diluted in one liter of
distilled water, giving rise to treatment equivalente to concentrations of 0.05 g L' (AQ
5),0.15g L' (AQ 15), 0.25g L' (AQ 25), and 0.4 g L' (AQ 40).

2.2. Study area, Cultivars and Seedling Production

The experiment was performed in an organic system at the Experimental Station
on Canguiri farm of the Federal University of Parana UFPR, at latitude 25°23’03”
south and longitude 49°07°03” west, average altitude of 920 m, state of Parana,
Brazil. The region’s climate is temperate, humid, mesothermal, cfb-type, according to
Koppen’s classification.

Two onion cultivars were used for the experiment. The cultivar Alvara (Bejo®),
with early maturation, high productivity, vigorous leaves growth, with good waxiness,
gives it great versatility in terms of planting time. Its cycle lasts from 130 to 150 days
and its sowing is recommended between May and June. The hybrid cultivar Perfecta
(Topseed®) has high yield potential, good tolerance to diseases and excellent bulb
quality, vigorous leaves, good waxy and dark green colored leaves. It is a short-day
hybrid, with good tolerance to early bolting. Its cycle is 130-150 days, with sowing
time indicated for the southern region from April to July.

In mid-May 2018, cultivars were sown in beds under plastic-covered high type
tunnels. At 60 days after sowing (DAS), when transplanting was carried out, the

seedlings had five leaves and pseudostem diameters of 4 mm.

2.3. Pot Experiment

The onion seedlings were transplanted into 3 L polyethylene pots containing a

substrate on the basis of pine bark, peat, expanded vermiculite, enriched with macro
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and micronutrients (Tropstrato®) combined with organic fertilizer (Provaso®), with a
proportion of 1:1. The substrate presented the following chemical analysis: pH
(CaCl2) = 6.63; pH SMP = 7.03; AI** = 0; H* + AP* = 2.31 cmol dm3; Ca?* = 12.34
cmol dm3; Mg?* = 3.52 cmol dm™3; K* = 1.95 cmol dm3; P = 193.81 mg dm3; C =
55.21 g dm3; base saturation = 88.5% and CEC = 20.12 cmol dm3; Cu = 1.95 mg kg
. Mn = 31.80 mg kg™'; Fe = 29.77 mg kg'; Zn = 2.30 mg kg"; B = 0.34 mg kg'; S =
141.12 mg kg™'. Additionally, 3 cm? of expanded vermiculite was added to the top of
the pots. The pots were placed in a greenhouse, with drip irrigation to maintain
humidity at 80% of the substrate’s water holding capacity, measured with a
tensiometer.

The biomass of Asterarcys quadricellulare (AQ) was suspended at the following
concentrations: 50, 150, 250, and 400 g L-'. An aliquot of 1 mL L' was withdrawn
from each suspension and diluted in distilled water, resulting in solutions with
biomass concentrations of 0.05 g L' (AQ 5), 0.15 g L' (AQ 15), 0.25 g L' (AQ 25),
and 0.4 g L' (AQ 40).

The foliar sprays started at 40 days after transplanting (DAT), with a weekly
interval, totaling eight applications until the plants were collected, using a
Kawashima® (Tokyo, Japan) electronic sprayer at pressure of 40 psi. The sprays
volume varied from 5 mL plant-! (1st to 3rd applications) to 10 mL plant (4th to 6th
applications) and 15 mL plant! (7th and 8th applications), with increments following
the plant growth.

At 90 DAT, to check the AQ effect on biomass accumulation and plant growth at
the beginning of bulbification, all plants of both cultivars were collected for biometric
evaluations of fresh mass and length of leaves, pseudostem diameter, and
determinations of chlorophyll, sugars, amino acids and nitrate reductase enzyme
activity in leaves.

With completely randomized design and factorial scheme, the experiment was run
with four replications (n = 4), each consisting of four pots containing two plants per

pot.

2.4. Field Experiment

Simultaneously to the experiment in greenhouse, the field experiment was
conducted in the organic vegetables area described above, in a Red-Yellow latosol

soil of médium texture [19].
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The chemical analysis of the soil at the beginning of experiment in the 0-20 cm
layer indicated the mean values of: pH (CaClz) = 5.84; pH H20 = 6.71; AP* = 0; H +
AR = 2.93 cmolc dm3; Ca?* = 5.28 cmol cdm3; Mg?* = 3.05 cmol cdm™3; K* = 1.32
cmolc dm3; P (Mehlich) =49.0mg dm-3; S = 33.49 mg dm-3; C = 26 g dm-3; %; V% =
76.7 and CEC = 12.58 cmolc dm3. Sprinkler irrigation was used to maintain the soil
moisture at 80% and checked with a tensiometer.

One week before seedling transplantation, soil tillage was performed with the
incorporation of 8 t.ha! of organic compost with the following average values: C =
30.3gkg";N=30.3gkg";P=85gkg";K=6.6gkg"';Ca=81gkg’;Mg=4.1g
kg™, following the Brazilian regulations for organic farming.

The onion seedlings of Alvara and Perfecta cultivars were transplanted in beds
measuring 1.20 x 24 m, with a spacing of 30 cm between rows and 10 cm between
plants, distributed in four planting rows, equivalent to a plant population of 240,000
per hectare.

The treatments consisted of foliar sprays of microalgae suspensions as described
in the pot experiment. Ten applications were carried out using a 10 L Kawashima®
electronic backpack sprayer, with an application rate of 400 L ha-', at intervals of 7
days. The experiment was established in a completely randomized design in a
factorial scheme (A: two cultivars x B: 5 treatments, with 4 replications (n = 4)),
totaling 40 plots with 60 plants (1.20 x 1.50 m).

At 120 DAT, leaves were collected for biochemical analysis at around 9 a.m. and
10 a.m., with five onion plants randomly chosen per plot and the four central leaves
of these plants were collected.

At 135 DAT, at proper harvest time with about 80% of the plants presenting
pseudostem collapse, 20 bulbs per plot were collected to determine the yield in
comercial classes: class IV (70-90 mm) and class Ill (50—70 mm) according to the
Brazilian Market rules for onion classification, extrapolating to the population of plants
per hectare [4]. The presentation of class data was based on the mass of bulbs (g)
shown in classes Ill and IV.

The fresh mass and dry mass of bulbs were also determined in an air-circulating
oven at 65 °C until a constant weight was obtained. To determine the biochemical
variables of the bulbs, five onion plants were randomly chosen per plot, and the bulbs

of these plants were evaluated.
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2.5. Biochemical Analysis

After collection, the plant materials were frozen and subsequently macerated. The
readings were completed using a spectrophotometer with values expressed in ug g’
of the fresh mass of leaves and bulbs.

The determination of chlorophyll and carotenoids was carried out following [20]
with modifications [21]. For extraction of total and reducing sugars from bulbs and
leaves [22], samples were obtained by performing acid hydrolysis and after reacting
with DNS. The readings were carried out at 540 nm.

The extraction of total free amino acids from leaves and bulbs [17] and
colorimetric reaction [18] were performed, with readings carried out at 570 nm. The
nitrate reductase enzyme activity was determined in leaves [23], with readings

carried out at 540 nm and values expressed in u mol of NO2h"' g of plant material.

2.6. Statistical Treatment

The data were subjected to ANOVA in a 2 x 5 factorial arrangement (cultivars x
treatments) and compared by Tukey’s test at 5% significance, using the software
Assistat 7.7 Beta [24].

3. Results

3.1. Pot Experiment

The fresh mass of leaves presented increases, promoted by AQ 5 and AQ 15 in
Alvara of 34.65 and 48.75% over the control, respectively; as well as a remarkable
increase was promoted by AQ 5 and AQ 25 in Perfecta, respectively, of 151.87 and
162.73% over the control (Figure 1a). The length of leaves was improved in 18% by
AQ 25 at Alvara, and in 20.23, 19.36, and 23.66% by AQ 15, AQ 25, and AQ 40,
respectively, in Perfecta (Figure 1b).

The AQ 15, AQ 25, and AQ 40 increased the pseudostem diameter, respectively,
of 23.53, 11.9, and 13.85% in Alvara; while AQ 5; AQ 25 and AQ 40 increased the
diameter respectively of 23.3; 25.76 and 23.15% in Perfecta.
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Fig 1. Fresh mass of the leaves (a), Leaves lenght (b), Pseudostem diameter (c) of
onion plants of the Alvara and Perfecta cultivars at 90 DAT (days after transplanting)
submitted to foliar sprays of biomass suspensions of microalgae A. quadricellulare at
different concentrations. Treatments: 0 g.L' (Control); 0.05 g.L”' (AQ 5); 0.15 g.L"
(AQ 15); 0.25 g.L' (AQ 25); 0.4 g.L' (AQ 40). Onion cultivars (A = Alvara, P =
Perfecta). Low case letters in the column: cultivars; upper case letters in the column:
treatments. Means followed by the same letter in the same column do not differ
statistically (p <0.05) according to Tukey's test (n=4).

In addition to the effects on growth (Figure 1), biochemical changes also
occurred. Comparing cultivars, Perfecta had higher chlorophyll content in comparison
to Alvara (27%). Comparing treatments, AQ 25 excelled in the cultivar Alvara with
44.71% greater chlorophyll content than the control. AQ 5, AQ 15, AQ 40 in the
cultivar Perfecta improved chlorophyll to 34.1, 31.75 and 42.91% (Figure 2a).

For carotenoids, Perfecta presented a concentration 25.5% higher than Alvara.
Comparing treatments, AQ 25 showed improved carotenoids content in 59.15%
higher than the control in Alvara, and in Perfecta, AQ 5 and AQ 40 promoted,
respectively, increases of 19.06 and 27.37% (Figure 2b).

As for the total free amino acid content in leaves, Perfecta showed a
concentration 18.92% higher than Alvara. Comparing treatments, AQ 15 promoted
an increase of 38.85% in Alvara, while AQ 5, AQ 15, and AQ 40 improved free amino
acids of 17.41, 19.89, and 17.08% above the control, respectively, in Perfecta (Figure
2c). For the activity of the nitrate reductase enzyme, no interaction was found among
treatments and cultivars. Whereas, there was an effect of treatments, with higher
enzyme activity promoted by AQ 25 and AQ 40 in comparison to the control (18 and
23.16%) (Figure 2d).
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Fig 2. Chlorophyll content (a), Carotenoid content (b), Free amino acids (c) Nitrate
reductase (d) in leaves of onion cultivars submitted to foliar applications of biomass
suspensions of the microalgae A. quadricellulare at different concentrations.
Treatments: 0 g.L" (Control); 0.05 g.L-" (AQ 5); 0.15 g.L”" (AQ 15); 0.25 g.L" (AQ 25);
0.4 g.L" (AQ 40). Onion cultivars (A = Alvara, P = Perfecta). Lower case letters in the
column: cultivars; upper case letters in the column: treatments. Averages followed by
the same letter in the same column do not differ statistically among themselves (p
<0.05) according to Tukey's test (n=4).

3.2. Field Experiment

The data of commercial onion bulbs, class IV (70—90 mm) and class Ill (50-70
mm), showed in Alvara an interaction among classes and treatments, and a
difference between treatments was observed in class IV, particularly at AQ 25 with
an increase of 30.19% in this class when compared to the control. In class lll, the
highest means are found in treatments AQ 15 and AQ 25, with an increase of 16.83
and 11.73%.

The Perfecta showed no interaction among classes and treatments, but all
treatments promoted increments in commercial bulbs in comparison to the control
(Figure 3b).
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Bulb fresh mass did not show an interaction among cultivar and treatment, but
differences between treatments were found. The highest means of fresh mass of
bulbs were observed in treatments AQ 5, AQ 15, and AQ 25, with an increase of 26,
22.56, and 24.79%, respectively, comparing to the control (Figure 3c). The same was
observed for dry mass. The treatments that showed the highest means were AQ 5,
AQ 15, and AQ 25, with na increase of 42.42, 49.43, and 47.5% when compared to

the control dry mass (Figure 3d).
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Fig 3. Classification of class Il and IV bulbs of the Alvara onion cultivar (a), average
classification of class Ill and IV bulbs of cultivar Perfecta (b), fresh mass of bulbs of
the Alvara and Perfecta cultivars (c) dry mass of bulbs of the Alvara and Perfecta
cultivars (d) submitted to foliar applications of biomass suspensions of the
microalgae A. quadricellulare at different concentrations. Treatments: 0 g.L™
(Control); 0.05 g.L-' (AQ 5); 0.15 g.L" (AQ 15), 0.25 g.L"" (AQ 25); 0.4 g.L" (AQ 40).
Class = IV e lll. Columns with the same letter do not differ statistically (p<0.05) by
Tukey's test (n = 4). Capital letters = foliar treatments. Lowercase letters = classes.

As a consequence of the changes in the classification and masses of the bulbs,

there were increases in onion yield with the application of the AQ treatments.
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In Alvara, AQ25 promoted yield increase of 28.3%, while in Perfecta, the
treatments AQ 5, AQ 15, and AQ 25 promoted yield increases by 26.36, 33.26 and
39.97%, respectively (Figure 4). These results demonstrate the effect of A.

quadricellulare promoting higher masses of commercial bulbs.
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Fig 4. Yield of Alvara and Perfecta onion cultivars submitted to foliar applications of
A. quadricellulare microalgae biomass suspensions at different
concentrations. Treatments: 0 g.L-' (C); 0.05 g.L' (AQ 5); 0.15 g.L-' (AQ 15), 0.25 g.L-
T (AQ 25); 0.4 g.LY(AQ 40). Means followed by the same letter in the same column
do not differ statistically (p <0.05) according to Tukey's test (n=4).

The yield gains are related to biochemical changes stimulated by sprays with
microalga biomass, such as the contents of total free amino acid in leaves, showing
an interaction among treatments and cultivars. The AQ 25 stood out in both cultivars,
promoting a remarkable 124.67% increase in amino acids in Alvara and 26.79% in
Perfecta (Figure 5a).

Related to amino acid metabolism, the Alvara showed higher nitrate reductase
enzyme activity in leaves (57.23%). Comparing treatments, AQ 40 promoted an
increase of 40.63% in this enzyme activity in Alvara, over to the control. No changes
were found in Perfecta (Figure 5c).

In the bulbs, comparing cultivars, Alvara showed amino acid content 112.92%
higher than Perfecta at control, indicating better aptitude of this cultivar for amino

acid synthesis and accumulation in bulbs. Comparing treatments, AQ25 promoted an
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increase of 18.39% in Alvara, while the treatments did not change the amino acid
content in Perfecta bulbs (Figure 5d).

Comparing these results to those obtained at early bulbification stage in a pot
experiment, a difference among cultivars appears regarding amino acid content and
nitrate reductase activity. Perfecta presented the highest content of amino acids in
leaves at early stage (Figure 2c), while Alvara at the harvest. Moreover, both cultivars
had enzyme activity improved on average by AQ at early stage (Figure 2d), while
only Alvara at the harvest (Figure 5c).

The outcome of the total sugars in the leaves at harvest show a 28.89% greater
amount of sugars in the cultivar Perfecta compared to the Alvara. Comparing
treatments, there were no significant differences among the control and the
treatments AQ 5, AQ 25 and AQ 40 in Alvara, and among the control and AQ 25 and
AQ 40 in Perfecta. On the other hand, AQ 15 caused a reduction in sugars in leaves
of Alvara, as well as AQ 5 and AQ 15 cause reduction in Perfecta (Figure 5c).

It can be seen in the total sugar content of the bulbs that there was a higher
concentration in Alvara, with 8.79% higher than Perfecta. The treatments, AQ 5, AQ
15, and AQ 40 promoted higher contents than the control in Alvara (46.05, 63.7 and
61.04%, respectively). In Perfecta, the treatments that presented the highest
contents in relation to the control were AQ 5, AQ 15, and AQ 25 (45.3, 66.73 and
37.94%) (Figure 5d). These results indicate that AQ treatments stimulated the
source-to-sink flow with sugar accumulation in bulbs, justifying the reduction in

contents in leaves (Figure 5c.)
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Fig 5. Free amino acids in leaves (a), Total sugars in leaves (b), Enzyme nitrate
reductase activity in leaves (c), Free amino acids in bulbs (d) Total sugars in bulbs
(e) in onion cultivars at 135 DAT submitted to foliar applications of biomass
suspensions of the microalgae A. quadricellulare at different concentrations.
Treatments: 0 g.L"' (Control); 0.05 g.L”' (AQ 5); 0.15 g.L”" (AQ 15); 0.25 g.L"' (AQ 25);
0.4 g.L"'(AQ 40). Low case letters in the column: cultivars; upper case letters in the
column: treatments. Means followed by the same letter in the same column do not
differ statistically (p <0.05) according to Tukey's test (n=4).

4. Discussion

The productive performance of onions depends very much on the initial growth of
plants right after transplanting [25]. The Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1)
treatments provided greater initial plant growth, with increases in fresh mass of
leaves, length and pseudostem diameter (Figure 1).

The increase in vegetable growth and biomass accumulation in the function of
microalgae treatments was previously reported and related to increases in
chlorophyll [7,12], in line with the rise in pigments in leaves sprayed with A.
quadricellulare, particularly on AQ 25 in Alvara and AQ 5, AQ 15 and AQ 40 in
Perfecta for chlorophyll; and on AQ 25 in the cultivar Alvara and AQ 5 and AQ 40 in
Perfecta for carotenoids (Figure 2a, b).

The biomass of Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) presents an L-free
amino acids content of 90.94 mg g-'. When absorbed by the plants, the free L-amino
acids and peptides can be incorporated into metabolism according to the specific
metabolic demands, such as for chlorophyll synthesis, or to stimulate physiological
processes, therefore, acting as signaling molecules [8,26].

The microalga Chlorella, a Chlorophyta such as A. quadricellulare, also has a
large number of L-amino acids in its composition, especially glutamic acid [27], which
is considered to be a key amino acid in plant growth and development, as it is a
precursor of other amino acids that are produced through transamination [28,29].

These possible metabolic actions of microalgae-free L-amino acid may justify the
rise in the free amino acid content in onion leaves with AQ 15 sprays in Alvara and
with AQ 5, AQ 15, and AQ 40 in Perfecta (Figure 2c) as an effect of A.
quadricellulare stimulating the synthesis of amino acids in onion plants.

The role of Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) in nitrogen assimilation can
be also related to the activity of the nitrate reductase enzyme, where the AQ 25 and
AQ 40 treatments showed improvement upon enzyme reaction (Figure 2d). In the

assimilationof nitrate (NOs"), the nitrogen from the NOs™ is converted to nitrite (NO2), a
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reaction catalyzed by the nitrate reductase enzyme. Subsequently, nitrite is
converted into ammonia by the nitrite reductase enzyme and finally, the ammonium
is converted into amino acids by the enzymes GS and GOGAT [30] and distributed
over the plant.

In general terms, it is possible to associate the greater growth and mass
accumulation of onion plants with the stimulus to the synthesis of amino acids and
pigments promoted by some AQ treatments.

Plants treated with intermediate concentrations of A. quadricellulare present the
highest mass accumulation in bulbs, demonstrating greater efficiency in the
production and redistribution of photoassimilates and, consequently, in a larger bulb
caliber (Figure 3).

A higher caliber was found with all AQ treatments in relation to the control in
cultivar Perfecta and with AQ 15 and AQ 25 in cultivar Alvara (Figure 3). The larger
calibres are related to the superior accumulation of mass of the bulbs, demonstrating
that the microalgae A. quadricellulare promoted a greater redistribution of
photoassimilates when compared to the control. The use of microalgae increasing
the caliber and mass of red beet hypocotyls [7] and onion bulbs [4] also were
previously reported, indicating an increase in the accumulation of photoassimilates in
sink organs [31].

Around 80% of the dry mass of onion bulbs is carbohydrates mainly composed of
reducing sugars glucose and fructose and the non-reducing sucrose and
fructooligosaccharides. Sugars are the main products of photosynthesis and their
transport from the source to the sink is very important for plant growth, being
transported through phloem and accumulating in the sink, resulting in a greater gain
in mass, size and yield [32].

The data (Figure 5) indicate that the treatments stimulated the source-to-sink flow
with sugar accumulation in bulbs, justifying the reduction in contents in leaves at
harvest, confirming the effectiveness of A. quadricellulare in yielding and
redistributing photoassimilates from source to sink during the bulb filling stages.

These results explain the achievement with AQ, with the increase in yield owned
by the accumulation of mass in bulbs and consequent caliber improvement. In
Alvara, AQ25 promoted yield increase of 28.3%, while in Perfecta, the treatments AQ
5, AQ 15, and AQ 25 promoted vyield increases by 26.36, 33.26, and 39.97%,
respectively (Figure 4).
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Products with plant-stimulant action (biostimulants and biofertilizers) may improve
the total content of amino acid and soluble proteins in plants, contributing to better
nitrogen assimilation and stimulation of amino acid metabolism [33].

Onion plants had higher levels of amino acids with the applications of A.
quadricellulare. Amino acids form proteins and are precursors of molecules with
fundamental biological roles in plants such as hormones, nucleotides, and cell wall
polymers. They also have a role in the transport of nutrients in the plant, mainly
nitrogen. They are largely involved in the plant’s primary and secondary metabolism,
leading to the synthesis of several compounds that influence production as well as
the plant’s tolerance to abiotic stresses [34,35].

The performance in nitrogen assimilation was evaluated through the activity of the
nitrate reductase enzyme, which increased in the AQ treatments, particularly in the
cultivar Alvara (Figure 5e).

The nitrate (NOgs") is reduced by nitrate reductase to nitrite (NO27), and then
imported into the plastid and reduced by nitrite reductase to ammonium (NH4*). The
NH4*, whether taken directly from the environment or converted from NOs, is
assimilated by glutamine synthetase (GS) into glutamine, which provides N for
virtually all cellular N-containing components directly or via glutamate [36]. Therefore,
the increase in nitrate reductase synthesis may contribute to the N assimilation
process.

The presence of free L-amino acid in microalgae is closely related to its plant
growth promoting effect [7,37] associated to compounds with pathways derived from
amino acids such as polyamines [6], besides glycosides and phytohormones [9]. The
microalgae set of bioactive compounds can act as signaling molecules triggering
multiple gene expression. related to growth promotion, nutrient acquisitions, and
adaptation to abiotic and biotic stresses [38].

In line with previous works using microalgae, through their free L-amino acid
concentration and effects on the initial growth, yield, and metabolism stimulation with
biochemical improvements, the microalga A. quadricellulare (CCAP 294/1) can be
considered as a natural input, being a new alternative to growth of onion a nature-

friendly way.
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5. Conclusion

The use of A. quadricellulare (CCAP 294/1) promoted plant growth and increases
in bulbs caliber and yield of onion-stimulating plant metabolism with increases in
chlorophyll, carotenoids, amino acids, and nitrate reductase enzyme activity in
leaves, also free amino acids and total sugar contents in bulbs, highlighting the

biomass concentration of 0.25 g L.
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4 CAPITULO 3 - MICROALGA Asterarcys quadricellulare ESTIMULA
METABOLISMO DE AMINAS BIOATIVAS COM AUMENTO DE
PRODUTIVIDADE EM CEBOLA

RESUMO

Uma agricultura mais sustentavel, com uso de fontes naturais que promovam o
crescimento de plantas e melhorem a produtividade tem sido buscada. Os
biofertilizantes tem sido estudados com essa proposta, € as microalgas estdo dentro
desse grupo, possuindo em sua composicdo moléculas bioativas capazes de
estimular o crescimento vegetal. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da microalga Asterarcys quadricellulare (CCAP 294/1) na produgéo de cebola,
verificando sua acdo no metabolismo, produtividade e resposta metabolédmica.
Foram utilizadas duas cultivares de cebola (Alvara e Perfecta), duas concentragdes
de biomassa (0,15 e 0,25 g L") e duas frequéncias de pulverizagido (semanal e
quinzenal). Foram realizadas pulverizagdes foliares de AQ em campo, determinando
efeitos no crescimento e produtividade nas plantas, assim como respostas
bioquimicas nas folhas e bulbos e posteriormente avaliagdo metabolémica de
substancias presentes nas folhas e bulbos, verificadas por meio de HPLC. O uso de
A. quadricellulare promoveu o crescimento das plantas e ganho de produtividade,
promovendo mudangas bioquimicas nos teores de aminoacidos, acucares e na
atividade da enzima nitrato redutase, assim como melhora no conteudo de
espermina em folhas, espermidina em bulbos, triptamina em folhas e bulbos, 5-
hidroxotriptofano em bulbos e serotonina em bulbos, podendo seu efeito estar
relacionado ao metabolismo das poliaminas e das auxinas.

Palavras-chave: Allium cepa L. Sinalizagdo. Poliaminas.

1. Introducao

A cultura da cebola (Allium cepa L.) é cultivada em todos os continentes, exceto
Antartida, sendo apreciada basicamente por todas as culturas do mundo, por seu
sabor e atributos que melhoram a saude (HAVEY, 2018). Ela possui grande
importancia econémica, figurando entre as hortalicas mais relevantes do mundo. Os
trés maiores produtores mundiais de cebola sdo China (24,77 milhdes de toneladas),
india (22,07 milhdes de toneladas) e Estados Unidos (3.28 milhdes de toneladas)
(FAOSTAT, 2021). A cebola pode ser consumida fresca, processada e
industrializada, dando origem a diversos produtos que sdo usados na alimentacéo
humana (COSTA & RESENDE, 2007).

Pesquisas visando melhorar as praticas culturais e aumentar a produtividade
para o cultivo da cebola sdo fundamentais, devido a sua importancia econémica.

Inumeros fatores interferem na producdo de cebola, alguns deles como uso de
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sementes de qualidade e produgdo associada a tecnologias (PANNACCI et al.,
2020), nutricdo adequada (OKADA et al., 2020), fatores abiéticos como radiagao
solar, luminosidade e disponibilidade de agua (ESMAEILZADH, 2020), entre outros.
Em alguns paises, a produtividade média dessa cultura € muito baixa (GHOSH et
al.,, 2018). Sendo assim, pesquisas que promovam o melhor crescimento e
desenvolvimento da cultura devem ser constantemente atualizadas.

Nesse contexto, os produtos biofertilizantes ganham relevancia, pois podem
contribuir para o crescimento e aumento da produtividade das plantas (SINGH et al.,
2016; RENUKA et al., 2018). Essas substancias podem promover ainda alteragdes
no metabolismo vegetal dependendo de sua fonte. As microalgas sao potenciais
produtos biofertilizantes, pois s&o organismos autotréficos  unicelulares
fotossintetizantes, sendo fontes de recursos renovaveis, produzindo biomasssa e
outros compostos de interesse que podem ser usados na alimentacdo humana e
animal, produtos farmacéuticos e cosméticos, geracdo de energia e muitas outras
(MORRIS et al., 2008; BOROWITZKA, 2013; CAVALCANTI, et al., 2014; SINGH et
al., 2016; RONGA et al., 2019), assim como na agricultura.

Na agricultura, as microalgas tem sido estudadas quanto ao seu efeito promotor
do crescimento vegetal ligado ao seu uso como biofertilizante (GARCIA-GONZALEZ
& SOMMERFELD, 2016; MOGOR et al., 2018; GEMIN et al., 2019; EL-NAGGAR et
al.,, 2020), sendo atribuido a presenga de compostos bioativos como
polissacarideos, poliaminas, citocininas e L-aminoacidos livres (RAJESHWARI &
RAJASHEKHAR 2011; STIRK et al., 2013; ISHAQ et al., 2016; MOGOR et al., 2017;
MOGOR et al., 2018; RENUKA., 2018; ALVAREZ et al., 2021; MAZEPA et al., 2021).

A microalga chorophyta Asterarcys quadricellulare (AQ), apresenta alto teor de
proteinas e polissacarideos em sua composigao (GHOSH et al., 2017), sendo sua
biomassa uma potencial fonte biofertilizante. Desta forma, neste trabalho
pesquisamos o efeito da microalga AQ no crescimento e produtividade de plantas de
cebola, bem como em variaveis bioquimicas nas folhas e bulbos e posteriormente

avaliagdo metabolémica de substancias presentes nas folhas e bulbos.
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2. Material e Métodos

2.1. Obtencao da biomassa dos tratamentos

Para a obtencao da biomassa da microalga A. quadricellulare, sua extracao foi
realizada em sistema mixotrofico e seca por atomizagao (Spray dryer), obtendo-se
um po fino de cor esverdeada, caracteristico das algas verdes e fornecido pela
empresa Alltech® Crop Sciences — Brasil. A concentragdo de aminoacidos livres na
biomassa foi de 90,94 mg g-!, equivalendo a 9% em massa, determinada usando 0,1
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 (WINTERS, 2002) e a reacgao
colorimétrica foi realizada (MAGNE & LARHER, 1992).

2.2. Condugao do experimento no campo

Os tratamentos foram baseados em um experimento anterior (CORDEIRO et al.,
2022 a), visando avaliar também a frequéncia de aplicacdo (semanal e quinzenal),
sendo este experimento implantado no campo, em agosto de 2019. A biomassa de
Asterarcys quadricellulare (AQ) foi suspensa nas seguintes concentracdes: 150 e
250 g L. De cada suspensao foi retirada uma aliquota de 1 mL L' e diluida em
agua destilada, induzindo os tratamentos e produzindo solugdes equivalentes as
concentragbes de biomassa de 0,15 g L' (AQ 15) e 0,25 g L' (AQ 25)

O estudo foi conduzido na area de Olericultura da orgénica da Estagéo
Experimental Canguiri da UFPR, localizada no municipio de Pinhais — PR,
pertencendo ao Primeiro Planalto Paranaense, com latitude 25°23’30” sul e
longitude 49°07°30” oeste, a uma altitude média de 920 m. De acordo com a
classificacdo de Koppen o clima da regidao é temperado, umido mesotérmico, tipo
cfb, com precipitagao anual entre 1400 e 1800 mm e chuvas bem distribuidas.

Foram utilizadas para o experimentos duas cultivares de cebola. A cultivar Alvara
(Bejo®), de maturagao precoce, alta produtividade, folhas mais vigorosas, com boa
cerosidade, o que |he confere grande versatilidade quanto a época de plantio. Seu
ciclo dura de 130 a 150 dias e seu semeio é indicado entre maio e junho. A cultivar
hibrida Perfecta (Topseed®), com alto potencial produtivo, boa tolerancia a doencgas
e excelente qualidade de bulbo, folhas vigorosas, com boa cerosidade e coloragéo

verde-escuro. E um hibrido de dia curto, com boa tolerancia ao pendoamento
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precoce. Seu ciclo é de 130 a 150 dias, com época de semeio indicada para a regiao
sul de abril a julho.

A andlise quimica do solo no ano de 2018 na camada de 0 a 20 cm, indicou os
valores médios de: pH (CaCl2) = 5,84; pH H20 = 6,71; AlI*3 = 0; H+AI*3 = 2,93 cmolc
dm3; Ca?* = 5,28 cmolc dm=3; Mg?* = 3,05 cmolc dm=; K* = 1,32 cmolc dm?3; P
(Mehlich)= 49,0 mg dm; S = 33,49 mg dm3; C = 26 g.dm3; %; V% = 76,7 e CTC =
12,58 cmolc dm™. A irrigagédo por aspersao foi usada com o objetivo de manter a
umidade do solo em 80%, sendo verificado com auxilio de um tensiémetro.

Uma semana antes do transplante das mudas foi realizado o preparo do solo
com a incorporagdo de 8 t.ha' de composto organico com os seguintes valores
médios: C = 30,3gkg";N=30,3gkg";P=85gkg”’; K=6,6 gkg'; Ca=38,1gkg
" Mg = 4,1 g kg™'. A fertilizagdo do solo e das plantas foram realizados de acordo
com a regulamentacgao brasileira para agricultura organica.

As mudas de cebola das cultivares Alvara e Perfecta foram transplantadas em
canteiros com dimensao de 1,20 x 24 m, espagamento de 30 cm entre linhas e 10
cm entre plantas, distribuidas em quatro linhas de plantio, equivalente a uma
populacao de plantas de 230.000 por hectare.

O experimento foi realizado em arranjo fatorial triplo 2 (cultivar) x 3 (doses) x 2
(frequéncia), e quatro repeticdes totalizando 48 parcelas, com duas cultivares
(Alvara e Perfecta), trés doses (testemunha, AQ 15 e AQ 25), duas frequéncias (7 e
15 dias).

Foi realizada uma coleta de material vegetal no inicio da bulbificagdo, aos 120
DAT. Foram avaliados a altura das plantas (cm), nimero de folhas, area foliar (cm?),
volume do pseudocaule (cm?), a massa fresca e a massa seca (g) das folhas, do
pseudocaule e dos bulbos. A area foliar e o volume do pseudocaule foram obtidos
com a utilizagdo do software WinRhizo Pro® (Regent Instr® Canada). Aos 135 DAT,

foi realizado a coleta final para avaliagao da produtividade.

2.3. Analises Bioquimicas

Apoés a coleta os materiais foram congelados e posteriormente macerados em
nitrogénio liquido para obtencdo de um po fino. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro e os valores expressos em ug.g”' de massa fresca de folhas e
bulbos.
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Para a extracdo dos acgucares totais e redutores foi utilizada a metodologia
proposta por Maldonade et al. (2013), com modificagdes. As amostras foram obtidas
por meio da realizacao de hidrélise acida e apds a reacdo com acido dinitrosalicilico
(DNS). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm e os valores expressos
em ug de agucares por g de material vegetal fresco.

Para a extracdo dos aminoacidos livres totais de folhas e bulbos foi
seguida a metodologia de Winters et al. (2002) e para a reagao colorimétrica a
metodologia de Magné & Larher (1992). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
a 570 nm e os resultados expressos em ug de aminoacidos livres totais por g de
material vegetal.

A determinacdo da atividade da enzima nitrato redutase das folhas seguiu a
metodologia proposta por Jaworski (1971), com modificacbes. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 540 nm e os valores expressos em u mol de NO2 h”' g' de

material vegetal.

2.4, Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras foram homogeneizados em 3 mL de acido perclorico a 5% (HCIOa),
mantidos em banho ultrassénico por 30 min e centrifugadas a 6000 rpm por 10 min
(5°C). Em 200 uL do sobrenadante foram adicionados 400 uL de cloreto de dansila
(2,5 mg mL-! acetona) e 200 pL da solugdo saturada de carbonato de sédio.

Apds a agitacdo as amostras permaneceram no escuro por uma hora em
temperatura de 60° C, foram adicionados 200 uL de prolina (99%) (0,1 mg mL" em
agua ultrapura). A mistura foi mantida em temperatura ambiente por 60 minutos e foi
usado tolueno (1000 uL) para extrair as poliaminas (Pas) aderidas. As amostras
foram agitadas em voértex por 1 minuto e os sobrenadantes foram retirados e
submetidos a secagem com N2 e suspensos em 1 mL de acetonitrila grau de HPLC
(ensaio 99,9%).

Posteriormente, a mistura foi mantida em banho ultrassénico por 1 min e
centrifugada por 5 min a 4000 g (4° C). O sobrenadante foi filtrado (0,22 ym) antes
da injecdo em HPLC. A separacao cromatografica foi realizada usando um Sistema
Dionex Thermo Scientific Ultimate 3000 (Thermo Fisher Informag¢des Cientificas;
Santa Clara, CA, EUA) acoplado a uma bomba quaternaria, um amostrador
automatico (modelo 3000RS) e um detector de arranjo de diodo (DAD—3000RS).
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Vinte microlitros de amostra foram injetados, e os dados cromatograficos foram
coletados e processados usando o software Chromeleon 7 (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha), a um fluxo de 0,7 mL min' usando um Ace 5 C18 (Tecnologias
Avangadas de Cromatografia, Aberdeen, Reino Unido) coluna (4,6 mm x 250 mm,
tamanho de particula de 5 ym) a 25 °C.

A deteccgao foi ajustada para 225 nm, e a integragao e calibragéo do pico foram
realizadas entre 225 e 300 nm. O gradiente cromatografico foi estabelecido para
uma mistura de solventes (A) 100% acetonitrila e (B) 50% acetonitrila, como segue:
0-2 min 40% A + 60% B; 2—4 min 60% A + 40% B; 4-8 min 65% A + 35% B; 8-12
min 85% A + 15% B; 12—15 min 95% A + 5% B; 15-21 min 85% A + 15% B; 21-22
min 75% A + 25% B; 22-25 min 40% A + 60% B. A identificacdo e quantificacdo de
5-hidroxitriptofano, triptamina, putrescina, histamina, serotonina, tiramina,
espermidina e espermina foram baseados em seus tempos de retencdo, em
comparacao com os padroes de cada composto. Os resultados foram expressos
como ug g de peso seco (DIAMANTE et al., 2019).

2.5. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e sua homogeneidade
testada pelo teste de Bartlett. Os resultados que apresentaram significancia foram
comparados pelos testes de Tukey e Scott Knott ao nivel de 5% de significancia. As
analises estatisticas foram processadas pelo programa Assistat, versédo 7.6 Beta
(SILVA & AZEVEDO, 2016).

3. Resultados

Nos resultados biométricos de massa fresca de folhas, massa seca de folhas,
massa fresca do pseudocaule e massa seca do pseudocaule ndo houve diferenca
na interacdo dos fatores, apenas para tratamentos. Na massa fresca de folhas
houve um aumento de 7,76% em AQ25 em relacdo a testemunha, para massa seca
de folhas AQ25 teve um incremento de 32,86% sobre a testemunha. Na massa
fresca de pseudocaule AQ15 e AQ25 apresentaram 25,06% e 41,91% de aumento
sobre a testemunha e na massa seca de pseudocaule houve incremento de 37,14 %
em AQ25 sobre a testemunha.

Quando se avaliou massa fresca e seca de bulbos houve interagao tripla (cultivar

x tratamento x frequéncia). Para massa fresca de bulbos na cultivar Alvara o
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tratamento AQ25 quinzenal apresentou um aumento de 77,75% sobre a testemunha,
na cultivar Perfecta, houve incremento em AQ15 e AQ25 quinzenal de 97 e 118%
sobre a testemunha. Para massa seca de bulbos ndo houve diferenga na cultivar
Alvara e na cultivar Perfecta destaque para o tratamento quinzenal de AQ15 e

AQ25, com incremento de 104% e 119% sobre a testemunha respectivamente (Fig
1).

(a) Massa fresca de folhas (g) (b) Massa seca de folhas (g) (¢) Massa fresca do pseudocaule (c)
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Fig 1. Massa fresca de folhas (a), massa seca de folhas (b), massa fresca do
pseudocaule (c), massa seca do pseudocaule (d), massa fresca de bulbos (e) e
massa fresca de bulbos (f) de cebola cultivadas organicamente (cultivares Alvara e
Perfecta) submetidas a aplicagdes foliares na dose de 1 mL.L"" de suspensdes da
biomassa da microalga A. quadricellulare com diferentes concentragdes. Cultivares
de cebola (cinza claro: Alvard; cinza escuro: Perfecta). Tratamentos: 0 mL.L™"
(control); 0,15 mL.L"" (AQ 15) e 0,25 mL.L" (AQ 25); (1): 7 dias; (2): 15 dias. Letras
minusculas: cultivar; letras maiusculas: tratamentos; letras em negrito e itélico:
frequéncias. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p <0,05) conforme o teste de Tukey (n=4).
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Para a variavel comprimento de pseudocaule houve interagao tripla, sem
diferenca entre tratamentos na cultivar Alvara e na cultivar Perfecta destaque para
AQ25 quinzenal, com incremento de 29% sobre a testemunha. Quando avaliou-se
diametro de pseudocaule houve interagdo cultivar x tratamento, para a cultivar
Alvara nao houve diferenca entre tratamentos e em Perfecta houve incremento de
26 e 33,76% nos tratamentos AQ15 e AQ 25 em relagdo a testemunha. No volume
de pseudocaule houve somente diferenga entre tratamentos, com incremento de
23,31 e 43% em AQ15 e AQ25 sobre a testemunha respectivamente. Para didmetro
de bulbos houve interacdo tripla sem diferenca para a cultivar Alvara e com
destaque para AQ15 e AQ25 quinzenal na cultivar Perfecta, que apresentaram um

incremento de 43,91 e 46% sobre a testemunha respectivamente (Fig 2).
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Fig 2. Comprimento do pseudocaule (a), diametro do pseudocaule (b), volume do
pseudocaule (c) e diametro de bulbos (d) de cebola cultivadas organicamente
(cultivares Alvara e Perfecta) submetidas a aplicagbes foliares na dose de 1 mL.L™"
de suspensdes da biomassa da microalga A. quadricellulare com diferentes
concentracdes. Cultivares de cebola (cinza claro: Alvara; cinza escuro: Perfecta).
Tratamentos: 0 mL.L™ (control); 0,15 mL.L-* (AQ 15) e 0,25 mL.L-" (AQ 25); (1): 7
dias; (2): 15 dias. Letras minusculas: cultivar; letras maiusculas: tratamentos; letras
em negrito e italico: frequéncias. Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna
ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,05) conforme o teste de Tukey (n=4).
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Na variavel numero de folhas houve diferengca apenas entre tratamentos, onde
AQ15 e AQ25 apresentaram incremento de 8,54 e 13,83% em relacédo a
testemunha. Para comprimento de folhas houve interagdo entre tratamento x
frequéncia com destaque para AQ25 nas duas frequéncias, tendo um incremento de
10,35% semanalmente e de 10,78% quinzenalmente sobre a testemunha. Quanto a
area foliar houve diferengca apenas entre tratamentos, com um aumento de 19,75 e
25,9% em AQ15 e AQ25 sobre a testemunha (Fig 3).
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Fig 3. Numero de folhas (a), Comprimento de folhas (b) e area foliar (c) de cebola
cultivadas organicamente (cultivares Alvara e Perfecta) submetidas a aplicacdes
foliares na dose de 1 mL.L"" de suspensdes da biomassa da microalga A.
quadricellulare com diferentes concentragdes. Frequéncias (cinza claro: semanal;
cinza escuro: quinzenal). Tratamentos: 0 mL.L" (control); 0,15 mL.L"" (AQ 15) e 0,25
mL.L"" (AQ 25). Letras minUscula: tratamentos; letras mailsculas: frequéncias.
Médias seguidas da mesma letra nédo diferem estatisticamente entre si (p <0,05)
conforme o teste de Tukey (n=4).

Na avaliacdo de agucares totais nas folhas houve diferenga somente para
tratamentos, com aumento em AQ15 sobre a testemunha de 13,36%. Nos acucares
redutores ndao houve diferenga entre os tratamentos na cultivar Alvara, em Perfecta
AQ15 semanal teve melhor resultado, com aumento de mais de 200% em relacao a
testemunha. Quanto aos L-aminoacidos livres totais nas folhas houve somente
diferencga entre tratamentos, onde AQ15 apresentou um incremento de 37% sobre a
testemunha e AQ25 um aumento de 21% em relagdo a testemunha. Nos L-
aminoacidos livres totais nos bulbos houve interagdo cultivar x tratamento. Na
cultivar Alvara houve um incremento de 26% em AQ15 em relagdo a testemunha.
Em Perfecta houve um aumento de 43% no tratamento AQ25 sobre a testemunha.
Quanto a atividade da enzima nitrato redutase houve apenas diferenga entre
tratamentos, com um aumento de 23,79 e 18,61% na atividade enzimatica em AQ15

e AQ25 quando comparadas com a testemunha (Fig 4).
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Fig 4. Acucares totais nas folhas (a), Agucares redutores nas folhas (b), L-
aminoacidos nas folhas (c), L-aminoacidos nos bulbos (d) e atividade da enzima
nitrato redutase (e) de cebola cultivadas organicamente (cultivares Alvara e
Perfecta) submetidas a aplicagdes foliares na dose de 1 mL.L" de suspensdes da
biomassa da microalga A. quadricellulare com diferentes concentragdes. Cultivares
de cebola (cinza claro: Alvara; cinza escuro: Perfecta). Tratamentos: 0 mL.L"
(control); 0,15 mL.L"" (AQ 15) e 0,25 mL.L"" (AQ 25); (1): 7 dias; (2): 15 dias. Letras
minusculas: cultivar; letras maiusculas: tratamentos; letras em negrito e italico:
frequéncias. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p <0,05) conforme o teste de Tukey (n=4).

Quanto a produtividade de bulbos ndo houve interagéo entre os fatores, apenas
diferenca entre tratamentos, com um incremento de 19 % em AQ15 e 14% em AQ25

sobre a testemunha (Fig 5).

Produtividade (ton ha'l)

501
a

40- b 1 4
+

304

204

104

Control AQ 15 AQ 25

Fig 5. Produtividade média de cebola cultivadas organicamente (cultivares Alvara e
Perfecta) submetidas a aplicagbes foliares na dose de 1 mL.L"" de suspensdes da
biomassa da microalga A. quadricellulare com diferentes concentracbes. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,05) conforme o
teste de Scott Knott (n=4).
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Na avaliagao das analises realizadas por HPLC para triptamina nas folhas houve
interacdo entre tratamentos x cultivares, onde para a cultivar Alvara houve um
aumento dessa substéncia de 40,1% em AQ25 quando comparada com a
testemunha, em Perfecta, AQ15 e testemunha ndo diferiram entre si. Quanto a
quantidade de putrescina nas folhas ocorreu interacédo tratamentos x cultivares, em
Alvara AQ15 e testemunha nao diferiram entre si e em Perfecta AQ15 apresentou
um incremento de 23,46% sobre a testemunha (Fig 6).

Para espermidina nas folhas houve diferenga apenas entre tratamentos, onde
AQ15 e testemunha nao apresentaram diferengas entre si. Quando se avaliou a
quantidade de espermina nas folhas houve interagao tripla, na cultivar Alvara AQ25
semanal se destacou com um incremento de 37,67% quando comparada com a
testemunha e na cultivar Perfecta AQ15 semanal teve um aumento de 48,57% sobre

a testemunha (Fig 6.)
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Fig 6. Triptamina(a), putrescina (b), espermidina (c) e espermina (d) nas folhas de
cebola cultivadas organicamente (cultivares Alvara e Perfecta) submetidas a
aplicagbes foliares na dose de 1 mL.L"" de suspensdes da biomassa da microalga A.
quadricellulare com diferentes concentragcdes. Cultivares de cebola (cinza claro:
Alvard; cinza escuro: Perfecta). Tratamentos: 0 mL.L™" (control); 0,15 mL.L"" (AQ 15)
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e 0,25 mL.L" (AQ 25); (1): 7 dias; (2): 15 dias. Letras minusculas: cultivar; letras
maiusculas: tratamentos; letras em negrito e italico: frequéncias. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,05) conforme o teste de
Tukey (n=4).

Quando se analisou as amostras de bulbos por HPLC, aquelas que
apresentaram diferenga significativa tiveram interacgéo tripla. Para 5-hidroxitriptofano
nos bulbos na cultivar Alvara houve destaque para AQ15 quinzenal, com um
incremento de 24,68% sobre a testemunha, na cultivar Perfecta AQ15 quinzenal e
AQ25 semanal apresentaram 36,9 e 28,51% acima da testemunha (Fig 7).

Quanto a quantidade de triptamina nos bulbos, na cultivar Alvara AQ25 quinzenal
apresentou incremento de 5,74% sobre a testemunha e em Perfecta AQ15 quinzenal
apresentou aumento de 38,78% quando comparada com a testemunha. Na
quantidade de putrescina nos bulbos para a cultivar Alvara AQ15 semanal e
quinzenal ndo apresentaram diferenga quando comparadas com a testemunha, em
Perfecta AQ15 quinzenal teve um incremento de 15,53% acima das testemunha (Fig

7).
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Fig 7. 5-hidroxitriptofano (a), triptamina (b) e putrescina (c) nos bulbos de cebola
cultivadas organicamente (cultivares Alvara e Perfecta) submetidas a aplicagoes
foliares na dose de 1 mL.L"' de suspensdes da biomassa da microalga A.
quadricellulare com diferentes concentragcdes. Cultivares de cebola (cinza claro:
Alvard; cinza escuro: Perfecta). Tratamentos: 0 mL.L™" (control); 0,15 mL.L-" (AQ 15)
e 0,25 mL.L" (AQ 25); (1): 7 dias; (2): 15 dias. Letras minusculas: cultivar; letras
maiusculas: tratamentos; letras em negrito e italico: frequéncias. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,05) conforme o teste de
Tukey (n=4).

Nos teores de histamina nos bulbos para a cultivar Alvara houve aumento de
12,5% em AQ15 semanal em relagdo a testemunha, na cultivar Perfecta houve

aumento nos tratamentos AQ15 e AQ25 quinzenal de 34,81 e 36,92%
respectivamente. Quanto ao nivel de serotonina nos bulbos houve destaque para o
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tratamento AQ15 quinzenal em ambas as cultivares, com incremento de 64,11% em
Alvara e de 67,49% em Perfecta sobre a testemunha (Fig.8).

Nos teores de tiramina para a cultivar Alvara ndo houve diferenga entre AQ15
semanal e a testemunha, para Perfecta AQ25 semanal apresentou um incremento
de 24,67% quando comparado com a testemunha. Quanto a espermina, houve
maior teor na cultivar Alvara em AQ15 semanal e quinzenal, com incremento de
148,68 e 127,73% sobre a testemunha e em Perfecta destaque para AQ15 semanal

e quinzenal, bem como AQ25 semanal, com aumento de 37,6; 167,12 e 27,55%
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respectivamente em relacdo a testemunha (Fig.8).

Fig 8. Histamina (a), serotonina (b), tiramina (c) e espermina (d) nos bulbos de
cebola cultivadas organicamente (cultivares Alvara e Perfecta) submetidas a
aplicagoes foliares na dose de 1 mL.L"" de suspensdes da biomassa da microalga A.
quadricellulare com diferentes concentracdes. Cultivares de cebola (cinza claro:
Alvard; cinza escuro: Perfecta). Tratamentos: 0 mL.L™" (control); 0,15 mL.L-" (AQ 15)
e 0,25 mL.L" (AQ 25); (1): 7 dias; (2): 15 dias. Letras minusculas: cultivar; letras
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maiusculas: tratamentos; letras em negrito e italico: frequéncias. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,05) conforme o teste de
Tukey (n=4).

4. Discussao

As respostas de crescimento da planta de cebola até a bulbificacdo sdo muito
importantes e podem impactar diretamente a producédo dessa cultura (BETTONI et
al., 2016). As variaveis biométricas avaliadas antes da bulbificacdo demonstraram a
acao dos tratamentos com AQ no crescimento das plantas, com destaque para o
crescimento de folhas, bulbos e pseudocaules (Fig. 1, 2 e 3). Cordeiro et al. (2022 a)
avaliaram o crescimento inicial de plantas de cebola com uso de A. quadricellulare e
verificaram também aumentos em massa fresca de folhas, comprimento e diametro
de pseudocaule.

Conforme Zhang et al. (2016) em torno de 80% da massa seca dos bulbos de
cebola s&do compostos principalmente por agucares redutores glicose e frutose e os
nao redutores sacarose e frutooligossacarideos. Esses compostos sdo os principais
saldo da fotossintese, sendo seu transporte da fonte para o dreno muito importante
para o crescimento plantas, sendo transportados via floema e se acumulando nos
drenos, ocasionando maior incremento de massa, tamanho e rendimento.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que os tratamento
AQ15 e AQ25 promoveram um aumento nos teores de agucares totais e redutores
nas folhas (Fig 4. a e b). Esses agucares presentes nas folhas foram translocados
para o dreno (bulbos) e consequentemente promoveram um maior rendimento (Fig.
5).

O uso de microalgas tem sido eficiente no aumento produtivo de plantas. Mégor
et al. (2018) usaram biomassa de Arthrospyra platensis em beterraba, e tiveram um
aumento do calibre e da massa de hipocdtilos, assim como Gemin et al. (2019) com
uso de microalga associada a acido humico obteve incremento em bulbos de cebola.
O uso da microalga Asterarcys quadricellulare também aumentou o calibre, massa e
bulbos de cebola (CORDEIRO et al., 2022 a). Esse resultado foi observado também
no presente trabalho, com maior produtividade em bulbos de cebola tratatos com A.
quadricellulare (Fig. 5).

As plantas com uso da microalga apresentaram maiores teores de aminoacidos
nas folhas com os tratamentos AQ15 e AQ25. Nos bulbos, a cultivar Alvara teve

maiores teores no tratamento AQ15 e em Perfecta AQ25 se destacou em relagao



82

aos demais (Fig 4. ¢ e d).O uso de biofertilizantes pode melhorar o conteudo de
aminoacidos e proteinas soluveis em plantas e como resultado contribuir para a
melhor assimilagdo de nitrogénio, bem como estimular o metabolismo dos
aminoacidos (NARDI et al., 2016), como observado nesse estudo.

Os aminoacidos formam proteinas e sdo precursores de moléculas com fungdes
bioldgicas essenciais para as plantas, como horménios, nucleotideos e polimeros da
parede celular. Atuam também no transporte de nutrientes na planta. Essas
substancias agem no metabolismo primario e secundario das plantas, levando a
sintese de diversos compostos que influenciam na produgédo, assim como a
tolerancia da planta a estresses abioticos (PRATELLI & PILOT, 2014; HILDERANDT
et al., 2015).

Os resultados obtidos com uso de AQ, em relagcdo ao seu conteudo de L-
aminodacidos livres, indicam que essa microalga pode sinalizar para a cadeia de
assimilacdo de aminoacidos, assim como promover um maior acumulo de
aminoacidos das plantas, contribuindo assim para o seu crescimento, assimilagao de
nutrientes e consequentemente maior produgao.

A assimilacdo de nitrogénio nas plantas de cebola foi avaliado por meio da
atividade da enzima nitrato redutase, que aumentou nos tratamentos com AQ (Fig 4.
e) Esses resultados foram verificados também para batata com uso de AQ 25
(CORDEIRO et al., 2022 b).

No metabolismo do nitrogénio, o nitrato NOs™ é reduzido a nitrito NO2" pela agéo
da enzima nitrato redutase (PRATELLI & PILOT, 2014), posteriormente é reduzido a
NH4* e finalmente em nitrogénio amida da glutamina (TAIZ & ZEIGER, 2017). Dessa
forma, o aumento da sintese da enzima nitrato redutase pode contribuir para o
processo de assimilagao de nitrogénio.

Os resultados obtidos antes da bulbificagdo, assim como as respostas
bioquimicas de aumento de agucares, aminoacidos, bem como da enzima nitrato
redutase justificam o rendimento final da cultura, onde os tratamentos AQ15 e AQ25
tiveram um aumento de produtividade de 19 e 14% respectivamente quando
comparados com o controle (Fig 5).

Buscando promover uma agricultura mais sustentavel, o estudo com uso de
microalgas tem interesse na identificacdo das substancias que sdo sintetizadas por
esses organismos (SINGH et al., 2016), como poliaminas (INCHAROENSAKDI et al.,
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2010; MOGOR et al., 2017) e aminoacidos (MOGOR et al., 2018), capazes de
promover o crescimento das plantas.

As poliaminas (PAs) sdo aminas alifaticas, das quais a biossintese ocorre através
da descarboxilagdo dos aminoacidos L-arginina e L-ornitina, estando as PAs
presentes em todas as células vegetais e seus niveis mudam conforme o
desenvolvimento da planta ocorre (VERA-SIRERA et al., 2010).

A putrescina € catalisada em espermidina e espermina pelas enzimas
espermidina sintase e espermina sintase, e sua atividade e distribuicdo sao
reguladas conforme o tipo de tecido e estagio de desenvolvimento da planta
(FAZILATI & FORGHANI, 2015). Desta forma, as PAs participam de varios
processos metabdlicos, como multiplicacdo e diferenciacdo celular nas plantas
(SRIVASTAVA et al., 2013).

A espermina e espermidina estdo associadas ao desenvolvimento e a promogao
de crescimento das plantas, enquanto a putrescina relaciona-se a senescéncia
vegetal (XIE et al., 2014; ANWAR et al., 2015; AHMED et al., 2017). Quando se
avaliou o conteudo de espermina nas folhas verificou-se um aumento significativo
dessa PA nos tratamentos com AQ nas duas cultivares de cebola (Fig. 6.f), nos
bulbos isso ocorreu para espermidina (Fig. 8.d), podendo essa resposta ter
contribuido para o crescimento das plantas e consequentemente para um maior
desempenho produtivo.

Mudangas nas respostas de PAs com uso de microalgas estimulando o
crescimento de plantas com aumentos de espermidina e espermina, sendo
relacionados as PAs e ao aumento no conteudo de aminoacidos livres na biomassa
de microalgas também foram relatados em plantas de alface, com uso de Arthrospira
platensis (MOGOR et al., 2017) e cana-de-acucar com uso de Asterarcys
quadricellulare (MOGOR et al., 2022).

O triptofano € um aminoacido aromatico derivado do corismato pela rota do acido
chiquimico, sendo precursor das auxinas. Esse aminoacido é convertido em 5-
hidroxitriptofano por meio da triptofano hidroxilase, que da origem a serotonina (5-
hidroxitriptamina) e a triptamina (ERLAND & SAXENA, 2019). Essas aminas
compartilham papéis com a auxina no crescimento e desenvolvimento das plantas
(PELAGIO-FLORES et al., 2011; ARNAO & HERNANDEZ-RUIZ, 2018). Os
resultados de 5-hidroxitriptofano em folhas (fig 7. a), triptamina em folhas e bulbos

(Fig 6. a; Fig 7. b) e serotonina em bulbos (Fig 8. b) foram aumentados com AQ,
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podendo indicar que o crescimento de plantas de cebola podem estar relacionados
também ao efeito auxinico.

Assim como em trabalhos anteriores usando microalgas, o efeito no crescimento
de plantas com uso de L-aminoacidos livres na biomassa (MOGOR et al., 2018;
CORDEIRO et al., 2022 a; CORDEIRO et al., 2022 b; MOGOR et al., 2022) ratificam
que o teor de L-aminoacido livre de AQ (90,94 mg g') pode ser um composto
bioativo que desencadeia o metabolismo das PAs e consequentemente o
crescimento e producdo de plantas de cebola, como constatado no presente

trabalho.

5. Conclusao

O uso de A. quadricellulare (CCAP 294/1) promoveu o crescimento de planta e
ganho de produtividade em cebola, com mudangas bioquimicas nos teores de
aminodacidos, agucares e na atividade da enzima nitrato redutase, assim como
melhora no conteudo de espermina em folhas, espermidina em bulbos, triptamina
em folhas e bulbos, 5-hidroxotriptofano em bulbos e serotonina em bulbos, podendo

seu efeito estar relacionado ao metabolismo das PAs e das auxinas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Existem diversas pesquisas demonstrando que o0 uso de microalgas na
agricultura como um produto biofertilizante, se tornou uma alternativa sustentavel,
proporcionando o agricultor ganhos na produtividade. Porém, o uso da microalga
Asterarcys quadricellulare na agricultura € recente, com os primeiros trabalhos
publicados nessa area em 2022. O que se sabia sobre essa microalga era a sua
caracterizagdo, bem como seu alto conteudo proteico e de carboidratos e algumas
técnicas de cultivo. Outras respostas descobertas sobre AQ foram que pode ser
destinada para a alimentagdo humana, como fonte de biomassa para
biocombustiveis, devido a sua composicéo lipidica e de aminoacidos.

Por meio deste trabalho, verificou-se que a biomassa de A. quadricellulare pode
atuar no crescimento e producao de plantas de batata e cebola, desde o seu estagio
inicial, até em respostas bioquimicas em seu metabolismo, assim como em
respostas metaboldmicas quando usada como biofertilizante com aplicagcbes
foliares. Assim, essa microalga se torna uma alternativa de uso para uma agricultura
mais sustentavel e ecologicamente correta, melhorando também o desempenho
produtivo.

Devido as baixas concentragdes utilizadas no presente trabalho, a aplicacdo da
biomassa dessa microalga deve ser compreendida como uma maneira de fornecer
moléculas bioativas as plantas. Essas moléculas podem desencadear sinalizagdes
que alteram o metabolismo vegetal. Isso pode ser explicado em AQ pela presenga
do acido glutamico e arginina, que sdo os aminoacidos de maior porcentagem em
sua composicao. Esses aminoacidos estdo ligados a diversas atividades no
metabolismo vegetal, tais como assimilagdo de nitrogénio — que pudemos verificar
que foi melhorada por meio da atividade da enzima nitrato redutase nas plantas de
batata e cebola; crescimento vegetal e ser precursor da sintese de poliaminas, que
estd relacionado a processos bioldgicos importantes de crescimento e
desenvolvimento das plantas e que também foram verificados nos tratamentos com
AQ nas culturas avaliadas.

Essas respostas encontradas sobre AQ mostraram que essa microalga
proporcionou melhora nos teores de agucares, aminoacidos, pigmentos, poliaminas,

bem como substancias que promovem respostas auxinicas na planta. Essa
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biomassa pode ser considerada uma fonte natural, podendo ser utizada em novos
trabalhos de cunho agronémico.

Essa pesquisa ajudou a esclarecer o potencial da biomassa da microalga
Asterarcys no ambito agrondmico. Porém, abriu-se uma infinidade de novas
possibilidades de estudos com AQ, como detalhes em sua composi¢ao,
desempenho genético — com identificagdo de genes que desencadeiam a
sinalizagdo de AQ no metabolismo vegetal; o entendimento das rotas metabdlicas
desencadeadas nas plantas por AQ, o estudo em outras culturas, com outras
concentragbes e formas de aplicagdo entre outras possibilidades que podem ser

estudadas.
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