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RESUMO

O uso de biofertilizantes a base de algas e microalgas nas plantas pode contribuir
com o aumento da produtividade de -culturas agronébmicas. Em funcédo da
composicao destes organismos, tais como aminoacidos, proteinas, carboidratos e
fitohormdénios, quando aplicados em plantas, podem promover o crescimento e o
desenvolvimento vegetal. Sendo assim, com o intuito de identificar o potencial da
aplicagao da alga calcaria Lithothamnium sp. micronizada (Lm) isolada e associada
a cianobactéria Arthrospira platensis (Spirulina plantensis) (Ap) no cultivo organico
de batata (Solanum tuberosum) (BRS Clara) e de duas cultivares de cebola (Allium
cepa) (Alvara® e Perfecta®), foram instalados experimentos na area de Olericultura
Organica da Universidade Federal do Parana (UFPR). A biomassa de Lm
(micronizada) e a biomassa de Ap (liofilizada) foram utilizadas nas seguintes
concentragdes: Lm (1,5 g L"de Lm); LAp7 (1,5gL"'de Lm + 0,75 g L"de Ap); LAp2
(1,5gL"de Lm + 15 g L"'de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap) e um controle, com
aplicacao de agua. Essa pesquisa foi dividida em dois capitulos. No primeiro
capitulo, para identificar a bioatividade de Lm e de Ap, foram realizados trés
bioensaios: expansao de hipocdtilo de tomate (Solanum lycopersicum), aumento das
raizes nos cotilédones de pepino (Cucumis sativus) e enraizamento de feijao-mungo
(Vigna radiata); também foi instalado experimento no campo para determinar os
efeitos nas variaveis biométricas, bioquimicas e na produtividade de plantas de
batata submetidas a aplicagdes via foliar. No segundo capitulo avaliou-se o efeito da
aplicacao via foliar de Lm e Ap no cultivo de cebola, verificando sua atuagao na
produtividade de duas cultivares, por meio de trés experimentos: (i) aplicacbes
foliares em plantas de cebola cultivadas em vasos em casa de vegetacéo; (ii)
aplicagdes foliares em cebola cultivada em campo (primeiro ano) e (iii) aplicagdes
foliares em cebola cultivada em campo (segundo ano) com duas frequéncias de
aplicacdo (semanal e quinzenal). Como resultados, no capitulo |, os bioensaios
mostraram bioatividade, com expansdo de hipocétilo de S. Ilycopersicum na
concentracdo de LAp2; aumento das raizes nos cotilédones de C. sativus tratados
com Ap;, e enraizamento de V. radiata na concentragdo de Lm. No campo foi
observado aumento de produtividade na batata e alteragcbes bioquimicas no
conteudo de clorofila e agucares. No capitulo Il, a aplicacdo via foliar em cebola
promoveu o crescimento das plantas e aumentos na produtividade de bulbos das
duas cultivares. As aplicagdes estimularam o metabolismo da planta pelo aumento
nos teores de acgucares, aminoacidos e atividade da enzima nitrato redutase nas
folnas e nos bulbos, especialmente a concentracdo Lap2, no primeiro ano. No
segundo cultivo de cebola (iii), Lap1 e Lap2 promoveram o crescimento das plantas
e incremento na produtividade, promovendo mudangas bioquimicas nos teores de
aminoacidos, agucares, e na atividade da enzima nitrato redutase. Essas alteracdes
podem estar relacionadas ao comportamento semelhante a auxina (em fung¢do do
acido humico de Lm) e ao comportamento semelhante a citocinina, caracteristico de
Ap. Este € o primeiro relato da associagdo de alga calcaria com cianobactéria,
entretanto estudos adicionais sdo necessarios para otimizagdo do uso associado
dessas duas espécies.

Palavras-chave: Solanum tuberosum. Allium cepa. Agricultura sustentavel.
Bioatividade.



ABSTRACT

The use of algae and microalgae-based biofertilizers on plants can contribute
to increasing the productivity of agronomic crops. Due to the composition of these
organisms, such as amino acids, proteins, carbohydrates and phytohormones, when
applied to plants, they can promote plant growth and development. Thus, in order to
identify the potential of the application of the calcareous algae Lithothamnium sp.
(Lm) isolated and associated with the cyanobacterium Arthrospira platensis (Spirulina
plantensis) (Ap) in the organic cultivation of potato (Solanum tuberosum) (BRS Clara)
and two onion (Allium cepa) cultivars (Alvara® and Perfecta®), experiments were
installed in the Organic Olericulture area of the Federal University of Parana (UFPR).
Lm biomass (micronized) and Ap biomass (freeze-dried) were used in the following
concentrations: Lm (1.5 g L' of Lm); LAp1 (1.5 gL of Lm + 0.75 g L' of Ap); LAp2
(1.5gL"of Lm+ 1.5 g L" of Ap) and Ap (1.5 g L' of Ap) and a control, with water
application. This research was divided into two chapters. In the first chapter, to
identify the bioactivity of Lm and Ap, three bioassays were performed: tomato
(Solanum lycopersicum) hypocotyl expansion, root growth in cucumber (Cucumis
sativus) cotyledons and mung bean (Vigna radiata) rooting; a field experiment was
also installed to determine the effects on biometric and biochemical variables and on
the productivity of potato plants submitted to foliar applications. In the second chapter
we evaluated the effect of foliar application of Lm and Ap in onion cultivation,
verifying its effect on the productivity of two cultivars, through three experiments: (i)
foliar applications to onion plants grown in pots in the greenhouse; (ii) foliar
applications to onion grown in the field (first year) and (iii) foliar applications to onion
grown in the field (second year) with two application frequencies (weekly and
biweekly). As results, in chapter |, bioassays showed bioactivity, with hypocotyl
expansion of S. lycopersicum at the LAp2 concentration; root increase in the
cotyledons of C. sativus treated with Ap; and rooting of V. radiata at the Lm
concentration. In the field, increased yields in potato and biochemical changes in
chlorophyll and sugar content were observed. In Chapter I, foliar application in onion
promoted plant growth and increases in bulb yield of both cultivars. The applications
stimulated plant metabolism by increasing sugars, amino acids and nitrate reductase
enzyme activity in leaves and bulbs, especially Lap2 concentration, in the first year.
In the second onion crop (iii), Lap1 and Lap2 promoted plant growth and yield
increment by promoting biochemical changes in the contents of amino acids, sugars,
and nitrate reductase enzyme activity. These changes may be related to auxin-like
behavior (as a function of the humic acid in Lm) and cytokinin-like behavior,
characteristic of Ap. This is the first report of the association of calcareous algae with
cyanobacteria, however further studies are needed for optimization of the associated
use of these two species.

Key-words: Solanum tuberosum. Allium cepa. Sustainable agriculture. Bioactivity.
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1 INTRODUGAO GERAL

A aplicacao de biofertilizantes a base de algas e microalgas pode contribuir
para o desenvolvimento da agricultura em fungdo da composigdo destes
organismos, tais como aminoacidos, proteinas, carboidratos e fitohorménios, que,
aplicados nas plantas, podem promover o crescimento e o desenvolvimento vegetal
(BRASIL, 2020).

Os extratos de algas marinhas demonstram ser importantes na promocao de
uma agricultura mais sustentavel (SINGH et al., 2016). Aplicacdo via foliar de
Lithotamnium sp. promoveu aumento no enraizamento, crescimento, rendimento e
qualidade dos frutos de tomate (AMATUSSI et al., 2020) e no teor de nutrientes em
bulbos de cebola (MOGOR et al., 2021). Esses resultados foram atribuidos a
presenca de acido humico na biomassa micronizada de Lithothamnium sp.

As substancias humicas (SH) com alto grau de polimerizagdo podem ter
comportamento similar aos fitohormonios (ZANDONADI et al., 2014) e apresentar
efeitos fisioldgicos nas plantas ao promover o crescimento vegetal através do maior
desenvolvimento da parte radicular (DAUR; BAKHASHWAIN, 2013). Recentemente,
0 uso de SH associada a microalgas mostrou efeito na promog¢édo do crescimento
das plantas, no aumento da produtividade (GEMIN et al., 2019), assim como na
qualidade pés-colheita de cebolas (GEMIN et al., 2022).

As microalgas tém sido estudadas em tomate (LARA et al., 2022), batata
(CORDEIRO et al., 2022), cebola (CORDEIRO et al., 2022), alface (MOGOR, et al.,
2017), beterraba (MOGOR et al., 2018) em fungdo dos compostos bioativos, como
proteinas, poliaminas, citocininas e L-aminoacidos livres presentes na biomassa. O
comportamento bioldgico avaliado por meio de bioensaios mostrou que a atividade
semelhante a citocinina, resultante da aplicagdo nas plantas, pode ser em fung¢ao do
metabolismo das poliaminas (MOGOR et al., 2022) e da presenca deste
fitohormdnio na biomassa da microalga (PLAZA et al., 2018).

Estudos com aplicagdes de macroalgas e microalgas nas culturas
agrondmicas podem contribuir para o desenvolvimento de novos insumos. O uso de
microalgas de microalgas com substancias humicas promoveu aumento no

crescimento vegetal e na produtividade (GEMIN et al., 2019). Entretanto ainda n&o
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havia sido relatada a aplicagdo de macroalga calcaria (reconhecida fonte de acido
hamico) e cianobactéria.

Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi investigar a bioatividade da
biomassa da alga calcaria Lithothamnium sp. micronizada (Lm) isolada e associada
a cianobactéria Arthrospira platensis (Spirulina plantensis) (Ap), utilizada no cultivo
organico de batata (Solanum tuberosum) (BRS Clara) e no cultivo de duas cultivares
de cebola (Allium cepa) (Alvard® e Perfecta®). Essa pesquisa foi dividida em dois
capitulos, apresentados a seguir:

No capitulo |, para identificar a bioatividade de Lm e da Ap, foram realizados
trés bioensaios com o objetivo de identificar o efeito do biofertilizante aplicado nas
plantas (BRASIL, 2020), utilizando biomassa das algas de forma isolada e
associada. Na sequéncia, foi instalado experimento no campo para determinar seus
efeitos nas variaveis biométricas, bioquimicas e na produtividade de batata.

No segundo capitulo, para verificar a atuagdo de Lm e da Ap no cultivo de
cebola, foram realizados trés experimentos: (i) aplicagbes foliares em plantas de
cebola cultivadas em vasos em casa de vegetacao; (ii) € no campo (primeiro ano);
(iif) no segundo ano, foi instalado um experimento no campo, adicionando o fator
frequéncias de aplicagdo (semanal e quinzenal). Foram avaliadas variaveis

biométricas, bioquimicas e a produtividade das plantas de cebola.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BIOFERTILIZANTES

Os biofertilizantes sdo uma classe de produtos regulamentados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e definidos como
“produto que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias
agrotéxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor
hormonal ou estimulante” (BRASIL, 2011).

Em alguns paises, os biofertilizantes sdo conhecidos como ‘biostimulant’,
entretanto no Brasil a legislagdo nao prevé a utilizagado do termo bioestimulante.

As pesquisas com biofertilizantes estdo em evidéncia, pois no ano de 2020 o
Governo Federal, por meio do MAPA, langou o Programa Nacional de Bioinsumos
(PNB). Esse programa tem como objetivo diminuir o uso e a importagcado de insumos
quimicos e promover o desenvolvimento sustentavel da agricultura (BRASIL 2020b).

O PNB é uma das cadeias emergentes do Plano Nacional de Fertilizantes
(GTI-PNF). O GTI-PNF foi criado visando fortalecer politicas de incremento da
competitividade da producdo e da distribuicdo de fertilizantes no Brasil de forma
sustentavel, priorizando uma maior oferta tecnoldgica de produtos e tecnologias e
aumento de produtividade (BRASIL, 2022).

O Decreto Federal n° 10.375, de 26 de maio de 2020, instituiu o Programa
Nacional de Bioinsumos e o Conselho Estratégico do Programa Nacional de
Bioinsumos (BRASIL 2020b). Entretanto, diferente de outrora, quando esses
programas eram direcionados a agricultura organica, a demanda pelo uso de
bioinsumos se estende as grandes areas de produgao, onde o uso de técnicas mais
sustentaveis e boas praticas podem refletir em reducdo de custos de produgao
associados a diminuicdo do uso de insumos quimicos por agricultores
convencionais, porém inovadores (VIDAL et al., 2021).

O PNB tem diversas areas de atuacdo (Fig. 1). Os biofertilizantes se
enquadram no eixo tematico de producédo vegetal (fertilidade do solo, nutricado de

plantas e estresses abioticos) (VIDAL et al., 2021).
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[ Programa Nacional de Bioinsumos ]

Produgdo Animal —[ Po6s-colheita e Processamento ]

[ Satide } [Alimentagﬁo ][ Producdo }[ Manejo de ] P&s-colheita de Processamento de
animal animal aquicola animais [ - ] produtos de produtos de origem
Producdo Vegetal T —— animal e vegetal

Controle de
pragase
doengas

Fertilidade do solo, Manejc? de
nutrigdo de plantas e especies
estresses abidticos vegetals

Figura 1 Representacdo esquematica dos eixos tematicos do Programa Nacional de Bioinsumos.
Fonte: VIDAL et al., 2021.

Os biofertilizantes podem ser uma solugdo para esse cenario. Seus
componentes, com substancias naturais, atuam no metabolismo das plantas
(BRASIL, 2020a), como por exemplo, no desenvolvimento do sistema radicular, no
crescimento vegetativo, no incremento da produtividade, e ainda contribuem para as
plantas superarem as condi¢gdes adversas para o seu desenvolvimento, estimulando
respostas aos estresses bidticos e abidticos (NARDI et al., 2016; STADINIK et al.,
2017; STIRK et al., 2014, 2013) ao estimularem respostas fisioldgicas quando
aplicados as plantas (MOGOR, 2017).

Para o registro de produtos biofertilizantes, entre outras exigéncias, junto ao
MAPA, ha a necessidade da comprovacao da bioatividade do produto por meio de
bioensaios, definidos como “trabalho de pesquisa que tem por objetivo comprovar a
bioatividade dos biofertilizantes” e a bioatividade como “efeito benéfico que o
produto biofertilizante apresenta sobre o todo ou partes das plantas cultivadas”
(BRASIL, 2020a).

Os bioensaios podem identificar a bioatividade, ou seja, o efeito benéfico que
um biofertilizante apresenta sobre o todo ou parte das plantas (BRASIL, 2020a),
avaliando variaveis biométricas e bioquimicas como resultado da acdo de
compostos biologicamente ativos. Preferencialmente, a condugdo de bioensaios
deve ser realizada em condi¢des controladas, como camaras de crescimento, ou em
ambientes protegidos, como casas de vegetagdo (MOGOR; AMATUSSI;
CORDEIRO, 2022).
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Os extratos de algas (HUSSEIN et al., 2021), os aminoacidos (MARQUES,
et al., 2022; RODER et al., 2018), as substancias humicas (GEMIN et al., 2019) e
alguns extratos vegetais (MALLET et al., 2014) sao alguns exemplos de
biofertilizantes. Eles tém um papel cada vez mais importante no aumento da
produtividade, da qualidade e da sustentabilidade da produgao agricola.

As algas s&o utilizadas na alimentacdo humana, na produgdo animal, na
industria de cosméticos e, em fungéo do seu potencial biotecnoldgico, na agricultura.
As macroalgas sao classificadas de acordo com sua pigmentagao, em trés grandes
grupos: Chlorophyta (verdes), Phaeophyta (marrons) e Rhodophyta (vermelhas)
(FREITAS et al., 2022).

As macroalgas verdes pertencentes ao género Ulva estdo sendo
amplamente estudadas (KHAN et al., 2009; HERNANDEZ-HERRERA et al., 2014), e
a sua agdo nas plantas associadas aos polissacarideos presentes na alga
(PAULERT et al., 2009; DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019). A macroalga
marrom Ascophyllum nodosum aumenta o crescimento vegetal, a produtividade
agricola, e atua como um elicitor (SHUKLA et al., 2019; CARVALHO et al., 2018),
como por exemplo, em plantas de tomate (HERNANDEZ-HERRERA et al., 2014; ALI
et al., 2016), no cultivo do feijoeiro (MOGOR et al., 2008), no cultivo da cenoura
(KASEKER et al., 2014).

Como exemplo de alga vermelha temos Lithothamnium sp. (Rhodophyta), que
tem sido utilizada tradicionalmente como corretivo da acidez do solo (MELO;
FURTINI NETO, 2003) e fonte dos nutrientes calcio e magnésio (MELO et al., 2008).
Entretanto, recentemente teve seu uso via foliar testado (AMATUSSI et al., 2020;
MOGOR et al., 2021), e os resultados mostraram que suas propriedades estdo além
do calcio e do magnésio, presentes na sua composicdo (MOGOR; AMATUSSI;
MOGOR, 2022).

2.1.1 Lithothamnium sp.

No Brasil, os depdsitos de algas calcificadas sdo encontrados do sul do Rio
de Janeiro até a Regido Amazénica, em uma extensdo de aproximadamente 4.000
km. A extragdo é feita por processos manuais e mecanicos, entdo ela é lavada,
desidratada e moida para utilizagdo como fertilizante (CAVALCANTI, 2011).
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Lithothamnium sp. tem na sua composi¢ao carbonato de calcio (32%) e
magnésio (2%), micronutrientes e uma fragéo organica (ESPER NETO et al., 2020;
MELO et al., 2008; DIAS, 2001). Em fungdo da calcificagdo da sua biomassa,
Lithothamnium sp. € comumente aplicado como calcario (COSTA et al, 2015;
EVANGELISTA et al., 2016; RODRIGUES NETO et al., 2021), no feijoeiro (MELO E
FURTINI NETO, 2003); com aumento da produtividade em pimentdo quando
aplicada via irrigagao por gotejamento (EVANGELISTA et al., 2016); em mudas de
maracujazeiro-amarelo (MENDONCA et al., 2006); maracujazeiro-doce (SOUZA et
al., 2007, 2009) e incremento na parte aérea de mudas de mamoeiro (HAFLE et al.,
2009).

Entretanto, a aplicagéo via foliar de Lithothamnium sp micronizado, promoveu o
aumento da produtividade de cebola atribuido a presenga de acido humico (AH) com
alto grau de polimerizacdo (MOGOR et al., 2021), apresentando significativo efeito
auxinico (AMATUSSI et al., 2020).

Amatussi et al. (2020), observaram que o processo de micronizagao
(particulas na escala dos micrébmetros) de Lithothamnium aumentou a area
especifica e a disponibilidade dos AH contidos na fragéo orgéanica da alga calcaria. A
aplicagao via foliar foi testada em plantas de tomate apds a identificagcdo de alta
bioatividade de Lithothamnium micronizado, em bioensaio com enraizamento da
planta modelo V. radiata.

Em trabalhos de campo, no cultivo de cebola, foram identificadas alteracdes
bioquimicas nas plantas em fungao de aplicagdes de Lithothamnium micronizado via
foliar, e observado incremento do teor de nutrientes nos bulbos (MOGOR et al.,
2021), tais efeitos se relacionam com o maior enraizamento promovido por
Lithothamnium, em fungao da presenca de acidos humicos.

Os AH, um dos componentes das substancias humicas (SH), derivam da
degradagdo dos residuos organicos no ambiente (CANELLAS et al., 2008). A
matéria organica com maior grau de humificacdo pode favorecer processos
fisioloégicos de forma similar aos fitohorménios (ZANDONADI et al., 2014) e exercer
efeitos fisioldgicos nas plantas ao promover o crescimento vegetal através do maior
desenvolvimento da parte radicular (DAUR; BAKHASHWAIN, 2013), pelo aumento
da agao das enzimas H*-ATPases (bombas de prétons) (CANELLAS et al., 2022).
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O efeito fisioldgico das SH nas plantas esta relacionado a efeitos similares ao
do horménio auxina (CANELLAS et al., 2020, 2015; ZANDONADI et al., 2014).
Aplicacéo de AH, obtido do mineral leonardita, associado a microalga, aumentou o
rendimento de plantas de cebola (GEMIN et al., 2019) e melhorou a qualidade pos
colheita de bulbos de cebolas (GEMIN et al., 2022).

2.1.2 Arthrospira platensis

As algas azuis, microalgas ou cianobactérias (reino Monera), sao
unicelulares, procariontes e autoétrofas. Arthrospira é um género de cianobactérias
da ordem Oscillatoriales, nativa da Africa, Asia e América do Sul. Seu uso mais
conhecido é como suplemento dietético (Spirulina). A Arthrospira platensis é
considerada uma microalga devido a presenga de clorofila, e em fungdo da sua
estrutura procarionte € uma bactéria (DERNER, 2006).

Dentre as inumeras utilizagdes das microalgas, na agricultura, a cianobactéria
Arthrospira (Spirulina) platensis € reconhecida pelo alto teor de proteinas na sua
composicado (CELEKLI et al., 2021; ISHAQ et al., 2016) e polissacarideos (RACHIDI
et al., 2020). Os hidrolisados enzimaticos de A. platensis contém poliaminas, podem
estimular a multiplicagéo celular e o crescimento vegetal (MOGOR et al., 2017) e
aumentar a absor¢ao de nutrientes (PLAZA et al., 2018a). Além disso, podem ser
utilizadas especialmente na biofortificacdo dos alimentos, resultando em plantas
mais nutritivas (BILLARD et al., 2014; GODLEWSKA et al., 2019).

A. platensis tem sido estudada quanto ao seu efeito promotor do
crescimento vegetal, sendo atribuido a presenca de compostos bioativos como
proteinas, poliaminas, citocininas (MOGOR et al., 2017) e L-aminoacidos livres
(MOGOR et al., 2018).

Experimentos com A. platensis foram conduzidos em diversas culturas,
como beterraba (MOGOR et al., 2018), alface (MOGOR et al., 2017), espinafre
vermelho (Amaranthus dubius) (MALA et al., 2017), Petunia x hybrida (PLAZA et al.,
2018), rabanete (GODLEWSKA et al., 2019). A bioatividade avaliada por meio de
bioensaios mostrou que a atividade semelhante a citocinina pode ser em fung¢ao do
metabolismo das poliaminas (MOGOR et al., 2017) e da presenca deste

fitohormdnio na biomassa da microalga (Trans-zeatin e Isopentenyl adenine, 191,37
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e 2560,73 ng g, respectivamente), contribuindo com o acumulo de biomassa nas
plantas tratadas (PLAZA et al., 2018).

2.2 CULTURA DA BATATA

Originaria da América do Sul, a batata (Solanum tuberosum) &€ uma espécie
olericola de grande importancia no Brasil, sendo cultivada em todo o mundo. Seu
centro de origem se estende do Peru a Bolivia, sendo essa espécie de batateira que
mais produz tubérculos, considerada uma importante fonte alimentar,
caracterizando-se como uma cultura de importancia econdémica expressiva
(FILGUEIRA, 2008).

No ano de 2021, o maior produtor foi o estado de Minas Gerais, com
rendimento médio de 33,1 toneladas (t) por hectare (ha). No Parana a maior
producéo é da cidade de Guarapuava, com rendimento médio de 28,6 t ha™' (IBGE,
2022a). Além da sua importancia econémica, € uma olericola que esta inserida na
alimentagao brasileira e tem importancia relevante na seguranga alimentar. Sua
composicéo é de 2,04% de proteinas, 16,5% de carboidratos totais, 80,5% de agua,
além de outros nutrientes (TBCA, 2022).

Essa cultura € uma solanacea anual, dicotiledénea de ciclo curto com caules
aereos e herbaceos, suas raizes tém origem na base desses caules ou hastes. Suas
folhas possuem foliolos arredondados com flores hermafroditas reunidas em
inflorescéncias no topo da planta (FILGUEIRA, 2008).

A cultivar ‘BRS Clara’ possui habito de crescimento semiereto, porte médio,
folhas moderadamente abertas e maturidade média de 100 a 105 dias. Tem baixa
frequéncia de inflorescéncia, com coloragao branca. Os tubérculos possuem formato
oval alongado, pelicula amarela e lisa, com moderada resisténcia ao
esverdeamento, e resistente a requeima (Phytophthora infestans), com producao
média de 7,23 t ha' na primavera (PEREIRA et al., 2013). Virmond et al. (2014)

encontraram valores de 3,2 °BRIX para cultivar BRS Clara.
2.3 CULTURA DA CEBOLA

Originaria do continente asiatico, a cebola (Allium cepa) € uma espécie
olericola de grande importancia no Brasil. Trata-se de um condimento cosmopolita
bastante utilizado na culinaria brasileira (FILGUEIRA, 2008).
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No ano de 2021, o maior produtor foi o estado de Santa Catarina, com
rendimento médio por hectare (ha) de 33,4 toneladas (t). No Parana a maior
produgcido é da cidade de Contenda, com rendimento médio 25,9 t ha' (IBGE,
2022b).

Além da sua importancia econémica, a cebola € uma olericola que esta
inserida na alimentacao brasileira. Sua composigcao é de 1,76% de proteinas, 9,21%
de carboidratos totais, 88,4% de agua, além de outros nutrientes (TBCA, 2022).

Essa cultura pode atingir 60 cm de altura, apresentando folhas tubulares e
cerosas. Seu caule verdadeiro € um disco comprimido, na base da planta, de onde
saem as folhas e as raizes. As bainhas das folhas formam o pseudocaule, cuja parte
inferior € um bulbo (FILGUEIRA, 2008).

A cultivar Alvara (Bejo®) possui maturagdo precoce, alta produtividade e
crescimento vigoroso das folhas, tendo formato arredondado, coloragao intensa, boa
firmeza e cerosidade, conferindo-lhe grande versatilidade quanto a época de plantio.
A cultivar hibrida Perfecta (Topseed®) apresenta alto potencial produtivo, boa
tolerancia a doengas e excelente qualidade de bulbos, com folhas vigorosas, boa
cerosidade e coloracdo verde escuro. Seus bulbos sdao uniformes, com adequada
formacédo de escamas. Essa cultivar € um hibrido de dia curto, com boa tolerancia
ao pendoamento precoce e alto potencial produtivo.

Estudos com cebolas e tomates sujeitos a aplicagcdo de substancias
hamicas, mostraram ganhos de produtividade, com maiores acumulos de
aminoacidos, agucares e vitamina C (BETTONI et al., 2016; HUSSEIN et al., 2015)

Além disso, acidos humicos e extratos de algas aplicados em plantas podem
ser considerados uma técnica de biofortificacdo, pois tém potencial para aumentar o
teor de nutrientes (MOGOR et al., 2021) e alterar positivamente a concentracdo de
agucares totais, aminoacidos, proteinas e compostos fendlicos (BILLARD, et al.,
2014; CONSELVAN, et al., 2017; DINESHKUMAR, et al., 2019).
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3 CAPITULO 1 - Lithothamnium sp. ISOLADO E ASSOCIADO A Arthrospira
platensis NA CULTURA DA BATATA

3.1 RESUMO

A busca por insumos agricolas de origem sustentavel estd em evidéncia,
especialmente na cultura da batata. A alga calcaria Lithothamnium sp. teve seu
efeito biofertilizante relacionado a presenca de acido humico e ao efeito auxinico
caracteristico das substancias humicas, enquanto na microalga Arthrospira
platensis, o crescimento vegetal foi atribuido a presenga de L-aminoacidos e
poliaminas na sua composi¢cdo. Dessa forma, neste trabalho, objetivou-se avaliar os
efeitos da aplicagéo via foliar de Lithothamnium micronizado de forma isolada e
também associado a A. platensis no cultivo de batata (Solanum tuberosum).
Inicialmente, para avaliar a bioatividade das algas foram realizados trés bioensaios:
(i) com hipocotilos de S. lycopersicum, (ii) com cotilédones de C. sativus, e (iii) de
crescimento radicular de V. radiata. Na sequéncia, foi realizado experimento em
campo com aplicagao via foliar em plantas de batata, em sistema organico. Os
bioensaios mostraram a bioatividade da alga calcaria, da microalga isolada, bem
como da sua associacdo. No campo essas moléculas bioativas associadas
aplicadas as plantas promoveram alteragcbes biométricas e bioquimicas,
incrementando a produtividade de plantas de batata, comprovando o potencial uso
biofertilizante de Lithothamnium micronizado associado a cianobactéria na cultura da
batata.

Palavras-chave: Bioatividade. Biofertilizante. Solanum tuberosum L. Cianobactéria.

3.2 INTRODUGAO

O desenvolvimento de insumos de base natural pode ser eficiente e contribuir
para o aumento da produtividade de culturas agricolas. A batata (Solanum
tuberosum) é o terceiro alimento mais consumido no mundo (FAO, 2020). Além da
relevancia na seguranga alimentar, as pesquisas relacionadas a cultura da batata
sao muito importantes, pois este € um cultivo bastante intensivo.

Nas ultimas décadas a producdo de batata aumentou significativamente, no
entanto, grande parte dessa produgédo agricola tem sido alcangada de forma nao
sustentavel por meio do intenso uso de agroquimicos (BOULOMYTIS; BRESAOLA
JUNIOR, 2013). Para minimizar este problema, o uso de bioinsumos sustentaveis e
renovaveis, como os biofertilizantes, pode estar entre as solugbes necessarias no
aumento da eficiéncia de uso dos nutrientes.

Os biofertilizantes sao produtos que contém substancias naturais e atuam no

metabolismo das plantas, como no desenvolvimento do sistema radicular, no
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crescimento vegetativo, no incremento da produtividade, e ainda contribuem para as
plantas superarem as condigdes adversas para o seu desenvolvimento (BULGARI et
al., 2019). Os extratos de algas, os aminoacidos, as substancias humicas e extratos
vegetais s&o alguns exemplos de biofertilizantes (BRASIL, 2020).

Os extratos de algas marinhas sao importantes na promogado de uma
agricultura mais sustentavel (SINGH et al., 2016) ao melhorar a eficiéncia do uso de
nutrientes pelas plantas, aumentando tanto sua tolerancia a estressores abidticos
como a qualidade da cultura. (ROUPHAEL E COLLA, 2018).

A aplicagéo via foliar de Lithotamnium sp mostrou efeitos positivos no
enraizamento, crescimento, rendimento e qualidade dos frutos de tomate
(AMATUSSI et al., 2020). Em cebolas, Mogor et al. (2021) observaram aumento no
crescimento das plantas, no teor de nutrientes e na produtividade. A bioatividade de
Lithothamnium micronizado foi avaliada nestes cultivos associando os efeitos da
aplicacao da alga a presencga de acido humico, caracterizada por ter comportamento
semelhante a auxina nas plantas.

Recentemente, o uso de substéncias humicas associada a microalgas
mostrou efeito na promocdo do crescimento das plantas, no aumento da
produtividade (GEMIN et al., 2019), assim como na qualidade pds-colheita de
cebolas (GEMIN et al., 2022).

As microalgas tém sido estudadas quanto ao seu efeito promotor do
crescimento vegetal. Esse efeito € atribuido a presenca de compostos bioativos
como proteinas, poliaminas, citocininas e L-aminoécidos livres (MOGOR et al., 2017;
MOGOR et al., 2018; MAZEPA et al., 2021). Experimentos com Arthrospira platensis
foram conduzidos em diversas culturas, como beterraba (MOGOR et al., 2018),
alface (MOGOR et al., 2017), espinafre vermelho (Amaranthus dubius) (MALA et al.,
2017), Petunia x hybrida (PLAZA et al., 2018) e rabanete (GODLEWSKA et al.,
2019). A bioatividade avaliada por meio de bioensaios mostrou que a atividade
semelhante a citocinina pode ser em funcdo do metabolismo das poliaminas
(MOGOR et al., 2017) e da presenca deste fitohorménio na biomassa da microalga
(PLAZA et al., 2018).

Entretanto, ainda nao foi descrito a associacdo dessas diferentes moléculas
no metabolismo das plantas de batata. Dessa forma, considerando a auséncia de

estudos associando diferentes mecanismos de acédo neste cultivo e a necessidade



28

de encontrar novas fontes biofertilizantes, foi estudado o efeito da alga calcaria
Lithothamnium sp. micronizada (Lm) isolada e associada a microalga Ap no

crescimento e na produtividade de batata.
3.3 MATERIAL E METODOS

Para determinar o efeito da aplicacdo via foliar de Lithothamnium sp.
micronizado (Lm) e Arthrospira platensis (Ap) foram realizados trés bioensaios para
avaliar a bioatividade das algas em tomate (S. lycopersicum), pepino (C. sativus) e
feijdo-mungo (V. radiata), e na sequéncia experimento no campo para avaliar a
produtividade de batata.

A amostra da alga calcaria Lithothamnium sp. foi micronizada (AMATUSSI et
al., 2020) e da cianobactéria Arthrospira platensis foi liofilizada (MOGOR et al.,
2017).

3.3.1 Bioensaios

Para identificar possiveis propriedades promotoras de crescimento de Lm e
Ap em plantas, foram realizados trés bioensaios: (i) bioensaio de expansdo de
hipocotilo de S. lycopersicum (ZHAO et al., 1992; STIRK et al., 2002), (ii) bioensaio
de cotilédones de C. sativus para efeito semelhante a citocinina (MOGOR et al.,
2017, ZHAO et al., 1992; STIRK et al., 2002), e (iii) bioensaio de emissao de raizes
com V. radiata (TRIPEPI E GEORGE, 1991), para efeito semelhante a auxina
(ZHAO et al, 1992). Os bioensaios foram realizados no Laboratério de
Biofertilizantes, na Fazenda Experimental Canguiri da Universidade Federal do
Parana — UFPR.

O bioensaio de expansao de hipocétilo de S. lycopersicum foi implantado em
caixas plasticas gerbox, de acordo com as Regras para Anadlises de Sementes
(BRASIL, 2009). As sementes foram dispostas em papel germitest previamente
umedecidos (2,5 vezes o peso do papel) em solugdes com diferentes concentracdes
de Lithothamnium sp micronizado (Lm) e A. platensis (Ap): controle (com imersao do
papel somente em agua destilada); Lm (1,5 g L' de Lm); LAp7 (1,5 g L' de Lm +
0,75gL"'de Ap); LAp2 (1,5gL"'deLm+1,5gL"'de Ap)e Ap (1,5 gL"de Ap). O
bioensaio foi conduzido em camara de crescimento a 22° C, durante nove dias, em

delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticbes. Aos nove dias



29

foram avaliados o comprimento e o volume dos hipocétilos de S. lycopersicum e os
resultados foram expressos em % e cm.

Para realizar o bioensaio com cotilédones de C. sativus, as sementes foram
previamente germinadas em vermiculita, quando os cotilédones estavam
desenvolvidos foram dispostos em caixas plasticas gerbox, sob papel germitest
previamente umedecidos (2,5x o peso do papel) em solugdes, de acordo com as
Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009), com diferentes concentragdes
de Lithothamnium sp micronizado (Lm) e Arthrospira platensis (Ap): controle (com
imersdo do papel somente em agua destilada); Lm (1,5 g L""de Lm); LAp7 (1,5 g L’
de Lm+0,75gL"'de Ap); LAp2 (1,5gL"'deLm+1,5gL"de Ap)e Ap (1,5gL"de
Ap). O bioensaio foi conduzido em camara de crescimento a 22° C, durante nove
dias, em DIC, com quatro repeticbes (n=4). Aos nove dias foram avaliados o
comprimento e o volume dos cotilédones de C. sativus e os valores foram expressos
em cm e cm?, respectivamente.

Para avaliagdo do crescimento radicular de V. radiata, realizou-se a
semeadura em bandejas de poliestireno com 144 células, preenchidas na proporgao
de 1:1 com substrato comercial a base de casca de pinus (Tropstrato®) e fertilizante
organico (Provaso®) composto por: C = 30,3 g kg™'; N=30,3gkg"'; P=8,5gkg™"; K
= 6,6 g kg''; Ca = 8,1 g kg”'; Mg = 4,1 g kg™'. As bandejas foram mantidas em casa
de vegetacdo com irrigagdo por microaspersao temporizada. Dez dias apds a
germinagao das sementes, as plantulas foram retiradas das bandejas e colocadas
em microtubos contendo as seguintes solugdes: controle (com aplicagédo de agua);
Lm(1,5gL"'de Lm); LAp1 (1,5gL"'de Lm+0,75gL"de Ap); LAp2 (1,5gL"de Lm
+1,5g L"de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). O bioensaio foi conduzido em cadmara de
crescimento a 25° C com 12h de iluminacéo, durante nove dias, em DIC, com quatro
repeticbes (n=8). Foram avaliados o comprimento e o diametro médio das raizes de
V. radiata, e os valores foram expressos em cm € mm, respectivamente.

O comprimento, volume e didmetro médio dos hipocdétilos de S. lycopersicum,
dos cotilédones de C. sativus e das raizes de V. radiata foram determinados, por
meio do software WinRhizo Pro® (Regent Instr® Canada), juntamente com scanner
de lente dupla Epson® (modelo v700 PHOTO).
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3.3.2 Producéo de batata

O experimento foi conduzido na area experimental de Olericultura Organica
da Fazenda Experimental Canguiri da Universidade Federal do Parana — UFPR, no
municipio de Pinhais — PR. Possui 25°23'16.2"S de latitude e 49°07'33.8"W de
longitude. Essa regido esta sobre o primeiro planalto do estado do Parana, a uma
altitude de 920 metros. Seu relevo € ondulado a suave ondulado. O clima da regiao
de acordo com a classificagdo de Képpen é temperado tipo Cfb (EMBRAPA, 2013).

A analise quimica do solo na camada de 0 a 20 cm, indicou os valores médios
de: pH (CaCl2) = 5,84; pH H20 = 6,71; Al*3 = 0; H+AI*3= 2,93 cmolc dm3; Ca?* = 5,28
cmolc dm3; Mg?* = 3,05 cmolc dm3; K* = 1,32 cmolc dm3; P (Mehlich) = 49,0 mg
dm; S =33,49 mgdm=3; C =26 gdm3; V% =76,7 e CTC = 12,58 cmolc dm=3.

Apos preparo do solo, os sulcos de plantio foram feitos com o auxilio de um
micro trator e foram aplicados 12,5 t ha™' de compostos orgéanicos (substrato e adubo
orgéanico), 50 kg ha™' de termofosfato magnesiano, 50 kg ha™! de sulfato de potassio
e 50 kg ha' de sulfato de magnésio, espalhados homogeneamente nos sulcos de
plantio.

A area foi irrigada pelo sistema de aspersao, com o objetivo de manter a
umidade do solo em 80%, com base na medida do status de agua no solo por meio
de um tensidbmetro. O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC), com quatro
repeticbes e as seguintes concentragdes: controle (com aplicagado de agua); Lm (1,5
gL'de Lm); LAp1 (1,5gL"'de Lm+0,75gL"'de Ap); LAp2 (1,5gL"'deLm+1,5¢g
L' de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). Foram implantadas seis linhas de cultivo, sendo a
primeira e ultima consideradas bordadura, e nas quatro linhas centrais foram
distribuidas as 20 parcelas (n=8), de forma aleatéria. As batatas-sementes da
cultivar BRS Clara (EMBRAPA) foram dispostas em espagamento de 0,35 m entre
plantas e 0,80 m entre as linhas.

A amontoa foi realizada aos 25 dias apds o plantio (DAP). As aplicacbes
iniciaram aos 32 DAP, e ocorreram semanalmente, totalizando oito aplicacdes até o
estadio de senescéncia das folhas. A taxa de aplicagdo foi de 400 L ha'. Na
aplicagédo foi utilizado o pulverizador costal eletrénico Kawashima® de 10 litros,
pressdo constante (40 psi). Para evitar a deriva foi utilizada barreira plastica em

todas as aplicagoes.
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O indice relativo de clorofila foi medido com clorofildmetro (N-Tester®), que
apresenta os valores médios de 30 leituras aleatérias feitas em folhas totalmente
expandidas do tergo médio das plantas diretamente no campo (MOGOR et al. 2013).
As leituras foram realizadas nas trés plantas centrais de cada parcela.

A avaliagdo da produtividade ocorreu aos 95 DAP, com a parte aérea
apresentando senescéncia, em trés plantas centrais das parcelas. Foi quantificada a
massa dos tubérculos e calculada a produtividade, com valores extrapolados para
uma populagao de 40.000 plantas por hectare (ha). A avaliagao da produtividade foi
de acordo com a classificagdo para a cultura da batata (Classe: | > 70 mm; [I-2: 50
até 70 mm; II-1: 42 até 50 mm; lll: > 33 até 42 mm; IV: 28 até 33 mm e V: <28 mm).
Foram consideradas apenas as classes de padrao comercial (Classe |, Classe Il.1 e
Classe 11.2). O teor de sélidos soluveis (TSS) dos tubérculos foram determinados

usando um refratdmetro portatil (EEQ9030) e os valores foram expressos em °BRIX.
3.3.3 Analises bioquimicas

As coletas de material vegetal para analises bioquimicas de folhas e tubérculos
de batata ocorreram aos 55 e 95 DAP. Apds a coleta dos dados biométricos e de
producao, as folhas e os tubérculos comerciais (classe I, classe Il.1 e classe 11.2)
foram coletados, maceradas em nitrogénio liquido e armazenados (-20° C) para
analises bioquimicas. As coletas das folhas foram realizadas entre as 9 e 10h da
manha (MOGOR; AMATUSSI; CORDEIRO, 2022).

Os acucares totais foram quantificados segundo Maldonade et al. (2013),
precedida de hidrélise acida da amostra, utilizando acido 3,5-dinitro salicilico (DNS).
A curva padrao para acgucares redutores e totais foi feita com glicose (5,5 mM). Os

valores foram expressos em ug de agucares por g de material vegetal fresco.
3.3.4 Analise estatistica

Todos dados foram testados quanto a sua homogeneidade e em seguida
submetidos a analise de variancia (ANOVA), quando significativos (p <0,5) os dados
foram submetidos ao teste de Tukey. Foi utilizado o software Assistat® 7.7 Beta
(SILVA; AZEVEDO, 2016).
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Bioensaios

O comprimento e o volume dos hipocétilos de S. lycopersicum apresentaram

o efeito bioativo da associagcao de Lithothamnium sp. micronizado associado a A.

platensis (Ap) na maior concentracdao (LAp2) (Fig. 1a e 1b). Os hipocdtilos de S.

lycopersicum das sementes submetidas ao tratamento Lap2 tiveram aumento de
15% no comprimento e de 27% no volume, em relagao ao controle.

A bioatividade de Ap foi expressa no bioensaio de cotilédones de C. sativus,

com 82,3% de aumento no comprimento das raizes (Fig. 1c¢). A area dos cotilédones

ndo apresentou diferenca significativa (Fig. 1d).
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Figura 1 (a) comprimento e (b) volume da expansdo de hipocotilo de S. lycopersicum; (c)
comprimento e (d) area de cotilédones de C. sativus, dispostos em papel germitest previamente
tratados com diferentes concentragbes de Lithothamnium sp micronizado (Lm) e A. platensis (Ap).
Concentragdes: controle; (Lm) 1,5 gL' de Lm; (LAp1) 1,5g L'de Lm + 0,75 g L' de Ap; (LAp2) 1,59
L'de Lm + 1,5 g L' de Ap e (Ap) 1,5 g L' de Ap. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente (p <0,5), pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrao.

O bioensaio de V. radiata avalia o comprimento de raizes adventicias
(Tabela 1). As raizes das plantas tratadas com Lm tiveram comprimento 84%

superior as raizes das plantas controle. As plantas submetidas a solucdo com Ap
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isolada ou associada a Lm nao emitiram raizes. O volume e o didmetro médio das

raizes diminuiram em relacéo ao controle.

Tabela 1 Valores médios do comprimento (cm), do volume (cm?) e do didmetro médio (mm) de
raizes de V. radiata. Concentragdes: controle; Lm (1,5 g L' de Lm); LAp1 (1,5 g L' de Lm +
0,75 g L"'de Ap); LAp2 (1,5gL"de Lm +1,5gL"'de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). Tratamentos
com Ap nao emitiram raizes.

Comprimento (cm)  Volume (cm?3) Didametro médio (mm)
Controle 97,99 + 3,70 0.73 £ 0,06 0.97 £ 0,05
Lm 180,763 + 20,52 0.69+0,12 0.68 + 0,06

Lm = 1,5 g L' de Lithothamnium micronizado. Valores * desvio padrao.

3.4.2 Experimento no campo com plantas de batata

O indice relativo de clorofila (Fig. 2a) foi superior nas folhas das plantas de
batata tratadas com Lm e LAp2, com aumento de 21 e 18%, respectivamente, em
relacdo ao controle. Os maiores teores de clorofila no campo resultaram em
aumento nos teores de solidos soluveis em tubérculos das plantas na colheita (Fig.

2b), com 20% de incremento para Lm e 15% para LAp2, quando comparadas ao

controle.
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Figura 2 a) indice relativo de clorofila de folhas de batata (55 DAP) e (b) Teor de sélidos soluveis de
tubérculos de plantas (95 DAP) submetidas a aplicagdes foliares de solugbes contendo cinco
concentragdes: controle; Lm (1,5 g L-"de Lm); LAp1 (1,5 gL"de Lm + 0,75 g L' de Ap); LAp2 (1,5 ¢
L'de Lm +1,5g L'de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (p <0,5), pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrao.

No meio do ciclo da cultura da batata (aos 55 DAP), foi observado um
incremento de 33% na massa seca das folhas (Fig. 3b) das plantas tratadas com
Lm, em funcdo do maior acumulo da biomassa nas folhas, sem diferir das demais
concentragdes, apenas do controle. A area foliar das plantas submetidas a

aplicagdes de Lm isolada e associada (LAp1 e LAp2) aumentou em 52,7%, 50,2% e
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68,3%, respectivamente. A massa fresca dos tubérculos (Fig. 3d) aumentou 132%

nas plantas tratadas com Lm, quando comparada ao controle.
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Figura 3 (a) Massa fresca de folhas, (b) massa seca de folhas, (c) area foliar e (d) massa fresca de
tubérculos de plantas (55 DAP) submetidas a aplicagdes foliares de solugdes contendo cinco
concentragdes: controle; Lm (1,5 g L' de Lm); LAp1 (1,5 gL'de Lm + 0,75 g L-"de Ap); LAp2 (1,59
L-'de Lm + 1,5 g L-"de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (p <0,5), pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrao.

As plantas tratadas com Lap2 e Ap tiveram acumulo de 50,2% e 38,8% de
agucares totais nas folhas (Fig. 4a). Os agucares redutores (e.g. glicose e frutose)
tiveram aumento de 44,4% nas plantas submetidas a aplicagdo de Lap2, enquanto
0s acgucares nao redutores (e.g. sacarose) nas plantas submetidas a Ap foram
92,8% superiores ao controle. No momento da colheita (Fig. 4b), os tubérculos das
plantas tratadas com Lap2 apresentaram incremento de 66,3% de agucares totais,

quando comparado ao controle.
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Figura 4 (a) Agucares totais, agucares redutores e agucares ndo redutores em folhas de batata (55
DAP); (b) agucares totais em tubérculos de batata (95 DAP). As plantas foram submetidas a aplicagao
via foliar de cinco concentragdes: controle; Lm (1,5 g L-"de Lm); LAp1 (1,5gL"'de Lm +0,75g L"de
Ap); LAp2 (1,5gL"de Lm+1,5g L"'de Ap) e Ap (1,5 g L-" de Ap). As médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si (p <0,5), pelo teste de Tukey.

No momento da colheita, foi observado aumento de 40% e 38% no numero de
tubérculos (Fig. 5a) nas plantas tratadas com LAp2 e Ap, respectivamente. A
produtividade de batata (Fig. 5b), nas plantas submetidas a LAp2 foi 82% superior,
com aumento equivalente a 7,6 t quando comparada ao controle.
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Figura 5 (a) Numero médio de tubérculos por planta (95 DAP) e (b) Produtividade (t ha') de
tubérculos de plantas de batatas (95 DAP) submetidas a aplicagbes foliares de solugdes com
diferentes concentragbes de Lithothamnium sp micronizado (Lm) e Arthrospira platensis (Ap). C =
controle; Lm (1,5 g L"de Lm); LAp1 (1,5gL'de Lm + 0,75 g L'de Ap); LAp2 (1,5gL"'deLm+15g
L-'de Ap) e Ap (1,5 g L' de Ap). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si (p <0,05) conforme o teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrao.

3.5 DISCUSSAO

A bioatividade da associagdo de Lm e Ap estimulando a expansado dos

hipocétilos do tomate foi observada na concentracao de LAp2, com aumento de 15%
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no comprimento e de 27% no volume (Fig.1a e 1b). Esse aumento pode ser atribuido
a presenga de substancias bioativas presentes nas microalgas (PLAZA et al., 2018;
MOGOR et al., 2017; STIRK et al., 2013).

Em cotilédones de C. sativus, Ap aumentou em 83,2% no comprimento das
radiculas, sendo essa bioatividade de Ap também observada por Mogor et al.
(2017). A aplicagdo de Lm nao apresentou bioatividade no bioensaio de efeito
citocininico (Fig. 1c).

O enraizamento das plantas no bioensaio de V. radiata tratadas com Lm
foram 84% superior ao controle (Tabela 1). Lm teve seu efeito atribuido a presenca
de acido humicos (AH), que aplicado nas plantas podem apresentar bioatividade
semelhante a auxina (AMATUSSI et al., 2020). As solugbes com a presenga de Ap
nao promoveram emissdo de raizes em V. radiata, confirmando o observado por
Mogor et al. (2017) utilizando a mesma espécie.

No experimento em campo, as folhas das plantas de batata tratadas com Lm
e LAp2 tiveram maior indice relativo de clorofila (Fig. 2a). Os maiores teores de
clorofila no campo resultaram em aumento nos teores de sélidos soluveis (TSS) em
tubérculos das plantas no momento da colheita (Fig. 2b), com 20% de incremento
para Lm e 15% para LAp2, quando comparadas ao controle. O TSS, também
conhecido como °BRIX, pode ser utilizado como uma medida indireta do teor de
agucares (principalmente sacarose).

As variaveis biométricas avaliadas no inicio da tuberizacdo demonstraram a
efetividade de Lm no crescimento inicial das plantas, com destaque para o acumulo
de biomassa nas folhas e tubérculos (Fig. 3b) e na area foliar, isolada e associada a
Ap (LAp1 e LAp2). Amatussi et al. (2020) avaliaram o crescimento inicial de plantas
de tomate com uso de Lm e verificaram aumentos em massa seca de folhas. A
associagao de acido humico com microalga aumentou o crescimento inicial de
plantas de cebola em fungcdo do maior enraizamento, caracteristico do efeito
auxinico das substancias humicas (GEMIN et al., 2019).

Os resultados obtidos no experimento em campo demonstraram que a
associagao de Lm a Ap promoveram aumento nos teores de acucares (Fig. 4a). A
associacdo LAp2 estimulou o transporte fonte-dreno, resultando em maior
produtividade de batata. Os agucares presentes nas folhas foram translocados para

os tubérculos (LAp2) e, consequentemente, promoveram maior rendimento no
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momento da colheita (Fig. 5b). Estes estimulos a translocagao de fotoassimilados da
fonte (folhas) para o dreno (tubérculos) sdo muito importantes para o crescimento
das plantas e incremento na produtividade.

O efeito sinérgico entre a alga calcaria e a cianobactéria, em LAp2, com a
presenca de AH em Lithothamnium, com evidente efeito auxinico (Tabela 1), as
possiveis alteracbes das poliaminas com uso de A. platensis estimulando o
crescimento de plantas (MOGOR et al, 2017), associado ao comportamento
citocininico da aplicagao da biomassa de Ap (Fig 1c), podem ter contribuido para o
crescimento vegetal da planta de batata.

Assim como em trabalhos anteriores, com uso de microalga associada a
substancias humicas (GEMIN et al., 2019), a sinergia de diferentes mecanismos de
acao neste trabalho foi eficiente no aumento produtivo das plantas. O efeito no
crescimento de plantas com uso de Lithothamnium micronizado (MOGOR et al.,
2021; AMATUSSI et al., 2020) e de Arthrospira platensis (MOGOR et al., 2017),
quando associadas pode ser um composto bioativo que promove o crescimento, e
aumento da produtividade de batata. Plaza et al. (2018) observaram que a aplicagéo
foliar de Ap hidrolisado aumentaram a concentracgao foliar de nutrientes (P, K, Ca e
Mg), o que pode contribuir para o desenvolvimento da planta.

Assim, por meio de bioensaios experimento a campo, foi identificado que as
aplicagdes foliares da associagao de Lithothamnium sp micronizado e A. platensis
foram sinérgicos, promovendo o crescimento das plantas, melhorando o conteudo

de acgucares nas folhas e nos bulbos e a produtividade de batata.
3.6 CONCLUSAO

A Dbioatividade de Lithothamnium micronizado (Lm) e da cianobactéria
Arthrospira platensis (Ap) foi identificada em S. lycopersicum, C. sativus e V. radiata.
Aplicagdes foliares da associagado de Lm e Ap (LAp) permitiram identificar diferentes
mecanismos de ac¢ado, aumentando o crescimento das plantas de batata,
estimulando seu metabolismo e rendimento.

A combinagdo de LAp2 (1,5 g L' de Lm + 1,5 g L' de Ap) aumentou o
rendimento dos tubérculos. A associacao LAp2 pode ser um potencial biofertilizante

para promover ganhos de produgao de batata de forma sustentavel.
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ABSTRACT
The use of natural bioactive sources to promote plant growth and crop yield gains,
such as those obtained from algae, are in evidence as a sustainable agriculture
practice. In this sense, recently the calcareous alga Lithothamnium sp. had its
bioactive plant growth promoting effect related to the presence of high degree of
humification humic acid with pronounced auxin-like effects, while the cyanobacterium
Arthrospira platensis (Spirulina plantensis) has the plant growth promoting effect
attributed to a pool of bioactive molecules, such as the free L-amino acids and
polyamines. To explore the effect of algae sources combinations as plant
biostimulants, the aim of this work was to evaluate the effects of foliar application of
micronized Lithothamnium (Lm) associated with A. platensis (Ap) dried biomass in
onion (Allium cepa) metabolism, growth and yield. For that, adopting an step by step
approach three experiments were conducted: (i) foliar application to onion plants
grown in pots in greenhouse comparing algae sources alone and combined, (ii) foliar
application to onion plants in the field under organic system testing algae sources
combinations (first season), and (iii) foliar application in the field comparing doses
and frequencies of selected combinations (second season). The association of algae

sources promoted growth and biochemical changes, thus pigment contents, total



41

sugars, amino acids and nitrate reductase enzyme activity were improved, increasing

the onion yield by two seasons in a nature friendly way.

Keywords: Lithothamnium sp.; Arthrospira platensis; Alliun cepa; biofertilizer;

biostimulant, organic agriculture.
4.1 INTRODUCTION

The rise in the demand for food from nature friendly production systems imposes
the necessity to develop new biofertilizers and biostimulants. The biostimulants may
contribute to sustainable agriculture (Bayona-Morcillo et al. 2020) due to its
composition, such as protein hydrolysates (Colla et al. 2015), humic substances
(Gemin et al. 2019), seaweed extracts (Ariole et al. 2015), calcareous algae (Mogor
et al. 2021) and microalgae (Colla and Rouphael 2020). In this sense, the
combination of algae sources could show synergistic biostimulatory action, helping to
design the next generation of plant biostimulants for sustainable agriculture
(Rouphael and Colla 2018).

Among the most used algae in agriculture is Lithothamnium sp. - calcareous
algae, rhodophyte - found in marine deposits, which has calcium carbonate,
magnesium, micronutrients (Esper Neto et al. 2020) and, if subjected to
micronization, may contain humic acid (HA) in its composition (Amatussi et al. 2020).
Depending on the calcification of its biomass, Lithothamnium sp. is commonly
applied as limestone (Rodrigues Neto et al., 2021). However, the foliar application of
micronized Lithothamnium sp. promoted plant growth and yield gains attributed to the
presence of a bioactive HA with a high degree of polymerization, showing a
significant auxin-like effect (Amatussi et al. 2020, Mégor et al. 2021).

The physiological effect of HA in plants is related to effects similar to those of
the hormone auxin (Zandonadi et al. 2014; Canellas et al. 2015, 2020).

Also the microalgae have been reported as efficient sources of biofertilizers
and biostimulants due to the presence of bioactive molecules in their composition,
such us glycosides and the cytokinin zeatin identified in the green microalgae
(Chlorophyta) Desmodesmus subspicatus (Mazepa et al. 2021), or polyamines and
amino acids in Asterarcys quadricelullare (Mégor et al. 2022; Cordeiro et al. 2022a)

and also in the blue-green algae (Cyanophyta) Arthrospira platensis (Spirulina
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platensis) (Mogor et al. 2017; Mogor et al. 2018).

Among the numerous species of microalgae, the cyanobacterium Arthrospira
(Spirulina) platensis has in its composition a high content of proteins (Ishaq et al.
2016; Celekli et al. 2021) and polysaccharides (Trabelsi et al. 2009; Rachidi et al.
2020). The A. platensis enzymatic hydrolysates contain polyamines, such as
spermine, which may stimulate cell multiplication and plant growth when applied to
plants (Mégor et al. 2017). Foliar application of A. platensis can increase nutrient
uptake (Plaza et al. 2018), resulting in more nutritious plants, which is related to food
biofortification (Billard et al. 2014; Godlewska et al. 2019).

In addition, the application of microalgae associated with other natural
bioactive sources can also be exploited to promote plant growth, as the increase in
onion Yyield of plants subjected to the application of the microalgae Scenedesmus
subspicatus associated with HA obtained from the mineral leonardite (Gemin et al.
2019), combination that also improved bulbs storage and biofortification (Gemim et
al. 2022).

Therefore, considering the potential synergistic biostimulatory action of the
combination with calcareous algae and cyanobacterium, the aim of this work was to
evaluate the effects of foliar application on onion (Allium cepa) plants grown under
organic production system by two seasons, of solutions containing Lithothamnium sp.
micronized, an acknowledged source of humic acid, and A. platensis dried biomass,

an acknowledged source of proteins, amino acids and polyamines.
4.2 MATERIALS AND METHODS

The Lithothamnium sp. sample was obtained off the coast of Espirito Santo
State, Brazil (20°19°10” S — 40°20°’16” W). After micronization (mechanical breakage,
caused by the friction between the particles to sizes between 1 to 10 um), the sample
was provided by Valeagro Comércio Importacdo & Exportacdo / NaturVita
Bioagroindustria (Petrolina, State of Pernambuco, Brazil).

The cyanobacterium Arthrospira platensis strain was provided by the
“Elizabeth Aidar” Microalgae Collection of the Fluminense Federal University (Niteroi,
State of Rio de Janeiro — Brazil). The Axenic autotrophic cultivation of A. platensis
was carried out in a semi-continuous system in a photobioreactor (Reichert et al.

2006) using a culture medium (Zarrouk, 1966) at the Department of Crop Sciences of
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the Federal University of Parana (Curitiba, Parana State - Brazil). After 45-day
cultivation, the biomass was separated from the culture medium by centrifugation,
attaining 0.95 g L™' DW (Dry Weight) and was freeze-dried kept a temperature of 50
°C for 24 hours (oven) and at — 50 °C, under a vacuum of 1 x 106 mBAR, for 20
hours. The freeze-dried powder was added to spraying solutions, so allowing the
cells disruption (Stirk et al. 2020).

The experiments were carried out in the Biofertilizers Lab. and Organic
production Research Area of the Federal University of Parana, located in the
municipality of Pinhais, Parana State, Brazil, at 25°23’30” S and 49°07°30” W, at an
average altitude of 920 meters. The climate in the region is a Cfb-type temperate
climate (Temperate oceanic climate or subtropical highland climate; coldest month
averaging above 0 °C or -3 °C, all months with average temperatures below 22 °C
and at least four months averaging above 10 °C) (Koppen).

For determination of the effect of foliar application of solutions containing
Lithothamnium sp. micronized (Lm) separately and associated with Arthrospira
platensis (Ap), in terms of growth, development, biochemical alterations, and yield,

three experiments were carried out.
4.2.1 Experiment |

It was carried out in greenhouse using pots with a capacity of three liters, filled
(in a proportion of 1:1) with commercial substrate based on composted pine bark
(Tropstrato®) and organic compost (Provaso®), with: C = 30.3 g kg™'; N = 30.3 g kg™;
P=85gkg";K=6.6gkg';Ca=8.1gkg"; Mg=4.1gkg".

At 60 days after sowing (DAS) in nursery beds, the seedlings were transplanted
to the pots (experiment |) and simultaneously to the field (experiment Il). The
seedlings had four leaves, an average pseudostem diameter of approximately 4 mm,
showing adequate development. The pots were arranged on benches, with four pots
and two plants in each pot, for repetition.

A completely randomized design was used, with two onion (Alliun cepa) hybrid
cultivars (Alvara ©® and Perfecta F1 ®), each treatment with four replications (n=4)
under a double factorial arrangement (two cultivars x five treatments). A localized
irrigation system with a drip tape was used, aiming to maintain the humidity at 80%,

controlled with the aid of a tensiometer. The pots contained 2 cm of expanded
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vermiculite on the surface so that there was no contact of foliar sprayed solutions
with the substrate.

Four concentrations of Lithothamnium sp. micronized (Lm) associated or not
with Arthrospira platensis (Ap) were weekly applied, as well the control sprayed with
distilled water. The applications (n=8) of the treatments were carried out using a 10-
liter Kawashima® electronic sprayer at constant pressure (40 psi). The volume of
application varied as a function of plant growth, from 20 mL (first to fourth application)
to 36 mL (fifth to eighth application) per pot.

The Lithothamnium sp. (micronized powder) sample was suspended in
distilled water at a concentration of 1.5 g L' (Amatussi et al. 2020) before being
sprayed on leaves. The sample of Arthrospira platensis (freeze-dried powder) was
suspended in distilled water at a concentration of 0.75 g L' and 1.5 g L' (Mogor et
al. 2018) before being sprayed to the leaves of onion plants. Five treatments were
established: Control, Lm (1.5 g L' of Lm), LAp7 (1.5 g L' of Lm + 0.75 g L of Ap),
LAp2 (1.5gL"of Lm+1.5gL"of Ap) and Ap (1.5 g L of Ap).

After eight applications with a weekly interval, at 90 days after transplanting
(DAT) at the beginning of bulbification, leaf material from two plants was collected for
biometric and biochemical analysis. Data on plant height determined with a ruler from
the base of the pseudostem to the tip of the most expanded leaf (cm), number of
leaves, pseudostem diameter determined with digital caliper (mm), fresh and dry
mass (g) of the aerial part, and roots (g) using precision scales were obtained. Mass
was quantified on a precision scale. The dry mass was quantified after drying in a
forced-air circulation oven at 65°C until reaching a constant value. The biochemical

analyzes are described below.
4.2.2 Experiment Il

To observe the influence of Lithothamnium sp. (Lm) associated or not with A.
platensis (Ap) on the yield of onion bulbs, experiment Il was implemented in the field
under organic system in August 2018. A completely randomized design was used
with two onion cultivars (Alvara® and Perfecta®) where each treatment had four
replications (n=4). The treatments, application frequency, and seedling preparation

were the same as described in experiment I.
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The chemical analysis of the soil in 0-20 cm layer showed the following mean
values: pH (CaCl2) = 5.84; pH H20 = 6.71; AlI*3 = 0; H+AI*3= 2.93 cmolc dm; Ca?*=
5.28 cmolc dm3; Mg?*= 3.05 cmolc dm-3; K*= 1.32 cmolc dm3; P (Mehlich)= 49.0 mg
dm; S = 33.49 mg dm3; C = 26 g.dm™3; %; V% = 76.7 and CEC = 12.58 cmolc dm-.

The treatments were distributed in beds previously fertilized and prepared
seven days before seedling transplanting. Soil preparation was carried out with the
incorporation of eight tons per hectare of organic compost with the following mean
values: C=30.3gkg";N=30.3gkg"; P=85gkg"'; K=6.6gkg'; Ca=8.1gkg™;
Mg =4.1gkg™.

The spacing adopted in the experiment was 10 cm between plants and 30 cm
between rows, each plot with 40 plants. There were 10 foliar applications of the
treatments, with an application volume corresponding to 400 L ha-'.

At harvest, at 135 days after transplanting (DAT), the bulbs were classified
according to their diameter (I < 35 mm; Il = 35 - 50 mm; Ill = 50 - 70 mm, and IV = 70
- 90 mm) and their masses were quantified. Yield was extrapolated as a function of

the spacing adopted in the experiment (230,000 plants per hectare).
4.2.3 Experiment Ill

To evaluate the application frequency (weekly and fortnightly) experiment IlI
was implemented in the field, in August 2019. This experiment used the same
design, the same population of plants, the same number of replications (n=4), and
the same cultivars used in experiment Il.

Applications were performed at two frequencies (weekly and fortnightly),
resulting in a triple factorial arrangement (two cultivars x two frequencies x three
treatments). The treatments of Lm and Ap associated (LAp1 =1.5g L' of Lm + 0.75
gL'of Apand LAp2=15gL"'of Lm + 1.5 g L of Ap), in addition to the control,
with water application were applied.

Plant material was collected at the beginning of bulbing, at 120 DAT. Plant
height (cm), number of leaves, leaf area (cm?), pseudostem volume (cm?), fresh and
dry mass (g) of leaves, pseudostem, and bulbs were evaluated. Leaf area and
pseudostem volume were obtained using WinRhizo Pro® software (Regent
Instr®Canada). At 135 DAT, the final collection was performed to evaluate yield, as

described in experiment I1.
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4.2.4 Biochemical analyses

Subsequent to the collection of biometric (Experiment I) and yield (Experiment Il
and lll) data, leaves and commercial bulbs (type Il and type IV) were collected,
macerated in liquid nitrogen and stored (-20° C) for biochemical analyses. Leaf
collections were performed between 9 and 10 am.

Analysis of chlorophyll-a (Ch-a), chlorophyll-b (Ch-b) and carotenoids (C),
extraction of pigments in the leaves was performed according to Lichtenthaler (1987).
The absorbance readings were taken at 663, 647 and 470 nm. The formulas
described by Lichtenthaler and Buschmann (2001), were applied, the values were
expressed as ug of chlorophyll per g of fresh plant material.

Total sugars were quantified according to Maldonade et al. (2013), preceded by
acid hydrolysis of the sample using 3,5-dinitro salicylic acid (DNS). The standard
curve for reducing and total sugars was made with glucose (5.5 mM). The values
were expressed as ug of sugars per g fresh plant material.

For the analysis of total free amino acids, the amino acids were extracted
according to Winters et al. (2002) and the colorimetric reaction with absorbance
reading done at 570 nm, according to Magné and Larher (1992). The standard curve
was made with glutamine (2 mM). The values were expressed in ug g fresh plant
material.

The analysis of phenolic compounds was by the Prussian Blue method (Price
and Butler 1977). The absorbance reading was performed at 700 nm, the standard
curve performed with gallic acid (0.01 M) in methanol. The values were expressed in
Mg g fresh plant material.

Nitrate Reductase enzyme activity of leaves was done according to (Jaworski
1971). Reading was performed in a spectrophotometer at 540 nm and values
expressed as y mol of NO2 h'' g-! plant material.

All data were tested for homogeneity and then submitted to analysis of
variance, when significant (p <0.05) the data were submitted to Tukey's test.

Assistat® 7.7 Beta software (Silva and Azevedo 2016) was used.
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4.3 RESULTS
4.3.1 Experiment |

The number of leaves (NL) did not differ between cultivars and there was no
interaction between treatments and cultivars. When comparing the treatments, only
LAp2 (1.5 g L' of Lm + 1.5 g L™ of Ap) differed from the control, with an increase of
16% (Table 1). There were no changes in plant height depending on the treatments,
only among the cultivars, where ‘Alvara’ was superior to ‘Perfecta F1’.

The Lm application increased root fresh mass (FMR) by 33% (Table 1). The
application of the association of calcareous algae in the highest Ap concentration
(LAp2), increased by 52% the FMR, in the cultivar ‘Alvard’. The Lm application
increased the dry mass of the roots by 57%, while the application of LAp2 promoted
an increase of 124% in relation to the control, showing synergic effect of the algal

sources combination.

Table 1. Mean values of the number of leaves, fresh mass and dry mass of roots of plants of
two onion cultivars (‘Alvaré’ and ‘Perfecta F1’) submitted to foliar applications of five
treatments, kept in pots.

Control Lm LAp1 LAp2 Ap

(a) NL 712+0.75b 7.31+£0.71ab 7.62+0.70 ab 8.25+0.81a 7.93+0.85ab
(b) FMR (g)

Alvara 2219+1.39aC 2947 +4.00aAB 23.06 +2.03aBC 33.76 +3.72aA 27.53 + 2.4aABC
Perfecta 22.73+4.21aA 23.25+265bA 20.71+3.18aA 19.35+2.78bA 21.33 +£2.06 bA
(c) DMR (g)

Alvara 1.58 £0.09 aC 248+04 aB 1.86+0.14aBC 3.54+0.79aA 1.96%0.15aBC
Perfecta 1.61+£0.34aA 1.41+0.31bA 1.41+0.18aA 1.15+0.17bA  1.38+0.13 bA

NL = number of leaves; FMR = fresh mass of roots; DMR = dry mass of roots. Treatments
factor (T): Control, Lm =1.5gL"of Lm; LAp1 =1.5gL'of Lm+0.75g L"'of Ap; LAp2=15¢g
L'of Lm+ 1.5 g L"of Ap; Ap = 1.5 g L' of Ap. Means followed by the same letter do not differ
statistically (p <0.5) by Tukey test (£ standard deviation). (a) Cultivar factor (FC): ns;
Treatment factor (FT): *; FC X FT: ns. (b) FC: **; FT: *; FC X FT: **. (c) FC: **; FT: **; FC X
FT: **. ANOVA: ns: not significant; * significant at p < 0.05, **= significant at p < 0.01.

At 90 days the cultivar ‘Alvara’ presented lowest levels of sugars in the leaves
(Fig. 1a). The cultivar ‘Perfecta F1’ presented higher values of sugars in the leaves
than the control at concentrations LAp7 and LAp2, with an increase of 34 and 30%,
respectively. Application of LAp7, in the cultivar ‘Perfecta F1’, increased the content
of total free amino acids (Fig. 1a) by 21%. The activity of the enzyme nitrate
reductase (NR) showed an interaction between cultivars and treatments (Fig. 1c).

The Lm-treated plants showed higher NR activity, with an increase of 24%, in cultivar
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‘Alvard’. The NR activity in the ‘Perfecta F1’ cultivar increased by 46%, 45%, 52%,
and 45% when Lm, LAp1, LAp2, and Ap were applied, respectively.

(b) Free amino acids in leaves (ng g'l) (c) Nitrate reductase in leaves (umol NO,” g'1 h'l)
- 5n

(a) Total Sugar in leaves (u.g’l)
0000 6000 aA 0. aA
aAB E

0.4
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20004
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Control Lm LAp1 LAp2 Ap Control Lm Lapl LAp2 Ap Control Lm LAp1 LAp2 Ap

Fig. 1 Y axis: Total sugar content (a), total free amino acid content (b) and Nitrate reductase enzyme
activity in leaves (c). Cultivar factor (FC): ‘Alvard’ and ‘Perfecta’. Factor treatments (FT): X axis:
control, (Lm) 1.5 g L"of Lm, (LAp1)1.5gL"of Lm +0.75 g L' of Ap, (LAp2) 1.5gL'of Lm+1.5gL"’
of Ap and (Ap) 1,5 g L-' of Ap. Means followed by the same letter do not differ statistically (p <0.05), by
Tukey's test. Error bars indicate standard deviation. Light gray = ‘Alvard’; dark gray = ‘Perfecta F1’.
Lower case letters: between cultivars; upper case letters: between treatments.

4.3.2 Experiment Il

At the point of harvest, plants subjected to application with LAp2 accumulated
20% more total sugars in the bulbs (Fig. 2a). Furthermore, plants subjected to LAp1
application had the content of total free amino acids (Aa) increased by 40% and
application of LAp2 increased by 45% (Fig. 2b). NR activity (Fig. 2c), in cultivar
‘Perfecta F1’, was increased by 33%, 45% and 53% with the application of LAp1,
LAp2, and Ap,
respectively

(a) Total Sugar in bulbs (ug g') (c) Nitrate reductase in leaves (xmol NO, g'h'")
00

(b) Free amino acids in bulbs (ug g")
0
ab

1000 a
b a 0.6 aAB aA
8000 ab ab

600
b

40000 ¢
6000 0.4

20000 0.24

0

0.0-
Control Lm LAp1 LAp2 Ap Control Lm LAp1 LAp2 Ap Control Lm LAp1 LAp2 Ap

Fig. 2 Y axis: Average values of total sugar content (a), total free amino acid content in bulbs (b) and
Nitrate reductase enzyme activity in leaves (c). Cultivar factor (FC): alvara and perfecta. Factor
treatments (FT) X axis: control, (Lm) 1.5 g L' of Lm, (LAp1) 1.5 g L' of Lm + 0.75 g L' of Ap, (LAp2)
1.5gL'of Lm + 1.5 g L' of Ap and (Ap) 1,5 g L' of Ap. Means followed by the same letter do not
differ statistically (p <0.05), by Tukey's test. Error bars indicate standard deviation. Light gray =
‘Alvara’; dark gray = ‘Perfecta F1’. Lower case letters: between cultivars. Upper case letters: between
treatments.
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The LAp2 applications promoted an increase in commercial onion bulbs
(classes Ill and IV - 50 mm to 90 mm), increasing yield by up to 20 % in relation to

the control (Fig. 3), corresponding to an increase of 4 t ha™'.

Yield average (t ha ™)
30+

20

10
Control Lm LAp1 LAp2

Fig. 3 Y axis: Average commercial yield. Cultivar factor (CF): ‘Alvara’ and ‘Perfecta F1'. Treatment
factor (TF): X axis: control, Lm (1.5 g L' of Lm), LAp1 (1.5 g L"of Lm + 0.75 g L' of Ap), LAp2 (1.5 g
L-'of Lm + 1.5 g L' of Ap) and Ap (1,5 g L' of Ap). Means followed by the same letter do not differ
statistically (p <0.05), by Tukey's test. Error bars indicate standard deviation.

4.3.3 Experiment Il1

The length of leaves (Fig. 4a) of plants treated with LAp7 and LApZ2 increased
by 11% and 12%, regardless of the cultivar and the applied frequency. The number
of leaves of plants that received LAp71 was increased by 13%. In the weekly
application, the leaf area (Fig. 4b) of plants treated with Lap7 and Lap2 was higher in
the ‘Alvard’ cultivar by 49% and 43%, respectively. While the leaf area of cultivar
‘Perfecta F1’ was increased by 57% and 47% in the LAp71 and LAp2 biweekly

application.
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Fig. 4 Y axis: Length and number of leaves (a), leaf area (cm?) (b). Cultivar factor (CF): light gray =
‘Alvard’; dark gray = ‘Perfecta F1’. Application frequency factor (FF): weekly (dotted gray); biweekly
(gray). Treatment factor (TF) (black bars): X axis: C (control), LAp1 (1.5 g L' of Lm + 0.75 g L' of Ap)
and LAp2 (1.5 g L"of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter do not differ statistically
(p <0.05), by Tukey test. Error bars indicate standard deviation. Lower case letters: between cultivars.
Upper case letters: between treatments.

The dry mass of the leaves (Fig. 5a) was superior to the control at 41% and
28% when LAp1 and LAp2 were applied weekly. The application of LAp1 increased
the dry mass of onion pseudostems (Fig. 5b) by 24%, regardless of the cultivar and
the applied frequency. The volume of the pseudostems (Fig. 5c¢) of the plants treated
with LAp1 was superior to the control in the weekly (41%) and fortnightly (34%)
frequencies, while the plants treated with LAp2 had the volume of the pseudostems
increased by 44%, in the fortnightly application.

At the beginning of the bulb development, the gain in fresh mass of onion bulbs
(Fig. 5d) was increased in plants that received LAp1 application, on a weekly (90%)
and fortnightly (50%) frequency. The application of LAp2 resulted in an increment
63% higher than the control when the application occurred weekly. In the dry mass,
the LAp1 application promoted an increase of 105% and 43% in the weekly and the
biweekly frequencies, respectively. Plants submitted to the LAp2 application had the
dry mass of the bulbs increased by 56% when the application was performed on a

weekly basis.
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Fig. 5 Y axis: Leaf mass (a), pseudostem dry mass (b), pseudostem volume (c) and bulb fresh and dry
mass (d). Application frequency factor (FF): weekly (dotted gray); biweekly (gray). Treatment factor
(TF) (black bars): X axis: C (control), LAp1 (1.5 g L' of Lm + 0.75 g L' of Ap) and LAp2 (1.5 g L' of
Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter are not statistically different (p <0.05), by
Tukey's test. Error bars indicate standard deviation. FF x FT interaction (a, c and d): lower case letters
= between frequencies, upper case letters = between treatments.

In the quantification of pigments (Table 2), the levels of chlorophylls a and b

were higher than the control in both frequencies when LApZ2 concentration was

applied. While the LAp7 concentration was superior to the control only in the

fortnightly frequency. The content of total chlorophyll and carotenoids was higher

than the control when LAp1 and LAp2 were applied fortnightly.
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Table 2 Chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and carotenoid content (ug g-') of onion leaves,

submitted to control, LAp1 and Lap2 application.

(Mgg™)

Control

LAp1

LAp2

Chlorophyli-a
Weekly
Biweekly
Chlorophyll-b
Weekly
Biweekly
Total chlorophyll
Weekly
Biweekly
Carotenoid
Weekly
Biweekly

0.17 £0.021 aB
0.11+£0.015bB

0.087 £ 0.011 aB
0.058 £ 0.011 bB

0.267 £ 0.033 aA
0.177 £ 0.026 bB

0.100 £ 0.013 aA
0.056 + 0.007 bB

0.19 £ 0.023 aAB
0.19+£0.032 aA

0.086 + 0.012 aB
0.091 £ 0.013 aA

0.273 £ 0.035 aA
0.282 + 0.043 aA

0.097 £ 0.018 aA
0.111 £ 0.014 aA

0.20 £ 0.025 aA
0.18 £ 0.014 bA

0.111£ 0.026 aA
0.089 + 0.006 bA

0.298 + 0.029 aA
0.276 £ 0.017 aA

0.113+0.019 aA
0.105+0.011 aA

Interaction between the factors: frequency of application (weekly and biweekly) and treatments
(Control, LAp1 =15g L"of Lm + 0.75 g L' of Ap, LAp2 =1.5g L' of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means
followed by the same letter do not differ statistically (P< 0.05), by Tukey’s test (+ standard deviation).

Uppercase letters = compare lines (treatments). Lower case letters compare columns (frequency).

The content of total sugars in the leaves (Fig. 6a), in the weekly application,

was higher than the control in the cultivar ‘Alvard’. On the other hand, in the biweekly

application, the two cultivars (‘Alvara’ and ‘Perfecta F1’) had an increase in the total

sugar content. The non-reducing sugars (Fig. 6b) were higher than the control in both

cultivars, regardless of the application frequency. The content of reducing sugars

(Fig. 6¢) was higher than the control at weekly frequency for cultivar ‘Alvara’ and

biweekly for cultivar ‘Perfecta F1'. Applications of LAp concentrations decreased the

content of total free amino acids (Aa) by 8% in the leaves and promoted an increase
of 22% of Aa in the bulbs (Fig. 6d).
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Fig. 6 Y axis: Content of total sugars in bulbs (a), non-reducing sugars in bulbs (b), reducing sugars in
bulbs (c) and content of total free amino acids in leaves and bulbs (d). Cultivar factor (CF): light gray =
‘Alvard’; dark gray = ‘Perfecta F1’. Application frequency factor (FF): weekly (dotted gray); biweekly
(gray). Treatment factor (TF) (black bars): X axis: C (control), LAp1 (1.5 g L' of Lm + 0.75 g L' of Ap)
and LAp2 (1.5 g L"of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter do not differ statistically
(p <0.05), by Tukey’s test. Error bars indicate standard deviation. FC x FF x FT interaction (a and c):
lower case letters = among cultivars, upper case letters = among treatments. (b) FC x FT: lower case
letters = among cultivars, upper case letters = among treatments.

An interaction among cultivar, frequency, and treatments was found in the
activity of the enzyme Nitrate Reductase (Fig.7). The concentrations of LAp applied
to cultivar ‘Perfecta F1’ were higher than the control in both application frequencies,
while in ‘Alvara’ cultivar, the increase in enzyme activity was higher than the control

in the weekly LAp1 application.
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0 8(b) Nitrate reductase in leaves (umol NO," g'1 h'l)
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Fig. 7 Y axis: Nitrate reductase enzyme activity in leaves. Cultivar factor (CF): light gray = ‘Alvard’;
dark gray = ‘Perfecta F1'. Application frequency factor (FF): weekly (dotted gray); biweekly (gray).
Treatment factor (TF): X axis: C (control), LAp1 (1.5 g L'of Lm + 0.75 g L' of Ap) and LAp2 (1.5 g L
of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter are not statistically different (p <0.05), by
Tukey’s test. Error bars indicate standard deviation. FC x FF x FT interaction: lower case letters =
among cultivars, upper case letters = among treatments.

At harvest, the application of LAp1 promoted an increase of 17% in the level of
total sugars in the bulbs (Fig. 8) when the application occurred every two weeks,
while the application of LAp2 promoted an increase of 18% in the concentration of
sugars in the bulbs on a weekly frequency. The content of non-reducing sugars (Fig.
8b) increased by 81% in plants treated with LAp2, at a weekly frequency. The
fortnightly application of LAp1 promoted an increase of 60% in the non-reducing
sugar content. The fortnightly applications of LAp1 and LAp2 promoted an increase
in the content of reducing sugars, of 28% and 33% in the cultivar ‘Alvard’,
respectively, and a decrease of 59% in the cultivar ‘Perfecta F1’, in the LAp2
treatment. The amino acid content in the bulbs showed an increase of 34% in plants
treated with LAp2 at a weekly frequency, and in the fortnightly application of the LAp1

concentration, an increase of 30% was observed in relation to the control.



55

(a) Total Sugar in bulbs (p g']) (b) Non-reducing sugars in bulbs (ug g '1)
80000 aA 300001
bAB T

55

60000+

200004

400004

10000+

20000+

LAp1 LAp2

(¢) Reducing sugars in bulbs (ug g '1)
80000+ (d) Free amino acids in bulbs (ug g'l)
weekly biweekly 60001

aA aA

bAB T T aAB

600004

40004

40000+

2000+
200004

0- T
LAp1 LAp?2

C  ILdpl Ldp2 C Ldpl Ldp2

Fig. 8 Y axis: Content of total sugars in bulbs (a), non-reducing sugars in bulbs (b), reducing sugars in
bulbs (c) and content of total free amino acids in bulbs (d). Cultivar factor (CF): light gray = ‘Alvara’;
dark gray = ‘Perfecta F1'. Application frequency factor (FF): weekly (dotted gray); biweekly (gray).
Treatment factor (TF): X axis: C (control), LAp1 (1.5 g L"of Lm + 0.75 g L' of Ap) and LAp2 (1.5 g L’
of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter are not statistically different from each
other (p <0.05) by Tukey's test. Error bars indicate standard deviation. FF x FT (a, b and d): lower
case letters = between frequencies, upper case letters = between treatments. (c) FC x FF x FT: lower
case letters = between cultivars, upper case letters = between treatments.

The LAp1 and LAp2 foliar applications promoted an increase in onion yield by
14% and 11%, respectively, regardless of cultivar and frequency. These values

corresponded to an increase of 4.88 and 4 t ha™!, respectively.



56

Average yield (t ha'l)
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Fig. 9 Y axis: Average yield values. Treatment factor (FT): X axis: control, LAp1 (1.5 g L' of Lm + 0.75
g L"of Ap) and LAp2 (1.5 g L' of Lm + 1.5 g L' of Ap). Means followed by the same letter do not differ
statistically (p <0.05), by Tukey's test. Error bars indicate standard deviation.

4.4 DISCUSSION

The association of Lithothamnium sp. and Arthrospira platensis (LAp) presented
metabolic effects related to the algal sources combination. The changes in biometric
and biochemical variables, and yield gains, may have occurred due to signaling
pathways that microalgae can activate in plants (Deviram et al. 2020), resulting in a
higher rate of cell division or elongation (Billard et al. 2014; Shahrajabian et al. 2021)
probably triggered by free amino acids found in A. platensis biomass ( Mogor et al.
2018, Ronga et al. 2019) allied to the high auxin-like bioactivity of HA found in
Lithothamnium (Lm) (Amatussi et al. 2020).

The Lm application increased the dry mass of onion roots by 57%, while the
application of LAp2 promoted an increase of 124% in relation to the control, showing
synergic effect of the algal sources combination, indicating the stimuli to the source-
to-sink flow, effect previously reported by Gemin et al. (2019), combining a
chlorophyta microalgae with HA obtained from Leonardite mineral.

The results at the bulbs development indicate that there was an accumulation of
biomass in the plants that received sprays with LAp (Tab. 1). At harvest, results
showed that LAp2 treatment resulted in 20% more accumulation in total sugar
content (Fig. 2a) that significantly increased non-reducing sugars (sugars
translocated in the phloem), in the weekly application. On the other hand, the

increase in reducing sugars (e.g. glucose, fructose) occurred in the LAp - fortnightly
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application (Fig.8).

According to Bettoni et al. (2016) foliar sprays using HA results in increases of

bulb fresh and dry mass by improving total soluble sugars in plans, with yield gains,
as also found in this work, taking into account that the calcareous algae micronization
process increases the HA availability (Mogor et al 2021) , allied to the composition of
A. platensis, an microalgae rich in bioactive compounds (Ishaq et al. 2016; Mdgor et
al. 2017; Rachidi et al. 2020; Celekli et al. 2021) explaining, at less in part, these
stimuli in carbon metabolism improving sugar content and resulting in greater onion
biomass accumulation and yield.
The results of the LAp1 and LAp2 applications improving the content of total free
amino acids (Aa) by 40 and 45% respectively (Fig. 2b) indicate the synergy in the
algal sources association related to Nitrogen acquisition. The increase in Aa content
in onion plants subjected to Lm foliar applications could be associated with a greater
Nitrogen uptake, which may occur due to the effect of HA on the increase of
adventitious roots ( Canellas et al. 2015, Mogor et al. 2021) and the activity of the
enzyme nitrate reductase (NR) (Zandonadi et al. 2007, Mora et al. 2010)that
contribute to the N assimilation process, as presented in Fig. 1c, 2c and 7, with
increments in NR activity in onion plants The activity of NR, an enzyme that
reduces nitrate to nitrite, was superior in plants treated with Lm, in cultivar ‘Alvard’ . In
‘Perfecta F1’, the treatments with the association (LAp7 and LAp2) and algae
sources separately (Lm and Ap) were higher than to the control (Fig. 1c). The
application of biostimulants containing HA can regulate important enzymes, such as
NR ( Mora et al. 2010, Zandonadi et al. 2014), as well as Ap applications have
already been associated with increased activity of NR, carotenoids, chlorophylls and
proteins (Rachidi et al. 2020), as also found in this work.

Foliar application with microalgae has already been reported to influence the
translocation of photoassimilates and increase the caliber and mass of onion bulbs
(Cordeiro et al. 2022b), red beet hypocotyl (Mdégor et al. 2018), potato tubers
(Cordeiro et al. 2022a), and tomato (Lara et al. 2022). The data (Fig. 6) indicate that
the applications stimulated the source-to-sink flow with sugars and amino acid
accumulation in bulbs, justifying the reduction of the contents in leaves at harvest,

confirming the effectiveness of the LAp association.
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These stimuli to the translocation of photoassimilates from the source (leaf)
to the sink (bulbs), providing an increase in the diameter of the bulbs, was well
characterized by the yield gains over two seasons (Fig.3 and 9).

An increase in onion bulb yield after the application of HA associated with
microalgae biomass has already been reported (Gemin et al. 2019), relating the gain
in yield to the increase in the efficiency of carbon metabolism, as also verified in the
present work, by improves on total chlorophyll and carotenoids contents in leaves
under biweekly LAp sprays (Tab.2) and sugars improvements at different time
collections by LAp (Fig.2,6 and 8).

These findings show the complexity of the mechanisms of action of both algal
sources and the need to understand which phenological stage is the most suitable for
application and the concentration of maximum efficiency. Thus, through three
experiments, were identified that the foliar sprays with the association of micronized
Lithothamnium sp and Arthrospira platensis was synergic, promoting plant growth,
improving the pigments content, total free amino acids, and NR activity in the leaves,
also total free amino acids and total sugar content in the bulbs and increase the yield

of onion by two seasons over the algal sources applied separately.
4.5 CONCLUSIONS

The foliar sprays of the association of micronized Lithothamnium sp calcareous
alga and Arthrospira platensis (LAp) allowed uniting different mechanisms of action,
increasing plant growth, stimulating plant metabolism increasing yield. Although
some variables were dependent on application frequency or cultivar, the both
combinations of LAp (LAp1 and LApZ2) increased yield for both cultivars and at both
application frequencies. Therefore, biweekly application is a more economical option

to promote onion yield gains in a nature friendly way.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A aplicagao da alga calcaria Lithothamnium micronizado, reconhecida fonte
de acido humico (AH), indicaram resultados eficientes na promogéo do enraizamento
de plantas de V. radiata, e a aplicacao de Arthrospira platensis promoveu maior
diferenciacao celular em cotilédones de pepino. A associagao destes diferentes
mecanismos de agao, alga calcaria e cianobactéria, potencializaram a germinagao
de tomate (LAp2).

O crescimento inicial de batata foi aumentado pela aplicagdo de Lm. A
aplicagao de LAp2 promoveu maior translocagéo de agucares da fonte para o dreno,
aumentando a produtividade de batata no campo.

No crescimento inicial de plantas de cebola conduzidas em vaso, Lm e LAp2
aplicados via foliar incrementaram 57% e 124%, respectivamente, na massa seca de
raizes. Além disso, as aplicacbes aumentaram a atividade da enzima nitrato
redutase (NR).

No campo, as plantas submetidas a aplicagdo com LAp2 acumularam 20% a
mais de agucares totais nos bulbos (Fig. 2a), ocasionando um aumento na
produtividade de 20%. A aplicacéo via foliar da associacédo de LAp influenciou os
teores dos pigmentos, agucares, aminoacidos, atividade da NR e,
consequentemente, no incremento na produtividade. No segundo ano de cultivo no
campo, a aplicagdo de LAp1 promoveu aumento de 17% de acgucares totais nos
bulbos quando a aplicagdo ocorreu quinzenalmente, enquanto a aplicacdo de LAp2
promoveu incremento de 18% na concentracdo de acgucares nos bulbos na
frequéncia semanal. A aplicagéo via foliar de LAp1 e LAp2 promoveram o aumento
da produtividade de cebolas em 14% e 11 % respectivamente, independente da
cultivar e da frequéncia aplicada.

Assim, a aplicagao via foliar da associagao da alga calcaria Lithothamnium
sp. micronizado e A. platensis (LAp) pode ser considerada um potencial
biofertilizante. A bioatividade de Lithothamnium esta associada a presenca de
substancias humicas na alga e ao seu efeito auxinico, enquanto A. platensis
apresentou concentragao significativa de aminoacidos. Além disso, considerando
todos os resultados obtidos neste trabalho, a aplicacédo de LAp em plantas de batata

e cebola propiciou identificar diferentes mecanismos de acdo, aumentando o
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crescimento das plantas, influenciando na fisiologia vegetal, especialmente por meio

do metabolismo do N, e, consequentemente, no aumento da produtividade.
6 CONSIDERAGOES FINAIS

As pesquisas associando diferentes algas e microalgas ainda s&o incipientes.
Todavia, ha um potencial imenso devido as moléculas identificadas nessas algas e
microalgas aplicadas na agricultura de forma isolada. O uso de Lithothamnium sp
micronizado aplicado via foliar na agricultura é recente, com os primeiros trabalhos
em 2020 e 2021, anteriormente era um produto utilizado principalmente como
corretivo de acidez e na alimentagdo animal. Quanto a cianobactéria A. platensis,
seu uso € associado ao seu alto conteudo proteico, especialmente na
suplementacgao alimentar.

Devido as baixas concentracbes utilizadas nesta pesquisa, a aplicagdo de
Lithothamnium sp micronizado (Lm) deve ter uma compreensao além do calcio e do
magnésio, como uma fonte de moléculas bioativas que no seu conjunto promovem
alteragcdes no metabolismo vegetal. Possivelmente em Lm isso se deve a presenca
de acido humico altamente bioativo e pela presencga de poliaminas em A. platensis.

Foram observadas melhorias na atividade da enzima nitrato redutase em plantas
de cebola, e consequentemente assimilagdo de nitrogénio. Essas respostas
encontradas sobre Lm e Ap aplicadas de forma isoladas e associadas mostraram
incremento nos teores de acgucares, aminoacidos e pigmentos, bem como
bioatividades similares aos efeitos da auxina e da citocinina nas plantas.

A associagdo da alga calcaria e cianobactéria pode ser considerada como
potencial biofertilizante para plantas de interesse agronémico.

Estudar a associacdo dessas algas contribuiu para entender como diferentes
mecanismos de agdo podem atuar de formas diferentes nos estadios fenoldgicos
das plantas. A partir disso, evidencia-se a importancia da continuidade das
pesquisas com essas algas, como detalhamento na atuagdo dessas moléculas
dentro das células por meio de microscopia eletronica, e identificacdo dos genes que
atuam na sinalizagdo, assim como entender a atuagdo da associacdo de Lm e Ap

em outras culturas de interesse agronémico.
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