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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar a influéncia de quatro hidrolisados
produzidos por ataque (alcalinos e &cidos) através dos residuos (raiz e caule) da lavoura de
Nicotiana tabacum (tabaco) no processo de germinacgédo de sementes e no desenvolvimento da
plantula de Oryza sativa (arroz) e Zea mays (milho). Para a condugdo dos experimentos, foi
usado como substrato papel toalha (germitest), embebido em agua destilada com volume (mL)
de 3 vezes 0 seu peso. Foram 16 tratamentos de 50 sementes cada, com 4 repeticGes, embebidas
com os hidrolisados alcalinos e acidos diluidos a 20 e 80%, pH variando entre 5 e 8, nos
volumes de 2 e 3 mL por 48 horas, para o controle as sementes foram embebidas em agua
destilada nos mesmos volumes e tempo de embebimento, apds incubadas na camara
germinadora, na temperatura de 25°C. Os experimentos foram baseados no RAS (Brasil, 2009).
A primeira abertura foi no segundo dia ap0s a incubagdo para a contagem de sementes
germinadas, usou-se como critério a protrusdo da radicula. No quarto e sétimo dia foi coletado
radiculas e partes aéreas para dessecar e apds pesagem da matéria seca para avaliacdo da
producdo de raizes e partes aéreas com o controle. Os hidrolisados produzidos por ataque
alcalino e acido possuem na sua composicdo aminoacidos e agUcares importantes para a
estimulacdo do processo de germinacdo. Concluiu-se que os hidrolisados testados néo
influenciam significativamente na aceleracdo da germinagéo, no entanto os resultados foram
promissores para considerar estas solugdes obtidas de residuos de tabaco (caule e raiz) como

potencial para estimular o crescimento da plantula de ambas as culturas testadas.



ABSTRACT

HYDROLYSATE FROM RESIDUAL TOBACCO ROOTS AND STEMS AS A
GERMINATION STIMULATION TO RICE AND CORN SEEDS. The present study
aimed to evaluate the influence of four tobacco hydrolysates produced by alkaline and acid
attack from the tobacco waste (root and stem) on seed germination process of Oryza sativa
(rice) and Zea mays (corn). For the experiments, paper towel (germitest), soaked in distilled
water with volume (mL) of 3 times its weight, was used as substrate. In the planning, it was
accomplished 16 treatments of 50 seeds each, with 4 replicates, imbibed with tobacco
hydrolysates and diluted at 20 and 80%. The pH was adjusted in 5 to 8. The imbibition step it
was used 2 and 3 mL for 48 and for the control the seeds were imbibed in distilled water in the
same volumes and time of imbibition. The incubation was in the germination chamber at a
temperature of 25°C. The experiments followed the RAS Manual (Brazil, 2009). The first
opening was on the second day after the incubation for the germinated seed count, the protrusion
of the radicle was used as criterion. On the fourth and seventh day, radicles and aerial parts
were collected to dry out and weigh. The hydrolysates produced by alkaline and acid attack had
in their composition amino acids and sugars are important for the stimulation of the germination
process. It was concluded that the hydrolysates do not significantly influence the acceleration
of germination; however, the results were promising to consider these solutions from tobacco
residues (stem and root) as potential to stimulate seedling growth of both cultures tested (rice

and corn).
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial a partir dos anos 50 levou o homem a expandir as
fronteiras agricolas, implantar novas técnicas de plantio, investir em estudos de melhoramentos
genéticos em sementes para que alcancar maior produtividade, maior resisténcia as doencas e
reduzir os impactos ambientais.

Ainda que vérios estudos recentes venham tentando esclarecer o status regulatorio dos
bioestimulantes, ndo existe definicdo legal ou regulatéria de bioestimulantes em qualquer parte
do mundo, incluindo na Europa e nos Estados Unidos, o que impede uma analise mais
pormenorizada, bem como uma listagem e categorizacao das substancias e microrganismos que
o0 conceito abrange (CALVO et al., 2014).

Portanto, métodos diferentes s&o utilizados e pesquisados a cada ano visando fomentar
a producdo atraves do melhoramento do poder germinativo de sementes, tais como a aceleracao
da germinacdo, o estabelecimento da lavoura diminuindo a competicao entre a cultura e plantas
invasoras, diminuicdo do uso de agroquimicos e antecipando o processo de maturacdo para a
colheita, como a do arroz e do milho.

Para Rathore et al. (2009), qualquer tipo de melhoria no sistema agricola que traga como
consequéncia aumento na producdo, pode reduzir o impacto ambiental negativo, estimular a
agricultura e aumentar a sustentabilidade econémica do sistema. Uma dessas abordagens é o
uso de substancias renovaveis como 0s bioestimulantes, que podem aumentar a eficacia do
fertilizante mineral convencional.

Neste sentido, varias culturas podem ser utilizadas para o desenvolvimento destes
bioestimulantes, incluindo o aproveitamento de partes de plantas ndo utilizadas para os fins que
elas sdo produzidas. O tabaco é uma planta que se encaixa nesta situacdo, uma vez que €
produzido para uso de folhas para a fabricacdo de cigarros e, raizes e caules ndo sdo utilizadas.
E uma cultura perene que no uso agricola é produzida de forma sazonal. Os restos culturais
(raizes, caules e folhas menos nobres) ndo comerciais tornam-se residuos da cultura(COLLINS
et al. 2011).

Segundo Teixeira et al. (2002) os residuos de vegetais e animais expostos na natureza e
gue possam poluir o meio ambiente podem ser transformados em outros compostos organicos,

0s quais podem ter interesse comercial.
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No municipio de Santa Cruz do Sul e municipios vizinhos, bem como outras regides do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, h4 uma grande producéo de tabaco e os residuos
vegetais gerados podem ser muito grandes, podendo sustentar um empreendimento que use este
residuo como insumo, uma vez que a logistica de transporte deste residuo pode ser conduzida
de forma organizada como ocorre com as folhas secas em estufas.

O aproveitamento destes residuos para produzir novos compostos que auxiliem no
desenvolvimento da agricultura é importante para o desenvolvimento regional e diversificacdo
do uso do tabaco.

Assim, desenvolver bioestimuladores de germinagdo tem um apelo tecnoldgico
ambiental e econémico. Devido a potencialidade de melhorar a fertilidade na germinacao,
empregando hidrolisados de uma planta produzida com adequada carga de nutrientes, buscou-
se 0 bioestimulante de germinacdo de sementes a partir de caule e raiz de tabaco, como mais
um produto comercial dos residuos da lavoura, gerando renda para o agricultor e reduzindo os
impactos ambientais.

Além disso, os bioestimulantes disponiveis no mercado séo usados na aplicacéao foliar.
Raras sdo as informacbes dos efeitos no tratamento de sementes na fase inicial do
desenvolvimento da plantula (CARVALHO et al, 2013).

Desta forma, torna-se importante a avaliacdo de hidrolisados de raiz e caule de tabaco
como bioestimulante na etapa de germinacéo e formacéo da plantula de plantas como o milho

€ 0 arroz.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Em um estudo exploratério visando uma alternativa para acelerar o processo
germinativo de sementes de arroz e milho, objetivou-se produzir quatro hidrolisados: dois por
ataque acido e dois por ataque alcalino, como aceleradores de germinacdo, empregando
residuos (raiz e caule) da producéo agricola de folhas de Nicotiana tabacum. Por conseguinte,
analisar e avaliar a influéncia destes hidrolisados como bioestimulante de germinacdo em

sementes de Oryza sativa (arroz) e Zea mays (milho).

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos tém-se:

I. Produzir dois hidrolisados por ataque acido a partir do caule e da raiz do Nicotiana
tabacum(tabaco);
I1. Produzir dois hidrolisados por ataque alcalino a partir do caule e da raiz do Nicotiana
tabacum(tabaco);
I11. Avaliar a influéncia dos hidrolisados como aceleradores de germinacdo da semente de
Oryza sativa (arroz);
IV. Auvaliar a influéncia dos hidrolisados como aceleradores de germinacdo da semente de
(Zea mays) milho;
V. Avaliar os hidrolisados como nutriente durante a germinacdo, auxiliando no

desenvolvimento das plantulas de arroz e de milho.



3 REFERENCIAL TEORICO

As plantas, cujo sistema de reproducéo € sexuado, se utilizam da semente como forma
de propagacdo. E o processo de germinacéo desta que faz gerar uma nova planta, ciclo que se
fechara com a formacao de novas sementes. Moraes (2007, p. 5) descreve: “A germinagdo ¢ um
fendmeno bioldgico que pode ser considerado botanicamente como a retomada do crescimento
do eixo embrionario, com o consequente rompimento do tegumento pela radicula”.

A germinacéo das sementes é um dos estadios fundamentais no ciclo de vida da planta,
tendo inicio com a absorcdo de dgua pela semente e seu término na protusdo da radicula e o
alongamento do eixo embrionario (BEWLEY, 1997).

O processo de germinacdo compreende diversos eventos como embebicéo, reativacéo
do metabolismo, aumento na atividade respiratéria, atividade enzimatica e de organelas, sintese
de proteinas e acidos nucléicos, hidratacdo das proteinas, mudangas estruturais e alongamento
celular, que juntos transformam a semente com baixo teor de agua e metabolismo, em uma
semente com metabolismo ativo culminando como alongamento do embrido (BEWLEY &
BLACK, 1994).

A germinacao € um processo que requer consumo consideravel de energia. Conforme
Flavio (2014), nas células vivas, os principais processos de obtencdo de energia sdo: a
respiracdo e a fermentacdo. Ambos 0s processos implicam em trocas de gases (O.e CO3) entre
as celulas e o meio. Portanto, a germinacdo é profundamente afetada pela atmosfera que
circunda a semente, e condi¢des ideais sdo fundamentais para o desenvolvimento adequado das
sementes e a formacdo de plantas saudaveis.

Para Kerbauy (2008), a palavra germinacéo refere-se ao conjunto de processos associados
ao desenvolvimento de uma estrutura reprodutiva (semente, esporo ou gema) na sua fase inicial,
este conceito é aplicado tradicionalmente ao crescimento do embrido - particularmente do eixo
radicular - em sementes maduras de espermatofitos.

Conforme Ataide (2016), no decorrer desse processo ocorre uma sequéncia de
atividades metabodlicas e reagdes quimicas, com exigéncias préoprias para estabelecer o
crescimento do embrido e a emissao das estruturas, que sao responsaveis pela formacao de uma
nova planta.

A germinacdo é um processo natural, que se desencadeia dentro das condicGes ideais
gue a semente encontra para gerar uma nova planta. No entanto, Ramos et al. (1985) destacam

a necessidade de condigOes ambientais ideais para que ocorra a germinagédo, destacando 0s
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fatores intrinsecos, como as condi¢cBes da propria semente, e extrinsecos, que sdo a agua, a
temperatura, a luz e oxigénio. No processo de germinacdo a semente absorve &gua,
desencadeando um processo metabolico que ativa as reservas nutricionais, iniciando assim o
crescimento do embri&o e o desenvolvimento da plantula.

Sob o ponto de vista fisioldégico, um terco das espécies de sementes germina logo que 0s
fatores externos oferecam condicOes favoraveis, sendo que as demais ainda permanecem em
dorméncia.

Dias-Arieria et al. (2012) relatam que o processo germinativo compreende quatro fases:
embebicdo de agua, alongamento das células, divisdo celular e diferenciacdo das células em
tecidos. Afirmam também que, sob o ponto de vista fisio-bioquimico, a germinagéo
compreende “a reidratagdo (embebigdo), aumento da respiragao, formagao de enzimas, digestao
enzimatica das reservas, mobilizacdo e transporte das reservas, assimilacdo metabdlica e

crescimento e diferenciagdo dos tecidos” (p. 171)

3.1 Fatores que afetam a germinagao

Para haver germinacdo sdo indispensaveis certas condigdes, umas proprias da semente
e outras do ambiente. Conforme Hopkins (1999), as condicGes proprias do ambiente
(extrinsecas) sdo: composicao quimica apropriada do solo; umidade adequada; arejamento (ja
que nesta fase a respiracao é muito intensa); luminosidade e temperatura adequadas.

Ja no que se refere as condicGes préprias da semente (intrinsecas), podem ser
salientadas: integridade, isto €, possuir os Orgdos essenciais (sem nenhum dano fisico e
mecanico); ter vitalidade (estar viva e respirando); maturidade (que se refere a ter o embrido
completamente desenvolvido e com reservas nutritivas acumuladas).

Conforme Floriano (2004), o processo germinativo de sementes é constituido por uma
sequéncia de eventos fisiologicos, que sofrem a influéncia de fatores externos e internos que
podem atuar por si ou em interacdo com 0s demais. Entre os primeiros, destacam-se a luz, a
temperatura, a disponibilidade de agua e de Oq; entre os fatores internos, sdo importantes 0s
inibidores e os promotores da germinacao.

Segundo Popinigis (1985) para que a germinacdo ocorra Sao necessarias gue as sementes
sejam viaveis, ou seja: condicOes internas favoraveis a germinacdo (livre de dorméncia);
condi¢des ambientais devem ser propicias (&dgua, temperatura, oxigénio, luz) e condicGes

satisfatorias de sanidade (auséncia de agentes patogénicos).
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3.1.1 Agua

Conforme Floriano (2004), a permeabilidade do tegumento é que controla a entrada de
agua na semente. Séo trés as fases distintas do processo de absorcdo de gua pela semente. A
fase | é a embebicdo, que consiste na absor¢do de agua, a qual é um processo fisico que ocorre
em consequéncia das forc¢as coloidais. Na fase Il praticamente ndo ocorre absorcdo de &gua e,
apesar de que as sementes dormentes (dorméncia do embrido) e as ndo viaveis possam chegar
a esta fase, apenas as que germinam entram na fase Ill, que coincide com o alongamento e

emergéncia da radicula ou do coledptilo. Estas fases estdo apresentadas na Figura 1.

Fase lll

Fase | Fase ll
Embibicao

Periodo . Periodo

L 7 Inicial ) Posterior .
- Crescimento

da Semente

= |nicio da reserva —
mobilizagao
Fermentacgao
Ciclo Pgb/ NO

Absorcéo de Oxigénio
Absorcdo de Agua

Ativacao da respiracao, Sintese de ATP

co imbicional

Tempo

Figura 1.Processo de germinacdo segundo modelo estudado com cevada para sementes
monocotiledéneas. Adaptado de Zhenguo et al. (2017).

Segundo Luo et al. (2017), ocorre nesta etapa um grande incremento na absorcdo de
agua, na qual ha influéncia da osmose de moléculas pequenas como glicose, sacarose, frutose,
aminodcidos, acidos organicos e outros. Estas moléculas de baixo peso molecular séo formadas

pela hidrolise de macromoléculas, reduzindo o potencial osmético.

3.1.2 Influéncia do oxigénio e géas carbdnico

Em sementes viaveis, e somente nessas, ocorre a germinacao (emergéncia da radicula
ou do coledptilo) com o consequente estabelecimento da plantula, dois processos que requerem
muita energia. Essa energia provém da respiragdo das reservas estocadas, que se realiza somente
com a presenca de oxigénio. Conforme Hopkins (1999), a germinacéo da maioria das sementes

viaveis ocorre numa atmosfera normal com 21% de O2 e 0,03% de CO2. Experiéncias em
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laboratorio constataram que o processo de germinacdo de algumas sementes é beneficiado pelo
aumento na concentracdo de O2 (TAIZ e ZEIGER, 2002; SILVA, 2010); contudo, a literatura
indica que a maioria das espécies sofre inibicdo da germinacdo com a diminuicdo da

concentragéo de Oz.

3.1.3 Temperatura

A temperatura 6tima para a germinacao depende de cada espécie. A diferenca se refere,
muitas vezes, a propria evolucdo da espécie, como clima da regido de origem, entre outros
(FLORIANO, 2004). A temperatura 6tima para a germinacdo é aquela em que ocorre, num
menor tempo, a maior percentagem de germinacdo (LUO et al, 2017). Conforme Hopkins
(1999), “acima ou abaixo deste 6timo, as sementes podem atingir 100% de germinagdo, mas o
tempo gasto sera maior e em geral, temperaturas muito baixas ou muito altas, inibem a
germinagao”.

Contudo algumas sementes embebidas requerem, para um perfeito processo de
germinacdo, um pré-tratamento com temperaturas baixas (0 a 10°C), quebrando a relagéo entre
a baixa temperatura e atemperatura étima para germinacao. Conforme Weitbrecht, et al. (2011),
o0 tratamento com baixa temperatura chama-se estratificacdo e as sementes submetidas ao frio

germinam na primavera, sendo processo comum em climas temperados, sob condi¢des naturais.

3.1.4 Luz

Existem trés tipos de sementes, de acordo com sua fotossensibilidade: as fotoblasticas
positivas, sao aquelas que tém seu processo de germinacao estimulado pela luz; se, ao contrario,
a luz inibe o processo, as sementes sdo chamadas de fotoblasticas negativas. No entanto, muitas
sementes, em que se incluem a maioria das plantas cultivadas, ndo sofrem influéncia da luz,
germinando na luz ou no escuro, chamadas de fotoblasticas neutras. De acordo com Floriano
(2004), a classificacdo ndo € definitiva, pois as sementes podem sofrer mudancas com o tempo
ou no periodo de dorméncia secundaria. As sementes secas ndo tém, em geral, sensibilidade a
luz, levando a crer que qualquer mudanca na resposta tenha relacdo com a bioquimica da

mesma.
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3.2 Teste de germinacao

Os testes germinativos antigos eram feitos pela avaliacdo fisica observacional das
sementes pelas partes interessadas. No entanto, Silva (2014) comenta que o comércio e 0
crescimento das necessidades do produto levaram a problemas relacionados a qualidade que
modificou a metodologia de avaliacéo.

Marcos Filho et al. (2009, p. 103) revelam que a finalidade dos testes de vigor §,
principalmente, “identificar diferencas associadas ao desempenho de lotes de sementes durante
0 armazenamento ou apos a semeadura, procurando destacar lotes com maior eficiéncia para o
estabelecimento do estande sob ampla variacao das condi¢des de ambiente”.

As analises precisam ser executadas em locais apropriados, que sdo os Laboratorios de
Anélise de Sementes (LAS), e sua validade é reconhecida se forem feitas com amostra
representativa dos lotes. Silva (2014), afirma que se ndo houver homogeneidade no lote ou se
ocorrer erro na amostragem, as informacdes serdo incorretas, prejudicando ou beneficiando os
interessados. Conforme a autora, “o teste mais usado para determinar a qualidade das sementes
é 0 teste de germinacao” (p. 19).

Lima Janior et al. (2010), relatam que, no Brasil, a comercializacao interna, assim como
as exportacoes, fiscalizacdo e a legislacdo de sementes tém respaldo em testes que se realizam
nos LAS, em conformidade com as Regras para Analise de Sementes (RAS), cujo amparo é
dado por forca do Decreto no 5.153, de 24 de julho de 2004, que aprovou o Sistema Nacional
de Sementes e Mudas, (Lein® 10.711, de 5 de agosto de 2003).

A semente constitui-se hum insumo de importancia fundamental no agrobusiness e
somente a sua correta avaliacdo serd capaz de permitir seu uso adequado, determinando dessa
forma, aumento da produtividade e sucesso da producdo agricola. Silva (2014, p. 19)
complementa: “As analises feitas nos laboratorios objetivam e determinam a qualidade fisica,
fisiologica e sanitaria das sementes, e sdo a Unica forma de conhecer a qualidade real de um
lote de sementes de forma segura”.

O principal objetivo da realizacdo do teste de germinacdo em laboratério € determinar
0 potencial maximo de germinacdo (BRASIL, 2009). A sua importancia reside no fato de que
o valor obtido no texto podera ser utilizado a campo, como forma de estimar o nimero de

sementes que deverdo ser utilizadas na semeadura, bem como para comparar lotes de sementes.
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3.3 Processo de germinacao

Weitbrecht et al. (2011) classificou o processo de germinagdo em trés fases:

Na fase | com a embebicdo da semente inicia a absor¢do da dgua, aumentando o volume
de &gua absorvida de acordo com a &rea umedecida, aumentando a respiracdo e ativando o
metabolismo com a liberagdo de gases e lixiviacdo de agUcares, acidos organicos, aminoécidos

e outros.

Ja na fase Il ha uma reducdo da absorcdo de agua e da atividade respiratoria,
influenciando na liberacéo de energia para os processos de digestéo, translocacao e assimilacao,
que sdo os estagios onde a semente usa as substancias de reservas armazenadas como
carboidratos, lipidios e proteinas. Na digestdo ha a decomposicdo das reservas e sua
transformac&o em substéancias solivel e difusivel; na translocagéo ha transferéncia de reservas
para o eixo embrionario, principalmente para a extremidade da plumula e da radicula e por

ultimo na assimilacdo ha a reorganizacao das reservas que formardo novos tecidos.

Na fase Il inicia o crescimento do embrido, aumenta a absorcdo de agua e a taxa de
respiracdo. Assim a germinacao pode ocorrer entre o final da fase Il e inicio da fase Ill, com a
emissdo das radiculas, coledptilo e formacdo da plantula. A representacdo do processo

metabolico de uma semente monocotileddnea esta apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Processos metabdlicos que ocorrem no embrido e no endosperma durante a
germinacdo de uma semente monocotiledénea conforme estudo realizado com a cevada de
acordo com zhenguo et al. (2017).
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3.4 Tipos de Germinagéo

Existem dois tipos de germinacdo caracterizados pela posicdo dos cotilédones. Na
germinacao epigea (Figura 3), os cotilédones ou endosperma ficam acima do solo, podendo se
tornar verdes e fotossintetizantes. Este tipo € o que ocorre, por exemplo, no feijao, na mamona
e na cebola, entre outras. Na germinacdo hipdgea (Figura 4), os cotilédones ou o gréo
permanecem sob o solo e ndo se tornam fotossintetizantes, como ocorre no sorgo, nNo arroz, No

milho, entre outras.
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Figura 3. Germinacao epigea de semente de dicotiledénea.

Fonte: HOPKINS (2010)
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Figura 4. Germinacao hipdgeade semente de monocotiledénea.

Fonte: HOPKINS (2010)
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3.5 Aceleradores de germinagéo

Muitas sdo as técnicas ou estratégias estudadas que a agricultura vem utilizando, visando
aumentar a producdo e a produtividade. Desde a adubacdo, até a manipulacdo genética das
plantas, visando maior eficiéncia produtiva, maior resisténcia a pragas e doencas, bem como,
diminuicdo do tempo semeadura/colheita, 0s processos vém se aperfeicoando e chegam aos
estimuladores de crescimento e aos aceleradores de germinagédo (DU JARDIN, 2015).

Conforme Santos et al. (2013, p. 308), “os biorreguladores favorecem a expressao do
potencial genético das plantas mediante alteragdes nos processos Vvitais e estruturais, promovem o
equilibrio hormonal e estimulam o desenvolvimento do sistema radicular”. J& Binsfeld et al.
(2014, p. 89), comenta que “os controladores hormonais, ou reguladores de crescimento
vegetal, tém despertado atencdo cada vez maior, no agronegdcio, a medida em que as técnicas
de cultivo evoluem, principalmente em culturas de grande importancia econdmica”.

Segundo Avila et al. (2016), a importancia do uso de bioestimulantes reside no fato de
que sdo substancias naturais ou sintéticas, que podem ser aplicadas nas sementes, nas plantas
ou no proprio solo, com a capacidade de mudar 0s processos vitais e estruturais das plantas,
implicando em aumento do rendimento da planta. Conforme Prieto et al. (2017), tém a
capacidade de promover o equilibrio hormonal das plantas, com o consequente favorecimento
do seu potencial genético, incitando o desenvolvimento de raizes.

Assim, os bioestimulantes apresentam aminoacidos, as auxinas, as citocininas, as
giberilinas, acido abscisico, os retardadores, os inibidores e o etileno que tem a propriedade de
influenciar ou modificar os processos fisiologicos, exercendo controle da atividade
meristematica e que aplicados exogenamente, alcancam efeitos similares ao grupo de
horménios produzidos pela planta (CASTRO et al., 2008; PRIETO et al, 2017).

Entre os beneficios resultantes da aplicacdo de bioestimulantes quimicos (de produtos
naturais ou sintéticos), esta a promog¢do do crescimento, a modulacdo do desenvolvimento de
caracteristicas de qualidade e aumento da tolerancia ao estresse ambiental. Conforme Scalon et
al. (2009), levando-se em consideracao que o desenvolvimento das plantulas é lento, a aplicacao
de bioestimulantes de crescimento pode contribuir para acelerar o processo de producdo de
mudas, melhorando a produtividade.

Os bioestimulantes, mesmo aqueles que contém minerais, normalmente tém a
capacidade de suprir todas as necessidades minerais exigidas pelas plantas, possibilitando

aumento do crescimento radicular das mesmas sem sujeita-las ao estresse, aumentando a defesa
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antioxidante. As fertilizac6es do solo s&o influenciadas pela adi¢do de nutrientes aos nutrientes
pré-existentes no solo (RATHORE et al. 200).

Colla et al. (2017) comenta que tem sido muito bem aceita a aplicacéo de hidrolisados
de proteina (PHs) como bioestimulantes em uma ampla gama de culturas horticolas e
agrondmicas. Estes PHs tém demonstrado, em grande parte das culturas, desempenhar um papel
importante como estimuladores naturais na modulacdo de plantas moleculares e de processos
fisiologicos que desencadeiam crescimento, aumentam o rendimento e aliviam o impacto do
estresse abiotico nas culturas. Ao mesmo tempo, muitos destes complexos proporcionam maior
poder de defesa da plantula.

Scalon et al. (2009) mencionam estudos que utilizaram a giberelina (GA3) e a citocinina,
em tratamentos isolados ou em associagdo em sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa
(maracuja amarelo) e Passiflora alata Curtis (maracuja doce), obtendo aumentos significativos
na germinacdo das sementes. “O efeito da giberelina baseia-se na ativacdo de enzimas
hidroliticas de reservas nutritivas disponibilizando para o embrido energia e compostos
intermediarios para o crescimento e desenvolvimento do mesmo” (p. 98).

Segundo Lana et al. (2009) os bioestimulantes agem como incremento hormonal e
nutricional na superacdo de estresses abidticos. Durante o desenvolvimento das plantas a
aplicacdo de reguladores de crescimento e no tratamento de sementes pode estimular o
desenvolvimento radicular.

Segundo Du Jardin (2015) ha uma disponibilidade de bioestimulantes numa variedade
de formulagdes e com ingredientes variados, contudo, ele classifica-os em trés grandes grupos
com base em sua fonte e conteido. Sao eles, os grupos que incluem substancias humicas (SH),
0s produtos que contém hormonas (HCPSs) e o contedo em aminoacidos (AACP). Conforme o
autor, os “HCPs, como extratos de algas marinhas, contém quantidades identificaveis de

substancias ativas de crescimento de plantas, como auxinas, citocininas ou seus derivados”.

3.5.1 Substancias himicas e acidos fulvicos

Du Jardin (2015) descreve as substancias humicas (SH) como constituintes naturais do
solo, isto é, a matéria organica, que resulta da decomposicédo de residuos vegetais, animais e da
atividade microbianos, como também da atividade metabdlicade micrébios do solo, que usam
estes substratos. Halpern et al. (2015) descrevem as substancias himicas como colecbes de
compostos heterogéneos, originalmente categorizados de acordo com seu peso molecular e

solubilidade em huminas, acidos himicos e acidos fulvicos. Estes compostos apresentam
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dindmicas complexas de associagdo/dissociacdo em coldides supramoleculares, que sofrem a
influéncia das raizes das plantas através da libertagdo de protGes e exsudados. Assim, a
interacdo entre a agdo microbidtica, a matéria organica e as raizes das plantas no solo tem como
resultado essas SH.

Desde h& muito tem sido reconhecido o valor das SH como substancias que contribuem
para a fertilidade do solo, agindo de forma fisica, fisico-quimica, quimica e biolégica. Na forma
de bioestimulante, os beneficios das SH referem-se a melhoria da nutricao da raiz, através de

diferentes mecanismos.

3.5.2 Hidrolisados de proteinas e outros compostos contendo Nitrogénio (N)

A obtencdo de aminoacidos e misturas de peptideos ocorre por hidrolise protéica
enzimatica de subprodutos agroindustriais, de fontes vegetais (residuos da colheita) ou residuos
animais (CALVO et al., 2014). Conforme Du Jardin (2015, p. 5), “estes compostos
demonstraram desempenhar varios papé€is como bioestimulantes do crescimento das plantas”.
Halpern et al. (2015) destacam os efeitos diretos nas plantas, destacando a modulacdo da
absorcdo e assimilacdo de N, que ocorre pela regulacdo de enzimas envolvidas na assimilacao
de N e de seus genes estruturais, atuando na via de sinalizacdo de aquisicdo de N nas raizes.

Dias-Arieria et al. (2012) afirmam que existem efeitos indiretos importantes na nutricao
e crescimento quando sdo aplicados hidrolisados de proteinas as plantas e solos. Conforme Du
Jardin (2015, p. 5), “sabe-se que os hidrolisados de proteinas aumentam biomassa e atividade

microbiana, respiracdo do solo, melhorando a fertilidade”.

3.5.3 Extratos de algas marinhas e vegetais

N&o é algo novo a utilizacdo de algas frescas como fonte de matéria organica e
fertilizante na agricultura; contudo, de acordo com Rathore et al. (2009), os seus efeitos como
bioestimulantes foram estudados e explorados apenas recentemente. Substancias bioativas
extraidas de algas marinhas sdo utilizadas em culturas agricolas e horticolas, com excelentes
resultados em termos de aumento de rendimento e de qualidade. As algas agem nos solos e nas
plantas (DU JARDIN, 2015).

Rathore et al. (2009) e Calvo et al. (2014) relatam a atividade das algas martinhas sobre

as plantas em diversos estagios. Como fertilizante, seu efeito nutricional se manifesta pela
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provisdo de macro e micronutrientes. Nas sementes, geram impactos germinativos,
determinando o crescimento e desenvolvimento adicionais, associados a efeitos hormonais, que
se constituem nas principais causas de atividade de bioestimulacdo em plantas cultivadas.

Em ensaios laboratoriais, Craigie (2011) identificou nos extratos de algas marinhas
citocininas, auxinas, acido abscisico, giberilinas e outras classes de compostos semelhantes a

hormdnios, como: esterdis e poliaminas.

3.5.4 Quitosana e outros biopolimeros

A quitosana é uma forma de biopolimero quitina acetilada, produzida naturalmente e
industrialmente. Halpern et al. (2015) relatam os efeitos fisioldgicos dos oligbmeros de
quitosana em plantas, como resultado da capacidade deste composto policatiénico para ligar
uma ampla gama de componentes celulares, incluindo DNA, membrana plasmatica e

constituintes da parede celular.

3.5.5 Compostos inorganicos

Os elementos benéficos sdo aqueles elementos quimicos capazes de promover o
crescimento das plantas, sendo essenciais para algumas em particular, contudo néo
necessariamente para todas as plantas (DU JARDIN, 2012). Entre esses, ainda sdo destacados
elementos essenciais, quais sejam o aluminio (Al), o cobalto (Co), o sodio (Na), o selénio (Se)
e o silicio (Si), que estdo presentes em solos e em plantas como diferentes sais inorganicos, bem
como em formas insolveis de silica amorfa (SiO2nH20) em espécies graminaceas (CRAIGIE,
2011).

A literatura cientifica é farta em relatar efeitos de elementos benéficos dos compostos
inorganicos, como a promog¢do do crescimento das plantas (RATHORE et al., 2009; DIAS-
ARIERIA et al., 2012; DU JARDIN, 2015), a qualidade de produtos vegetais (CALVO et al.,
2014;)e a tolerancia ao estresse abidtico (CALVO et al., 2014; DU JARDIN, 2015; COLLA et
al., 2017). Possuem funcéo bioestimulante, pois atuam no crescimento das plantas, aumentando
a eficiéncia nutricional e a tolerancia ao estresse abiotico (DU JARDIN, 2015), ainda que esses

sais (cloretos, fosfatos, fosfitos, silicatos e carbonatos) tenham sido utilizados como fungicidas.
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3.5.6 Fungos

Existe uma interagdo, estabelecida de diferentes maneiras, entre as raizes das plantas e
os fungos, a partir de simbioses mutualistas, isto €, ambos 0s organismos vivem em contato
direto entre si estabelecendo relacdes mutuamente benéficas. De acordo com Du Jardin (2015,
p. 6), “fungos de micorrizas sdo um grupo heterogéneo de taxons que estabelecem simbioses
com mais de 90% de todas as espécies de plantas.

Gianinazzi et al. (2010), comenta o crescente interesse pela utilizagdo de micorriza
como medida de desenvolver uma agricultura sustentavel, levando em consideracdo que
existem beneficios das simbioses para a eficiéncia nutricional (para ambos 0s macronutrientes,
especialmente P, e micronutrientes), balanco hidrico, protecéo do estresse bidtico e abidtico de
plantas amplamente aceitos.

Para Halpern et al. (2015), quando aplicados as plantas com o intuito de promover a
eficiéncia nutricional, a tolerancia ao estresse, o rendimento das culturas e a qualidade do
produto, os produtos a base de fungos podem ser considerados como bioestimulantes. Para
Collaet al. (2015), considerando os efeitos acima descritos, esses endéfitos fungicos podem ser
considerados como bioestimulantes, mesmo que a sua utilizacdo primaria seja como

biopesticidas.

3.5.7 Bactérias

As bactérias estdo em constante interagdo com as plantas, de todas as formas possiveis.
Conforme Du Jardin (2012), no que diz respeito a utilizacdo de bioestimulantes na agricultura,
0 autor destaca dois como 0s principais tipos que devem ser considerados, dentro de uma
diversidade taxonémica, funcional e ecoldgica: (a) endossimbiontes, tipo Rhizobium, ¢ um
“biofertilizador, isto €, inoculante microbiano que facilita a aquisicdo de nutrientes pelas
plantas” (DU JARDIN, 2015, p. 7).e (b) GPRs mutualistas e rizosféricos, que € um vegetal
rizobactérias promotor do crescimento, com multifuncionalidade e influenciando na vida
vegetal em todos os aspectos: nutri¢do e crescimento, morfogénese e desenvolvimento, resposta
ao estresse biodtico/abidtico e interagdes com outros organismos nos agroecossistemas
(HALPERN et al., 2015).
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Apesar de apresentar resultados préticos inconsistentes, de acordo com Berendsen et al.
(2012), cresce no mercado mundial a utilizacdo de bioestimulantes bacterianos, e atualmente
os inoculantes GPR sdo considerados como um tipo de "probidticos" de plantas, ou seja,

estimuladores muito eficientes da nutri¢éo e da imunidade.

3.5.8 Caracteristicas comuns dos bioestimulantes

Os bioestimulantes tém sido utilizados de forma muito ampla na agricultura, seja para
acelerar o crescimento das plantas, para melhorar suas defesas ou para estimular o poder
germinativo de sementes. Faria (2017, p. 22) comenta que a aplicacdo de bioestimulante, o
Stimulates, em sementes de Phaseolus vulgaris L. (feijdo comum) “proporcionou melhor
uniformidade de germinacéo, favorecendo o surgimento de plantulas com qualidade superior”.
Conforme a autora, “as plantas desenvolveram raizes mais vigorosas, maior quantidade de
massa seca, tendo seu crescimento e 0 comprimento total superiores aos encontrados nas plantas
ndo tratadas, aspecto que certamente influi positivamente na produtividade das plantas”.

E diversificada a natureza dos bioestimulantes, pois, conforme Gomez-Merino e Trejo-
Téllez (2015), envolve substdncias e microrganismos. Estas substancias podem ser de
composicao Unica, como a glicina e betaina, ou grupos de compostos de origem natural, como
os extratos de algas marinhas. Também as funcdes fisiologicas dos bioestimulantes, isto €,
qualquer acdo nos processos da planta é diversa. Para Du Jardin (2015, p. 8), os beneficios
agricolas advindos do uso de bioestimulantes sdo “econémicos e ambientais e se traduzem em
maior rendimento da safra, economia de fertilizantes, aumento da qualidade e rentabilidade dos
cultivos, produtos melhores, servigos ecossistémicos, etc.”.

Ainda no que se refere as caracteristicas dos bioestimulantes, Du Jardin (2015, p. 8)
comenta que “os efeitos cientificamente demonstrados de todos os bioestimulantes convergem
para pelo menos um ou varios das seguintes funcGes: aumenta a eficiéncia da nutricdo,
tolerancia ao estresse abiotico e/ou caracteristicas de qualidade da cultura”.

Avila et al.(2008) (apud SILVA et al., 2017) comentam que tem se destacado o uso de
bioestimulantes por se constituirem em substancias naturais ou sintéticas que, ao serem
aplicadas as sementes, plantas e solo, promovem mudangas nos processos Vitais e estruturais

das plantas e aumentando o rendimento das mesmas.
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3.6 Nicotiana tabacum (tabaco)

Segundo Collins e Hawks (2011) o tabaco tem como origem a América Central, no
México, leste dos USA e Canad4, era plantado o tabaco do género Nicotiana rustica, de folhas
pequenas e uma grande concentracao de nicotina. J& o Nicotiana tabacum de folhas largas pode
ser originario do Norte da Argentina ou Sudeste da Bolivia. Cultivado entre as latitudes 60°
Norte e 40° Sul, é uma planta perene suscetivel a baixas temperaturas, ndo resistindo a fortes
geadas, onde as partes aéreas (caule e folhas) sdo as primeiras a morrerem, as raizes ainda

resistem por mais algum tempo.

Da planta do tabaco, a principal parte comercial sdo suas folhas para a fabricacéo de

cigarros, também utilizada como matéria prima para a producao de outros produtos.

O tabaco é semeado no sistema float (flutuante) no més de maio, o transplante pode
variar entre 60 a 90 dias em funcédo da cobertura e escolha da data pelo produtor em meados do
més de julho, estendendo-se até os meses de agosto e setembro. O processo de colheita inicia
em torno de 60 dias apds o transplante, comecando pelas folhas baixeiras, oriundas das
sementeiras, em condi¢fes normais em media amadurecem 2 a 4 folhas por semana,
estendendo-se a colheita das folhas em 5 a 7 semanas.Portanto, na colheita das folhas utilizadas
na industria de cigarros ha um processo de coleta organizada classificadas por grupo: baixeiras

(baixa); semimeeiras; meeiras; alto pé e ponteiras (alta) (LUDTKE, 2016).

Ao final da colheita restam na lavoura raizes, caules e folhas ndo comercializaveis, como
mostra a Figura 5, seguido a exterminacdo dos restos culturais (raizes e caules), com objetivo
de reduzir o desenvolvimento e proliferacdo de varios insetos e agentes patogénicos para o
proximo plantio(COLLINS e HAWKS, 2011).

O tabaco de estufa possui em sua constituicao, substancias organicas entre elas acidos
organicos; alcaldides, bases organicas, compostos nitrogenados, carboidratos, resinas e 6leos
essenciais (COLLINS e HAWKS, 2011).
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Figura 5. Registro fotogréafico do residuo de tabaco na lavoura da ExpoAgro Afubra.

3.7 Arroze milho

Segundo a Organizagédo das Na¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO),
é produzido atualmente no mundo em torno de 2,5 bilhGes de toneladas de grdos. Na safra de
2016/2017 a producdo de grdos de milho atingiu 1,06 bilhdes de toneladas, sendo o responsavel
por uma producao de mais de 40% dos gréos produzidos mundialmente. O milho é de extrema
importancia na alimentacdo humana e animal, também na producdo de combustiveis e na
fabricacéo de outros produtos como medicamentos e colas.

O arroz e o milho sdo culturas de grande expressividade econémica para o Brasil e
alimentos mundialmente importantes.

De Melo Machado (2010) argumenta que o arroz é alimento basico em grande parte dos
paises asidticos e compfe juntamente com outros, como feijdo, agucar, soja e milho, um
complexo que suprem muitas das necessidades nutricionais fundamentais do homem. Por sua
vez, 0 milho comp@e a base da alimentacdo de muitos animais que alimentam o homem e
mesmo a alimentacdo deste, na forma de farinhas e em formas industrializadas.

Dada a importancia destes dois cereais para a vida humana, destaca-se a importancia de
melhorar a sua producdo e sua produtividade, buscando todas as possiveis alternativas para que
se possa produzir melhor e em menos tempo.

O arroz e o milho pertencem a classe das monocotiledéneas por possuirem um soO
cotilédone, raizes fasciculadas com origem em Gnico ponto, as substancias que vdo nutrir o
embrido estdo armazenadas no endosperma.

Com relacdo a fisiologia da germinacédo do arroz no final do processo de maturacéo das
sementes, o desenvolvimento do embrido é interrompido, entrando em estado de laténcia,

havendo o blogueio das atividades metabolicas. As sementes de arroz depois de colhidas entram
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em estado de dorméncia, porque o tegumento e o pericarpo impossibilitam a entrada de Oz pela

acdo dos inibidores intrinsecos da germinacéo.

Entende-se que sementes quiescentes apresentam condic¢fes intrinsecas normais e
permanecem em repouso fisioldgico devido a auséncia de condicBes favoraveis do ambiente
(extrinsecas), as sementes dormentes sdo aquelas que ndo retomam o crescimento do embrido,

mesmo sob condic¢Bes favoraveis, devido aos fatores intrinsecos (PESKE et al., 1998).

O processo de germinacdo da semente de milho comeca com a absorcdo de agua,
reativando 0s mecanismos bioquimicos e fisioldgicos até a emissao da radicula (RESENDE et
al., 2003).

Segundo Taiz e Zeiger (2002)a partir da absorcdo de adgua pelo embrido € ativado o
acido giberélico que vai ativar as amilases da camada da aleurona e do escutelo liberadas no
endosperma; as giberilinas também véo ativar as proteases que séo liberadas da camada da
aleurona seguidas pela ativacdo das amilases com a desramifica¢do, hidrolisando o amido do
endosperma com as proteases agindo na digestdo de proteinas para aminoacidos, 0s produtos
resultantes destes processos sdo exportados para o escutelo com o inicio do desenvolvimento.
A primeira estrutura a surgir é a radicula, seguida pelo coledptilo. Conforme imagens mostradas

da germinacéo do milho no capitulo de resultados.



4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas, sendo a primeira a producao do hidrolisado
de caule e raiz residuais da producéo de tabaco, os quais remanescem na lavoura apés-colheita
das folhas para a fabricacdo de cigarros. A segunda etapa foi constituida de testes de germinacao
com sementes de arroz e milho, empregando os hidrolisados produzidos na primeira etapa. A
pesquisa foi conduzida conforme a Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma da metodologia.

Para a producao dos hidrolisados foram utilizados o caule e a raiz do tabaco Virginia,
residuais da colheita de folhas, comumente utilizadas para a producédo de cigarros. Os ensaios
de germinacdo foram realizados com sementes das culturas de Oryza sativa L. (arroz) e Zea
mays (milho). As amostras do caule e da raiz do Nicotiana tabacum (tabaco) foram coletadas

em uma lavoura do municipio de Arroio do Tigre/RS.

As sementes de arroz testadas eram da variedade Bluebelle e as sementes de milho
conhecidas como sementes crioulas, procedentes de agricultores da regido, adquiridas na loja
Agro Comercial Kist & Heemann, em Santa Cruz do Sul/RS. Optou-se por estas sementes para
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testar os hidrolisados por estarem livres de quaisquer tratamentos quimicos ou biolégicos que
poderiam interferir nos resultados da pesquisa.

4.2  Local da Pesquisa

O estudo foi realizado nos laboratdrios do Centro de Exceléncia em Produtos e Processos
Oleoquimica e Biotecnoldgicos e no laboratério de Processamento de Gréos, do Curso de
Engenharia Agricola da Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC, na cidade de Santa Cruz
do Sul - /RS.

4.3 Preparacgao dos hidrolisados

Para a preparacdo dos hidrolisados, os caules e raizes do tabaco foram submetidos a
retirada de residuos s6lidos tais como: solo, gramineas e outros, apos lavados em dgua corrente,
secados, cortados em pedacos menores e triturados até atingirem granulos de 20 a 80 mesh.

Figura 7. Amostra do caule e raiz triturados.

4.4  Producao dos Hidrolisados acidos e alcalinos por atague

Para a producdo dos hidrolisados &cidos e alcalinos das raizes e caules do tabaco seguiu-se
as seguintes técnicas: para os hidrolisados &cidos utilizaram-se os volumes de 1000 mL de
solucéo de &cido sulfarico a 1%, para hidrolisar 100 g das amostras (10% das biomassas). Para
produzir os hidrolisados alcalinos de iguais volumes e pesos, usou-se hidréxido de sodio a 1%.
As solucbes foram colocadas em autoclave por 1 hora a 121°C. Os hidrolisados produzidos
foram centrifugados (velocidade de 4000 rpm por 15 minutos em temperatura de 20°C) e 0s

sobrenadantes (fase liquido-hidrolisado) foram separados e o pH foi ajustado para
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aproximadamente 5 a 8 com solucéo de hidroxido de sédio a 20% para os hidrolisados acidos
e para os hidrolisados alcalinos o pH foi ajustado com solucdo de &cido sulfurico a 20%. Os
valores de pH (inicial e final) estdo apresentados na Tabela 1.

Os hidrolisados foram analisados por Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
determinar a presenca de agUcares. Partes das solugfes foram armazenadas para a realizagdo de

outros testes.

As analises dos hidrolisados para identificar e quantificar aminoacidos foram realizadas
por HPLC no Parque Cientifico e Tecnoldgico da UNIVATES - TECNOVATES em Lajeado.

Apos as separacdes dos hidrolisados, os precipitados foram retirados, lavados com agua
deionizada, filtrados em funil de Biichner e secos em estufa a 80°C até peso constante. Os

valores encontrados corresponderam a fracdo ndo hidrolisada das amostras.

Tabela 1.pH inicial e final dos hidrolisados

Hidrolisado Amostra pH inicial pH final
Raiz 11,56 7,37
Alcalino
Caule 11,51 7,30
Raiz 1,43 5,40
Acido
Caule 1,41 8,49

Para os testes de germinacdo foram utilizadas bandejas plasticas, sacos plasticos
transparentes, potes transparentes descartaveis com tampas, caixas organizadoras de plastico
incolor, pipeta graduada, papel toalha (germitest), pinca anatdmica serrilhada, balanca digital
centesimal/divisdo 0,001g, agua potavel, solucdes acidas e alcalinas nas concentracoes de 20 e
80% e camara para germinacdo e entomologia (germinador com alternancia de temperatura e
fotoperiodo JP 1000) estufa.

No primeiro ensaio as sementes foram submetidas al6tratamentoscom 4 repetices por
lote com 50sementes cada, acondicionadas em potes plasticos descartaveis e com tampa. Para
a realizacédo do planejamento de experimento foram necessérias 3200sementes o cultivar Oryza

sativa L. (arroz) (Figura 8A) e 3200 sementes da cultivar Zea mays (milho) (Figura 8B).
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Para identificacdo dos lotes usou-se a numeracdo de 1 a 16; as letras “C” para o
hidrolisado do caule”, “R” para o hidrolisado da raiz, “Cont” para controle dgua (H20), “A”
para semente de arroz. “M” para semente de milho, “AC” para o hidrolisado acido, “ALC” para
o hidrolisado alcalino, para as concentracdes das soluc¢des 20 e 80%, volumes das solu¢bes 2mL

e 3mL para o embebimento (Figura 9) das sementes e “T” tempo para abertura, contagem e

coleta das radiculas e parte aérea.

Figura 9.SolucBes de hidrolisados do caule e da raiz (20 e 80%), produzidos por ataque
alcalino e acido e respectivas etapas de embebimento.

4.5 Teste de germinagéo

As sementes de Oryza sativa L. (arroz) e Zea mays (milho) foram escolhidas
aleatoriamente de um todo maior, separadas em 16 lotes de 50 sementes cada, acondicionadas
em potes plasticos descartaveis transparentes com tampa, previamente identificados (origem,

espécie, niUmero experimento, solugdo, concentragdo da solucdo, volume de embebimento e
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tempo de incubacdo). As sementes foram embebidas nas solucBes &cidas e alcalinas nas
concentracdes de 20 e 80% e volumes de 2 e 3 mL pelo periodo de 48 horas, baseadas com o
RAS —Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).

Como substrato usou-se papel toalha (germitest) previamente embebidas em &gua
potavel, na proporcédo de 3,0 vezes 0 peso do substrato seco e o resultado igual ao volume (mL)
de 4gua usado para o embebimento do mesmo. As sementes foram semeadas entre papel (EP),
distribuidas na proporcéo de 5 X 10 totalizando 50 sementes por folha, também embebidas em
agua potavel. Apés enroladas em forma de cartucho e acondicionadas em sacos plasticos
transparentes, para evitar contato e interferéncias entre os experimentos, posicionadas em
caixas plasticas transparentes com tampa e colocadas na camara germinadora ligada na energia,
regulada 24 horas antes na temperatura de 25°Ce luz artificial branca produzida por 4 lampadas
fluorescentes de 40 W cada, com periodos programados, simulando o fotoperiodo de 10 horas
diarias (BRASIL, 2009).

A primeira abertura dos experimentos para contagem das sementes germinadas do arroz
e do milho foi de48 h apo6s a incubacdo. Como critério de avaliagdo para os testes dos
hidrolisados foram observadas as taxas de emergéncia da radicula, coleoptilo ou vice-versa
(parte aérea) e a contagem da quantidade de sementes germinadas. No quarto e sétimo dia de
incubacdo os cartuchos de papel foram abertos para contaras sementes germinadas, coletar
radiculas e partes aéreas, dessecar e pesar as massas secas. As massas coletadas foram
depositadas separadamente em copos plasticos descartaveis, identificados por cultura,
experimento e lote, levadas para secagem em estufa com circulador de ar na temperatura de
48°C, durante 3 dias. Ap0s a secagem as amostras da matéria seca foram pesadas e comparadas
com as amostras coletadas dos experimentos dos controles. Os experimentos de nimerol ao
namero 8, corresponderam a 4 dias de incubacdo e o0s experimentos denimero9ao niimero16,
corresponderam a 7 dias de incubacdo. As massas secas das partes aéreas e das raizes foram

pesadas e 0s resultados expressos em gramas.

4.6 Tratamento estatistico

Para interpretacdo dos resultados estatisticamente usou-se o software Chemoface v1.6 e
o software Graph Pad Prism 7.04.Conhecendo os resultados de pesagem das matérias secas
(radiculas e partes aéreas) de cada ensaio e 0s resultados dos percentuais de sementes

germinadas, foram inseridos no software Chemoface v1.61, também foi empregado o teste
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Mann Whitney com software Graph Pad Prism 7.04 para a analise de significancia, quando
identificou diferencas significativas identificadas por valor de p < 0,05, fornecendo informacdes
das influéncias, interferéncias e agdes dos hidrolisados produzidos do caule e raiz do tabaco no

processo da estimulacdo de germinacdo das sementes de arroz e milho



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacéo dos hidrolisados de caule e raiz de tabaco

A Anélise elementar realizada por CHNS demonstrou que os caules e raizes de tabaco
empregados como matéria prima para a producéo dos hidrolisados apresentaram a composi¢cdo
da Tabela 2.Estes resultados indicam a presenca de elementos como Carbono mais do que 40%,
Nitrogénio <3% e Enxofre aproximadamente 1%, tanto na raiz como no caule. Estes elementos
compbem as estruturas celulares e a composicao quimica mais importante para a formagédo do
tecido vegetal. A composicdo em CHNS inclui as proteinas, que ao serem hidrolisadas separa-
se aminoacidos e polissacarideos que hidrolisam em acgucares, produtos da quebra em moléculas
menores devido a hidrélise alcalina ou acida.

Tabela 2 Analise elementar de caule e raiz de tabaco coletados em lavouras do Vale do Rio
Pardo.

Amostra  CARBONO (%) HIDROGENIO (%) NITROGENIO ENXOFRE (%)

Ccvci 40,85 5,90 1,62 1,04
Ccvc2 40,66 5,86 1,52 1,04
Média CVC 40,75 5,88 1,57 1,04
RVC1 42,49 591 1,93 1,01
RVC2 42,66 6,06 1,97 1,08
Média RVC 42,57 5,98 1,95 1,04
CAT1 41,14 6,07 2,53 1,08
CAT2 40,89 6,00 2,36 1,04
Média CAT 41,01 6,03 2,44 1,06
RAT1 40,70 6,08 2,03 1,08
RAT2 41,45 6,18 2,13 1,12
Média RAT 41,07 6,13 2,08 1,10

CVC e RCV- Caule e Raiz de tabaco coletado em Vera Cruz; CAT e RAT - Caule e Raiz de tabaco coletado em
Arroio do Tigre.

Os residuos de tabaco foram analisados quanto a presenca de polissacarideos através da
hidrolise com acido concentrado. Os resultados da hidrélise indicam que aproximadamente
60% da mistura de caule e raiz de tabaco colhidas por pé de tabaco remanescente na lavoura,
correspondem a polissacarideos. Estes polissacarideos apresentam principalmente monémeros

de glicose, demonstrando que este residuo é rico em celulose.

No que se refere a producéo de hidrolisados &cidos e alcalinos destes residuos de tabaco

destaca-se que a hidrolise controlada pode gerar os aglcares que estdo na Tabela 3.
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Tabela 3. Teor de aglcares presentes nos polissacarideos contidos nas amostras de caule e
raiz de tabaco.

Amostra glicose xilose arabinose total
1 38,66 14,07 4,67 57,40

2 36,01 15,09 9,43 60,52

3 31,27 17,75 10,98 60,00
Média 35,31 15,63 8,36 59,30

A presenca de agUcares no hidrolisado pode ser um fator importante, uma vez que,
conforme Galdiano et al. (2013) em estudo com Cattleya violacea (Kunth) actcar sdo fonte de
energia durante a respiracdo e, portanto, atuam como precursores para a biossintese de
componentes estruturais e funcionais como oligossacarideos, aminoacidos e outras moléculas.
No hidrolisado, um suprimento exdgeno de agucar, pode-se estar contribuindo para as reservas
de amido e sacarose na plantula e acelerando as adaptacdes fisiologicas. Além disso, Oliveira
Junior et al. (2009) apresentam para o milho resultados que indicam que concentracdes baixas
de glicose podem ocasionar estimulo na germinacédo e desenvolvimento e, concentracGes altas

podem retardar o desenvolvimento devido a formacdo de do acido abscisico.

Segundo CASTRO et al. (2014) a utilizacdo de aminoacidos na agricultura vem sendo
aplicada por varios anos em diversas culturas no Brasil e no Mundo. Sao relatados por técnicos
e produtores os beneficios no emprego destes produtos, porém ha divergéncias na utilizacéo de

aminodcidos, visto que os efeitos ndo tém sido significativos.

S&o poucos os trabalhos cientificos que comprovam suas eficiéncias, visto que com a
aplicacdo de fertilizantes dificulta a analise da eficiéncia dos aminoacidos nas plantas
(CARVALHO et al.,, 2013). Diversas sdo as hipoteses sobre os efeitos e funcdes dos
aminodacidos no desenvolvimento das plantas, podem ser: na sintese de proteinas, compostos
intermediarios dos hormonios vegetais enddgenos, efeitos em nutrientes e agroquimicos, maior
resisténcia ao estresse hidrico, a temperaturas elevadas e maior tolerancia ao ataque de doencas
e pragas. No entanto, estas hipdteses ainda necessitam de pesquisas, pois existem duvidas ainda

no que se refere a absorcdo de aminoacidos exdgenos e onde se da 0 metabolismo vegetal.

Aminoacidos podem influir na protecdo das plantas, na atuagdo dos sais minerais e
agroquimicos ou desenvolvendo a absorcéo e efeitos destes produtos. Os amino&cidos podem

ser inseridos como antiestressantes, influenciar nos processos morfofisiolégicos do vegetal
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como incentivador de um horménio enddgeno ou de enzimas e da disponibilidade de compostos
formadores de crescimento (CASTRO, 2014).

Nos resultados encontrados destaca-se a presenca dos aminoéacidos de asparagina,
glutamina, alanina, fenilalamina e lisina como mostram a Tabela 4, mostrando que os
hidrolisados podem servir de uma fonte de aminoacidos.

Tabela 4. Teor de aminoéacidos encontrados nos hidrolisados utilizados nos experimentos de
germinacéo de sementes de milho e arroz.

AMostras Tratamento alcalino Tratamento 4cido
Caule de tabaco Raiz de tabaco Caule de tabaco Raiz de tabaco

Asparagina (umol mL™?) 3,33 0,99 9,95 2,23
Treonina (umol mL™) 0,16 0,21 1,25 0,31
Serina (umol mL™) 1,08 0,82 5,73 0,55
Glutamina (umol mL™?) 10,76 <LD <LD <LD
Prolina (umol mL™) <LD <LD <LD <LD
Glicina (umol mL™) 0,70 0,43 0,73 0,37
Alanina (umol mL?) 3,32 1,40 4,16 1,41
Cisteina (umol mL™) 0,26 0,13 0,71 0,33
Valina (umol mL?) 0,11 0,18 0,34 0,25
Metionina (umol mL™) 0,63 0,15 1,07 0,48
Isoleucina (umol mL™) 0,51 0,37 2,10 1,45
Leucina (umol mL?) 0,82 0,37 0,99 0,65
Tirosina (umol mL™) 0,37 0,24 0,96 0,87
Fenilalanina (umol mL™) 1,73 1,13 3,17 1,16
Histidina (umol mL™?) 0,02 <LD 0,02 <LD
Lisina (umol mL™) 17,38 4,60 19,54 3,52
Arginina (umol mL?) <LD <LD <LD <LD

Apos o tratamento alcalino do caule de tabaco observa-se uma maior concentracdo de
lisina, alanina, glutamina e asparagina. Ja o hidrolisado por ataque alcalino de raiz de tabaco,
apresentou menos aminoacidos totais. A partir do hidrolisado &cido, observa-se um
comportamento similar para caule e raiz, no entanto, os aminoacidos de destaque sao

asparagina, serina, isoleucina, fenilalanina e lisina.

Dentre estes, destaca-se a asparagina, que € um dos principais aminoacidos fixadores e
transportadores de nitrogénio na seiva do xilema e a glutamina por transportar o nitrogénio
organico, agindo no crescimento e no desenvolvimento das plantas. A glutamina influencia na
fitomassa e na produtividade (LEA et al., 20; FERREIRA et al., 2002).
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De todos os aminodcidos encontrados, a lisina esta em maior concentracdo nos
hidrolisados. Isto se reflete na germinagcdo uma vez que Castro e Carvalho (2014) apresentam
que 0s aminoécidos essenciais &cidos glutamicos, lisina, histidina, fenilalanina, leucina,
isoleucina, valina, serina e prolina, tém efeito positivo no crescimento, nas condicdes estudas

pelo autor.

A importancia da presenca destes aminoacidos no hidrolisado é comprovada por Castro
e Carvalho (2014) ao apresentar que estas substancias séo absorvidas em germinacéo e plantulas

em desenvolvimento, como citado para orquideas.

5.2 Estudo de germinagédo com sementes de arroz

Os resultados obtidos de avaliacdo dos hidrolisados na estimulacdo de germinacao das

sementes de arroz estéo descritos a seguir.

5.2.1 Influéncia dos hidrolisados na taxa de germinacao de semente de arroz

5.2.1.1 Hidrolisado da raiz de tabaco

Para avaliar a influéncia dos hidrolisados na germinacdo das sementes usou-se como
critério o inicio do alongamento do eixo embrionario (BEWLEY e BLACK, 1994). Séo
visualizados na Tabela 5 os resultados do primeiro e do segundo experimento dos hidrolisados
por ataque acido e alcalino, produzidos da raiz do tabaco, utilizando os volumes de 2 e 3 mL

para o embebimento das sementes.

Observou-se que no primeiro experimento, no segundo dia de incubacdo, as taxas de
germinagdo do experimento “RA13”, embebido com 3 mL do hidrolisado alcalino diluido a
20% e comparado com o controle, tiveram a mesma taxa de sementes germinadas. Porém, no
sétimo dia de incubacdo, observou-se que 0s experimentos aumentaram as taxas de germinacgéo
e o experimento “RA8”, embebido com 3 mL do hidrolisado acido, obteve a taxa de sementes
germinadas de 94%. No sétimo dia observou-se que o hidrolisado acido, diluido a 80% e com
volume de embebimento de 3 mL, aumentou a taxa de sementes germinadas em 94%. Assim,
0s hidrolisados produzidos da raiz do tabaco néo influenciaram no processo de aceleragéo da

germinacgéo das sementes, comparado com o controle no segundo dia de incubadora. Observou-
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se que no sétimo dia de incubagdo o fator tempo e o hidrolisado &cido, diluido a 80% e com
volume de embebimento de 3 mL aumentaram Ja no segundo experimento observou-se que o
melhor resultado, no segundo dia de incubacéo, foi o experimento “RA16” embebido com o
hidrolisado &cido, diluido a 80% e com volume de embebimento de 3 mL, o qual apresentou
uma taxa de germinacdo de 74%. Comparado com o controle também com 3 mL de
embebimento das sementes, o resultado néo foi significativamente superior (68% de sementes
germinadas).

Observou-se que 0s experimentos tiveram uma taxa de germinagdo crescente com
destaque para o0 RA1 que alcangou 90% de germinacdo. No entanto, os melhores resultados
foram proximos aos melhores resultados com o controle. Um exemplo do resultado encontrado

pode ser observado na Figura 10.

C D

Figura 10.Registro fotografico do primeiro experimento RA13 com hidrolisado da raiz de
tabaco e Controle A7 no segundo e sétimo dia de incubacio que apresentaram os melhores
resultados para germinagdo de semente de arroz. Onde: A) 2° dia “RA13” 88% germinagdo,
B) 2° dia “Controle” 88% germinac¢do;, C) 7° dia “RAI13” 88% germinag¢do, D) 7° dia
“Controle 7 88% germinagado.



Tabela 5. Taxa de germinacéo de semente de arroz estimulada por hidrolisado de raiz (HR) de tabaco no primeiro e segundo experimento.

Volume Tempo de incubacéo (dias)
Primeiro experimento Segundo experimento
Identificacdo  Tipo de hidrolisado  Diluicdo (%) Embebimento(mL) 2(%) 7(%) 9(%) 2(%) 4(%) 6(%) 7(%)
R-A-1 Alcalino 20 2 74 86 50 78 90
R-A-2 Acido 20 2 76 86 52 72 72
R-A-3 Alcalino 80 2 78 82 60 76 76
R-A-4 Acido 80 2 60 74 46 70 70
R-A-5 Alcalino 20 3 76 86 46 78 80
R-A-6 Acido 20 3 74 86 62 68 76
R-A-7 Alcalino 80 3 70 70 40 64 70
R-A-8 Acido 80 3 82 94 48 72 72
R-A-9 Alcalino 20 2 86 92 54 78 78
R-A-10 Acido 20 2 76 90 60 72 72
R-A-11 Alcalino 80 2 56 78 46 62 62
R-A-12 Acido 80 2 74 84 54 72 72
R-A-13 Alcalino 20 3 88 88 54 72 72
R-A-14 Acido 20 3 80 86 62 72 72
R-A-15 Alcalino 80 3 70 74 46 64 64
R-A-16 Acido 80 3 76 80 74 82 82
Cont -1 - - 2 74 84
Cont - 2 - - 3 88 88
Cont -1 2 50 80
Cont - 2 3 68 88




5.2.1.2 Hidrolisado do caule de tabaco

Com relacdo aos resultados dos hidrolisados obtidos a partir do caule do tabaco, séo
visualizados os dados da Tabela 6. Estes dados se referem ao primeiro e segundo experimento

com os hidrolisados por ataque acido e alcalino.

Observou-se no segundo dia de incubagdo que, no primeiro experimento, o melhor
resultado comparado com o controle que apresentou 88% de sementes germinadas, foi o
experimento “CA6”, com taxa de 84% de sementes germinadas. No sétimo dia de incubacéo,
observou-se que o experimento “CA1”, destacou-se dos demais experimentos com taxa de

94%de sementes germinadas.

Ja no segundo experimento observou-se que, 0 melhor resultado no segundo dia de
incubacéo, foi 0 experimento “CA9”, embebido com o hidrolisado alcalino, diluido a 20% e
com volume de embebimento de 2mL, obteve-se uma taxa de germinacgdo de 78%. No sétimo
dia de incubacédo observou-se que 0s experimentos em sua maioria aumentaram as taxas de
germinacdo e comparados com o controle que manteve a taxa de germinacdo em 88% até o
final do experimento. Um exemplo do tratamento com hidrolisados do caule estdo na Figura
11.

Assim constatou-se a taxa de germinacdo alta com todos os hidrolisados e com o
controle. Para identificar se hd um efeito positivo na germinacdo de arroz é necessario avaliar

estatisticamente.



Tabela 6. Taxa de germinacéo de semente de arroz estimulada por hidrolisado de caule (HC) de tabaco no primeiro e segundo experimento.
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Volume Tempo de incubacéo (dias)
Tipo de 1° Exp. 2° EXp.
Identificacio hidrolisado Diluicdo(%) Embebimento(mL) 2 7 9 2 4 7 9
C-A-1 alcalino 20 2 80 94 62 64 72
C-A-2 acido 20 2 80 90 56 70 76
C-A-3 alcalino 80 2 40 62 52 72 72
C-A-4 acido 80 2 50 74 56 74 84
C-A-5 alcalino 20 3 74 86 44 62 64
C-A-6 acido 20 3 84 86 60 78 80
C-A-7 alcalino 80 3 68 82 56 76 78
C-A-8 acido 80 3 48 70 46 70 70
C-A-9 alcalino 20 2 64 76 78 78 78
C-A-10 acido 20 2 70 86 74 78 78
C-A-11 alcalino 80 2 60 70 68 80 80
C-A-12 acido 80 2 58 82 64 70 70
C-A-13 alcalino 20 3 76 78 66 80 80
C-A-14 acido 20 3 70 72 60 60 60
C-A-15 alcalino 80 3 58 64 64 76 76
C-A-16 acido 80 3 66 80 60 68 68
Cont -1 - - 2 74 84
Cont - 2 - - 3 88 88
Cont -1 2 50 80
Cont - 2 3 68 88




Figura 11. Registro fotografico do experimento RA13que apresentou o melhor resultado para
germinagdo de semente de arroz com hidrolisado da raiz de tabaco. Onde: A) 2° dia “CA6”
84% germinacdo; B) 2° dia “Controle 7" 88% germinagdo; C) 7° dia “CA1” 94% germinago;
D) 7° dia “Controle 7" 88% germinagao.

5.2.1.3 Comparacdes com o controle

Considerando todos os experimentos comparados ao controle, identifica-se uma
tendéncia geral de maior nimero de sementes germinadas quando 0s experimentos sdo
comparados ao controle com adgua, como mostra a Figura 12. Estes resultados foram analisados
com multiplas comparac6es, empregando método ndo paramétrico (Friedman Test). Com este
teste estatistico ndo foram encontradas diferencas significativas entre as germinacdes
empregando HR, HC e H20.
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Figura 12. Representacéo gréafica do numero de sementes de arroz germinadas com relacdo a
cada tratamento do planejamento experimental para os hidrolisados do caule de tabaco (HC)
e para os hidrolisados da raiz de tabaco (HR) comparados a germinagdo em dgua nas mesmas
condicdes.

A diferenca considerando todos os experimentos com hidrolisados do tabaco comparado
ao numero de sementes germinadas em agua esta na Figura 13.
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Figura 13. Germinacdo de sementes de arroz no segundo dia de incubacédo em relacdo aos
tratamentos realizados com hidrolisado de raiz (H.R.), hidrolisado de caule (H.C.) e &gua como
controle.
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aéreas coletadas na germinacéo das sementes de arroz
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Influéncia dos hidrolisados como estimulante na formacdo de radiculas e partes

Os resultados foram analisados a partir do software Chemoface v1.61. Identifica-se o

efeito das variaveis obtendo-se os gréficos de pareto da Figura 14.

Conforme ¢ visualizado nos graficos de pareto, o grafico “A”, referente ao primeiro

experimento onde foram testados os hidrolisados produzidos do caule do tabaco, a variavel

tempo de incubacdo foi relevante na producdo de massa aérea. Nografico “B”, hidrolisado de

caule de tabaco e massa de raiz formada; “C” hidrolisado de raiz de tabaco e massa de parte

aérea emergiu e “D” hidrolisado de raiz de tabaco e massa de raiz formada, ndo interferiram no

processo de germinagao.

No entanto as variagdes dos experimentos levam o tratamento estatistico a néo encontrar

significancia. A dispersao dos resultados pode ser observada na Figura 23.
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Figura 14. Graficos de pareto referente ao primeiro e segundo experimento, considerando a
variavel tempo de germinacéo de semente de arroz, volume de hidrolisado no embebimento e
diluicdo do hidrolisado, sendo: A) hidrolisado de caule de tabaco e massa de parte aérea
emergiu; B) hidrolisado de caule de tabaco e massa de raiz formada;C) hidrolisado de raiz de
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tabaco e massa de parte aérea emergio;D) hidrolisado de raiz de tabaco e massa de raiz
formada.

5.2.3 Analise das massas com relagdo ao tipo de hidrolisado

Na Figura 15 apresentamos os graficos 3D do material coletado da parte aérea dos
experimentos do arroz realizados com hidrolisado ataque alcalino, respectivamente do caule
(HC-Alc) e da raiz (HR-Alc) de tabaco.
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Figura 15. Graficos 3D do estudo da producdo de massa da parte aérea formada na
germinacdo de sementes de arroz empregando hidrolisado alcalino (A) do caule de tabaco
apos 7 dias de incubacdo e (B) da raiz de tabaco apds 7dias de incubacéo.

Observou-se que,independentemente do tempo de incubacéo, o hidrolisado por ataque
alcalino apresentou mais massa de parte aérea quandoforam mais diluidos. Quando utilizamos
o hidrolisado de raiz de tabaco houve uma diferenca no comportamento visualizado comparado
com a utilizacdo de hidrolisado de caule de tabaco. Neste caso, 0os melhores resultados foram

encontrados com diferentes volumes de embebicéo.

Na Figura 16 apresentamos os graficos 3D do material coletado da parte aérea dos
experimentos realizados com hidrolisado por ataque acido respectivamente, do caule (HC-Ac)
e da raiz (HR-Ac) de tabaco.
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Figura 16. Graficos 3D do estudo da producdo de massa da parte aérea formada na
germinacdo de sementes de arroz empregando hidrolisado acido (A) do caule de tabaco apds
7 dias de incubacéo e (B) da raiz de tabaco apos 7dias de incubac&o.

Com relacéo a massa de raiz observou-se que ha diferenca entre o resultado obtido para
o hidrolisado acido de raiz e hidrolisado &cido de caule (Figura 17). Para o hidrolisado de caule
de tabaco e da raiz os melhores resultados foram obtidos com maior diluicdo. Resultado
semelhante é observado com o hidrolisado alcalino para a formagéo de raizes, no entanto, a

diferenca do efeito da diluicdo € mais acentuada, como mostra a Figura 18.

Observou-se também, que o menor volume de embebicao levou a melhores resultados
de formacéo de raizes na germinacéo, tanto para o hidrolisado acido (Figura 17) como para o

hidrolisado alcalino (Figura 18), com excecdo do HR-Ac.
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Figura 17. Gréficos 3D do estudo de germinacédo do arroz empregando hidrolisado &cido do
caule de tabaco ap6s 4 (A) e 7 (B) dias e da raiz de tabaco ap6s 4 (C) e 7 (D) considerando a
massa de raiz coletada.
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Figura 18. Graficos 3D do estudo de germinagdo do arroz empregando hidrolisado alcalino
do caule de tabaco apds 4 (A) e 7 (B) dias e da raiz de tabaco apos 4 (C) e 7 (D) considerando
a massa de raiz.

As médias das massas coletadas obtidas da raiz e da parte aérea de arroz na germinacgao
estdo na Figura 19. Considerando todos os experimentos ndo se observa diferenca entre os
resultados. No entanto, considerando os dados pareados para cada experimento (Tabela 7),
observa-se que ha significativamente mais massa de parte aérea com os hidrolisados da raiz

(alcalino e &cido) e do caule (acido) comparados aos respectivos controles.
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Figura 19. Representacdo gréafica considerando média e desvio padrdo das amostras.
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Tabela 7. Valores de p obtidos a partir das médias das massas obtidas de parte aérea e de raiz
de arroz apds germinacdo apos cada conjunto de experimentos, empregando o teste Mann
Whitney com software Graph Pad Prism 7.0 onde ((p < 0,05).

Valor de p
Massa parte aérea Raiz
Alcalino 0,0404 0,9591
Hidrolisado da raiz Acido 0,0002 0,6657
Alcalino 0,2786 0,3823
Hidrolisado do caule Acido 0,0011 0,7984

5.3 Estudo da germinagao com sementes de milho

5.3.1 Influéncia dos hidrolisados como estimulante na formacédo de radiculas e parte
aérea na germinacao de milho

5.3.1.1 Hidrolisado da raiz de tabaco

Para avaliar a influéncia dos hidrolisados na germinacdo das sementes de milho usou-
se como critério o inicio do alongamento do eixo embrionario, protrusdo de radiculas e

coledptilos ou vice-versa. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Sé&o visualizados na Tabela 8 os resultados do primeiro e segundo experimento com 0s
hidrolisados acido e alcalino produzidos da raiz do tabaco. N&o se observou visualmente no
segundo dia de incubacdo, tanto no primeiro como no segundo experimento, diferenca na
aceleracdo da germinacdo quando comparados com o controle. Na Figura 20 apresenta-se 0

registro fotografico de um dos experimentos com os hidrolisados e controle para o milho.

B

Figura 20. Registro fotografico dos experimentos que apresentaram melhores resultados para
germinacdo de semente de milho com hidrolisado da raiz de tabaco. Onde: A) Experimento
“RM 12" acido 100% e B) Controle 100%.
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Tabela 8. Taxa de germinacéo de semente de milho estimulada por hidrolisado de raiz (HR)de tabaco no primeiro e segundoexperimento.

Volume Tempo de incubacéo (dias)
Tipo de 1° EXp. 2° EXp.
Identificacio hidrolisado Diluicdo(%) Embebimento(mL) 2 4 7 2 4 7 9
R-M-1 alcalino 20 2 96 98 98 98 98 98
R-M-2 acido 20 2 94 94 94 96 100 100
R-M-3 alcalino 80 2 84 96 96 92 100 100
R-M-4 acido 80 2 98 98 98 92 96 96
R-M-5 alcalino 20 3 100 100 100 94 96 96
R-M-6 acido 20 3 100 100 100 96 100 100
R-M-7 alcalino 80 3 92 94 94 90 96 96
R-M-8 acido 80 3 90 98 98 94 98 98
R-M-9 alcalino 20 2 98 98 98 100 100 100
R- M -10 acido 20 2 92 96 96 96 98 98
R-M-11 alcalino 80 2 94 96 96 98 98 98
R - M-12 acido 80 2 100 100 100 90 96 96
R - M-13 alcalino 20 3 96 98 98 98 98 98
R - M-14 acido 20 3 96 96 96 94 94 94
R - M-15 alcalino 80 3 86 96 96 96 96 96
R - M-16 acido 80 3 94 94 94 84 90 90
Cont -1 - - 2 100 100
Cont - 2 - - 3 98 100
Cont -1 2 100
Cont - 2 3 100
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5.3.1.2 Hidrolisados do caule de tabaco

No segundo experimento no segundo dia de incubacdo abriram-se os cartuchos de papel
toalha das sementes de milho, embebidas no hidrolisado (caule) acido e alcalino, diluidos a 20
e 80% (Tabela 9). Observou-se que 75% dos experimentos apresentaram um indice igual ou
maior que 90% de sementes germinadas com os melhores resultados para 0s experimentos “C-
M-6" do hidrolisado acido diluido a 20% e volume de embebimento de 3 mL com taxa de 100%
de sementes germinadas. O experimento “C-M-2”, que foi com hidrolisado &cido diluido a 20%
e volume de embebimento de 2 mL, apresentou taxa de 96% de sementes germinadas,
aumentando a taxa no quarto dia para 100% de germinacdo. No experimento “C-M- 167,
embebido no hidrolisado acido, diluido a 80% e volume de embebicdo de 3 mL, observou-se
que no segundo dia de incubagdo 96% das sementes germinaram, aumentando a taxa no quarto

dia para 100%. A representacdo fotografica do experimento C-M-6 esta na Figura 21.

Figura 21. Registro fotografico do experimento CM6que apresentou melhor rendimento para
germinacao de semente de milho com hidrolisado de caule de tabaco.



Tabela 9. Taxa de germinacéo de semente de milho estimulada por hidrolisado do caule (HC) de tabaco no primeiro e segundo experimento.
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Volume Tempo de incubacéo (dias)
Tipo de 1° EXp. 2° Exp.

Identificacio hidrolisado Diluicdo(%) Embebimento(mL) 2 4 7 2 4 7 9
C-M-1 alcalino 20 2 96 98 98 98 98 98
C-M-2 acido 20 2 94 94 94 100 100 100
C-M-3 alcalino 80 2 84 96 96 94 98 98
C-M-4 acido 80 2 98 98 98 90 96 98
C-M-5 alcalino 20 3 100 100 100 98 100 100
C-M-6 acido 20 3 100 100 100 98 98 98
C-M-7 alcalino 80 3 92 94 94 94 94 96
C-M-8 acido 80 3 90 98 98 100 100 100
C-M-9 alcalino 20 2 98 98 98 94 98 98 98
C-M-10 acido 20 2 92 96 96 98 98 98 98
C-M-11 alcalino 80 2 94 96 96 94 98 98 98
C-M-12 acido 80 2 100 100 100 98 100 100 100
C-M-13 alcalino 20 3 96 98 98 100 100 100 100
C-M-14 acido 20 3 96 96 96 92 94 94 94
C-M-15 alcalino 80 3 86 96 96 94 98 100 100
C-M-16 acido 80 3 94 94 94 96 100 100 100
Cont -1 - - 2 100 100
Cont - 2 - - 3 98 100
Cont -1 2 100
Cont - 2 3 100
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5.3.1.3 Comparagdes com o controle

Analisando comparativamente a agua (controle) obteve-se o grafico da Figura 22.
Visualmente observa-se a mesma taxa de germinagao para todos os experimentos. Além disso,
na andlise estatistica de todos o0s experimentos do planejamento, comparados para as mesmas

variaveis, nao houve diferenca significativa (p>0,05).
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Figura 22. Germinagdo de sementes de milho no segundo dia de incubacédo em relacdo aos
tratamentos realizados com hidrolisado de raiz (H.R.), hidrolisado de caule (H.C.) e &gua como
controle.

Os dados plotados no grafico da Figura 23 referente a germinacdo do milho comparados
aos dados anteriormente plotados na Figura 12 referente a germinacao do arroz demonstram
que os hidrolisados influenciaram de forma diferente nestes dois tipos de semente.
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Figura 23 Representacdo gréafica do nimero de sementes de milho germinadas com relacéo a
cada tratamento do planejamento experimental para os hidrolisados do caule de tabaco (HC)
e para os hidrolisados da raiz de tabaco (HR) comparados a germinagdo em 4gua nas mesmas
condigdes.
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5.3.2 Massa de parte aérea e raiz coletada na germinacéo de semente de milho

Com relacdo as variaveis controladas no planejamento de experimentos, os resultados
foram analisados a partir do software Chemoface v1.61, visando identificar o efeito das
variaveis obtendo-se os graficos de pareto da Figura 24. Observou-se que para a massa de parte

aérea e massa de raiz com os hidrolisados de caule e raiz de tabaco, houve um efeito

significativo de crescimento em relacdo ao tempo de incubacao.
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Figura 24. Graficos de pareto referente ao primeiro e segundo experimento, considerando as
variaveis, tempo de germinacédo de semente de milho, volume de hidrolisado no embebimento
e diluicao do hidrolisado, sendo: A) hidrolisado de caule de tabaco e massa de parte aérea
eclodida; B) hidrolisado de caule de tabaco e massa de raiz formada; C) hidrolisado de raiz
de tabaco e massa de parte aérea eclodida; D) hidrolisado de raiz de tabaco e massa de raiz
formada.

5.3.3 Analise das massas com relagdo ao tipo de hidrolisado

Na Figura 25 e Figura 26apresentamos os graficos 3D do material coletado da parte aérea dos

experimentos realizados com hidrolisado alcalino e hidrolisado acido, respectivamente do caule
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e da raiz de tabaco. Observam-se nos graficos da Figura 25 que para o hidrolisado alcalino de
caule de tabaco houve maior massa coletada de parte aérea quando foi empregado 3mL de
hidrolisado no embebimento e diluido a 20%, o mesmo resultado foi observado para o
hidrolisado de raiz de tabaco.

Para o hidrolisado &cido, a menor dilui¢do do hidrolisado também apresentou a maior massa

de parte aérea coletada.
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Figura 25. Gréaficos 3D do estudo de germinagdo do milho empregando hidrolisado alcalino
do caule de tabaco apos 7 dias (A) e da raiz de tabaco apos 7dias (B) considerando a massa
da parte aérea coletada.
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Figura 26. Graficos 3D do estudo de germinacéo do milho empregando hidrolisado acido do
caule de tabaco ap6s 7dias (A) e da raiz de tabaco ap6s 7 dias (B) considerando a massa da
parte aérea coletada.

Com relacdo a massa de raiz coletada quando a germinacdo foi realizada com
hidrolisados do caule, apresenta-se 0 comportamento do planejamento na Figura 27 e Figura

28. Tanto com o hidrolisado alcalino de caule como o de raiz de tabaco, observa-se que 0s
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melhores resultados sdo encontrados com as solu¢@es mais diluidas, sendo que no primeiro, a

massa foi maior com 3 mL de embebimento e no segundo, com 2 mL. O mesmo ocorreu para
os hidrolisados &cidos.
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Figura 27. Graficos 3D do estudo de germinacdo do milho empregando hidrolisado alcalino
do caule de tabaco apds 7 dias (A) e da raiz de tabaco apds 7dias (B) considerando a massa da
raiz coletada.

Wolume inoculado (ML) 2o

Massa (g)

Massa (g)

e a0
25

40
‘olume inoculado (ML) 2 2 Yolume diluigso (%) Yolume inoculado (ML) 2 m Yalume diluigéo (%)

(A) (B)

40

Figura 28. Graficos 3D do estudo de germinagdo do milho empregando hidrolisado &cido do

caule de tabaco ap0s 7 dias (A) dias e da raiz de tabaco apds 7 (B) considerando a massa da
raiz coletada.

Os valores de massas no controle foram comparados aos valores obtidos para as
amostras de hidrolisados de caule e de raiz de tabaco. Os graficos que representam o conjunto
de experimentos do planejamento comparados ao controle estdo na Figura 29. E o tratamento
estatistico destes dados esta na Tabela 10. Esta tabela mostra que houve diferenca significativa

entre 0 controle e os resultados com hidrolisados acidos do caule e alcalino da raiz para
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producdo de raiz. E para a produgdo de massa aérea foi o hidrolisado acido da raiz e acido do

caule como mostra os valores de p obtidos pelo teste Mann Whitney.
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Figura 29. Representacéo gréafica considerando média e desvio padréo das amostras.

Tabela 10. Valores de p obtidos a partir das médias das massas obtidas de parte aérea e de
raiz de milho apds germinacéo ap6s cada conjunto de experimentos, empregando o teste Mann
Whitney com software Graph Pad Prism 7.04onde (p < 0,05).

Valor de p
massa parte aérea raiz
Alcalino 0,3823 0,0281
Hidrolisado da raiz Acido 0,0207 0,9591
Alcalino 0,7209 0,7209
Hidrolisado do caule Acido 0,0281 0,0281

Portanto, com os resultados da Tabela 9, comprovou-se que ha um maior crescimento da
plantula quando se utilizou hidrolisados de residuo de tabaco para a embebicdo das sementes

de milho.



6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No primeiro e segundo experimento com as sementes de arroz, o0 melhor resultado no
segundo dia de incubacdo, foi com o hidrolisado alcalino, diluido a 20% e 2 mL de volume de
embebicdo, produzido a partir da raiz do tabaco. Na contagem das sementes observou-se que
86% das sementes germinaram, no sétimo dia de incubacdo houve a formacdo das raizes
secundérias e que os hidrolisados influenciaram também na emissdo de pelos absorventes.
Considerando o fator tempo de incubacdo, os hidrolisados, &cido e alcalino, interferiram e
surtiram efeitos no processo de germinacdo e desenvolvimento da parte aérea das sementes de
arroz independentemente dos volumes de 2 e 3mL usados na embebigdo.

No primeiro e segundo experimento com as sementes de milho, o melhor resultado
obteve-se no segundo dia de incubacéo, com os hidrolisados produzidos do caule e da raiz do
tabaco. O hidrolisado do ataque &cido diluido a 20%, independentemente dos volumes de
embebicéo, apresentou taxas de 100% de sementes germinadas, no sétimo dia de incubacao,
houve o surgimento das raizes nodais ou fasciculadas (sistema radicular definitivo).
Considerando o fator tempo de incubacéo, os hidrolisados obtidos por ataque &cido e alcalino,
interferiram e surtiram efeitos no processo de germinacdo, radicular e partes aéreas das
sementes de milho, independentemente dos volumes 2 e 3mL usados na embebicéo.

Comparando estes resultados encontrados com sementes de arroz e de milho com outras
pesquisas ja publicadas com bioestimulantes, identifica-se que o principal resultado encontrado
com os hidrolisados de tabaco (raiz e caule), obtidos por ataque acido ou alcalino, foram
relacionados ao crescimento da plantula. Isso é evidenciado pelo trabalho realizado por Prado
Neto et al. (2007).

Prado Neto et al. (2007) destacou que o emprego de estimulante de germinacao leva a
maiores indices de germinacdo e a um maior alongamento celular das plantulas, identificado
por um comprimento total maior em relacdo ao controle. Este resultado foi relacionado a
presenca de acido giberélico no produto estimulante e a pesquisa destes autores foi realizada
com sementes de Jenipapo.

O efeito de aminoéacidos, presentes nos hidrolisados, pode ser relacionado a processo vital
que controla o crescimento, marcado pela produtividade final ou pode ser relacionado a
processos de inibicdo (CARVALHO et al., 2013). No contexto deste trabalho ndo foi possivel
identificar acdo inibitdria preponderante a a¢do de estimulante, causada pelos hidrolisados, uma

vez que os resultados foram iguais ou melhores que os resultados obtidos com o controle (dgua),
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tanto no periodo inicial da germinacdo (alongamento do embrido e protrusdo da radicula) como

no crescimento da plantula.

Com base na comprovacao de que o caule de tabaco hidrolisado contribuiu com diferentes
aminoacidos no tratamento pode-se constatar que estes hidrolisados tém potencial para agir
como biorregulador de crescimento, sendo necessario analisar em estudos futuros a composi¢éo

de outros compostos de interesse como as giberilinas, citocinina e auxina.

Por outro lado, segundo Carvalho et al. (2013), a bioestimulacdo da germinacdo e a
formac&o de plantulas pode ajudar a planta em situacdes de déficit hidrico quando ha tratamento
com aminoé&cidos. Desta forma, a diluicdo do hidrolisado para a aplicacdo do bioestimulante

nas sementes pode ser tambem um fator a ser mais explorado em trabalhos futuros.

Segundo Scalon et al. (2009) os bioestimulantes atuam no crescimento (divisdo e
alongamento celular) sendo relacionados a absorcdo e utilizacdo de nutrientes pela planta.

Destaca-se ainda que a regulagem do crescimento possa ser reflexo da presenca de
substancias no tratamento que podem promover, inibir ou mesmo, modificar 0s processos

fisiologicos dos tecidos vegetais (DINIZ et al., 2007).

Com relacdo a germinacao observou-se que os resultados foram similares para o controle
e para os hidrolisados, ndo demonstrando que sdo mais adequados para a superacdo da
dorméncia, como foi observado com o produto comercial Booster ® para diasporos de Teca

(Tectona grandis), o qual apresenta extrato de algas na composicao (SOUZA et al., 2016).

Desta forma, existem aspectos importantes a serem explorados para identificar se hd uma
promocdo do crescimento, no entanto, o uso de hidrolisado de caule e de raiz ja demonstram
que sdo adequados para promover o crescimento da plantula como foi observado nos resultados
apresentados para a formacdo de massa de parte aérea e de raiz apresentados anteriormente para

0 arroz e para o milho.

Assim, resultados relevantes sobre crescimento da planta empregando bioestimulantes
diversos, corroboram com os resultados encontrados nesta pesquisa, sdo apresentados por
Selanon et al. (2014), Scalon et al. (2009), Klahold (2005), Santos et al. (2013) e atuam no

crescimento de varias plantas.



7 CONCLUSAO

Na avaliagéo dos resultados apresentados nos experimentos dos hidrolisados produzidos
do caule e da raiz do tabaco e testados nas sementes de arroz e milho foi possivel concluir que
0s objetivos estudados foram alcangados.

Com relacdo a producdo dos hidrolisados obtidos por ataque acido e alcalino a partir
do caule e da raiz do Nicotiana tabacum (tabaco) foi possivel constatar que pelos dois métodos
houve a formacdo de hidrolisados com composi¢do importante para estimulacédo do processo
de germinacéo.

Com o uso dos hidrolisados, obtidos por ataque acido ou alcalino, de residuos da lavoura
de tabaco (caule e raiz) em experimentos de germinacdo controlada ndo foi observado
influéncia significativa na aceleracdo da germinagéo, tanto das sementes de arroz como de
milho.

Por outro lado, avaliando as massas de parte aérea e de raiz produzidas durante a
germinacéo controlada de sementes de arroz e milho (massa seca) tratadas com os hidrolisados,
foi possivel concluir que os hidrolisados testados tém potencial para estimular o crescimento
da plantula de ambas as culturas testadas.

Assim, destaca-se que o0 emprego de biomassa residual das lavouras de tabaco (raiz e
caule), a qual ndo é atualmente aproveitada economicamente, pode ser um fator de inducéo da
economia regional uma vez que, podem-se obter beneficios de produtividade em lavouras de
outras culturas com o emprego de hidrolisados desta biomassa residual.

Além disso, ha beneficios para os fumicultores que podem dar um destino a biomassa
residual, reduzindo o uso de agroquimicos devido a potencialidade de desenvolvimento de
agentes patdgenos na cultura do tabaco de uma safra para outra, evidenciado pela atual
manutencdo do residuo na lavoura.

Por ultimo, o desenvolvimento de novos produtos oriundos de residuos agricola, neste
caso, os hidrolisados de tabaco, é um elo da Universidade com o desenvolvimento econdmico
regional, viabilizado pelo uso da infraestrutura do Parque Cientifico e Tecnoldgico Regional —
TECNOUNISC, onde foi realizada esta pesquisa.



8 TRABALHOS FUTUROS

Alguns trabalhos que podem ser desenvolvidos a partir deste trabalho:

- Avaliar o uso de hidrolisados microbianos de caule e raiz de tabaco.

- Avaliar em sistemas de plantio o emprego dos hidrolisados;

- Estudar a composicdo completa dos hidrolisados identificando outras moléculas
presentes e que possam interferir no desenvolvimento da planta;

- Continuar estudando as dosagens ideais para o crescimento, vigor da plantula;

- Realizar o estudo do hidrolisado para bioestimulante foliar;

- Realizar estudos do hidrolisado nas culturas estudadas e outras em laboratorio e a
campo.

- Realizar estudos do hidrolisado na resisténcia e produtividade das culturas, entre

outras.
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