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RESUMO 

 
As microalgas verdes são microrganismos fotossintetizantes com grande 

potencial biotecnológico, incluindo uso como biofertilizantes e bioestimulantes na 

agricultura. Entre elas, o gênero Monoraphidium se destaca pelo rápido 

crescimento e pela produção de biomassa rica em compostos bioativos. Este 

estudo investigou o potencial bioestimulante da biomassa de Monoraphidium sp. 

(CCMA-UFSCar-664) sobre a germinação e o crescimento inicial do tomate- 

cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), além de realizar a 

caracterização molecular da cepa. A curva de crescimento em meio CHU12 

permitiu determinar o ponto ideal de coleta da biomassa para os experimentos. 

Nos ensaios de germinação, embora o percentual germinativo não tenha 

apresentado diferenças significativas, algumas concentrações favoreceram o 

desenvolvimento inicial das plântulas, especialmente o alongamento do 

hipocótilo, indicando efeito bioestimulante em fases precoces. Em vasos, a 

aplicação foliar da biomassa resultou em maior comprimento da parte aérea e 

maior massa fresca de raízes em concentrações intermediárias, evidenciando 

seu potencial para estimular o crescimento vegetativo. Na etapa molecular, três 

métodos de extração de DNA foram comparados, sendo o protocolo CTAB 

modificado (C2) o mais eficiente, fornecendo DNA íntegro adequado para PCR. 

As análises de sequenciamento e filogenia, com base nos genes 18S rRNA e 

tufA, confirmaram a identidade da cepa como pertencente ao gênero 

Monoraphidium, embora com resolução limitada em nível de espécie, reforçando 

a necessidade de marcadores adicionais. De modo geral, os resultados indicam 

que a biomassa de Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) possui potencial 

como bioestimulante nas fases iniciais do tomate-cereja, destacando a 

importância de estudos complementares para aprimorar sua caracterização 

taxonômica e validar seu uso em maior escala. 

PALAVRAS-CHAVE: bioestimulante; bioinsumo; Chlorophyceae; filogenia 

molecular; microalgas. 



xiii  

ABSTRACT 

 
Green microalgae are photosynthetic microorganisms with great biotechnological 

potential, including their use as biofertilizers and biostimulants in agriculture. 

Among them, the genus Monoraphidium stands out for its rapid growth and the 

production of biomass rich in bioactive compounds. This study investigated the 

biostimulant potential of Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) biomass on 

the germination and early growth of cherry tomato (Solanum lycopersicum var. 

cerasiforme), as well as the molecular characterization of the strain. The growth 

curve in CHU12 medium allowed determination of the optimal biomass collection 

point for the experiments. In germination assays, although the germination 

percentage did not show significant differences, some concentrations promoted 

initial seedling development, especially hypocotyl elongation, indicating a 

biostimulant effect in early growth stages. In pot experiments, foliar application of 

the biomass resulted in increased shoot length and higher fresh root mass at 

intermediate concentrations, highlighting its potential to stimulate vegetative 

growth. In the molecular stage, three DNA extraction methods were compared, 

with the modified CTAB protocol (C2) being the most efficient, providing intact 

DNA suitable for PCR. Sequencing and phylogenetic analyses based on the 18S 

rRNA and tufA genes confirmed the strain’s identity as belonging to the genus 

Monoraphidium, although with limited resolution at the species level, emphasizing 

the need for additional markers. Overall, the results indicate that Monoraphidium 

sp. (CCMA-UFSCar-664) biomass has potential as a biostimulant in the early 

stages of cherry tomato growth, highlighting the importance of complementary 

studies to improve taxonomic characterization and validate its use on a larger 

scale. 

KEYWORDS: biostimulant; bioinput; Chlorophyceae; microalgae; molecular 

phylogeny 
 
 

 
. 
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1. INTRODUÇÃO 

As microalgas vêm ganhando destaque nas últimas décadas devido à 

sua versatilidade biológica, caracterizada por estrutura unicelular simples, alta 

eficiência fotossintética, rápida taxa de crescimento e capacidade de produzir 

compostos com múltiplas funções de interesse biotecnológico (Supraja; 

Behera; Balasubramanian, 2020). Em razão dessas características, têm sido 

amplamente estudadas em áreas como produção de biocombustíveis, 

tratamento de efluentes, obtenção de biomoléculas, bem como na indústria 

farmacêutica e alimentícia, além do desenvolvimento de insumos agrícolas 

(Gonçalves et al., 2023; Su et al., 2023). 

No contexto agrícola, a biomassa microalgal tem sido aplicada tanto 

como biofertilizante quanto como bioestimulante. Esse potencial já é 

explorado em tecnologias como a primeira patente verde da Universidade 

Federal do Paraná, que descreve um biofertilizante à base de microalgas 

aplicado em alface desde as mudas até o cultivo em campo (Mógor, Gilda, 

2020). Assim, seu uso surge como uma estratégia sustentável capaz de 

complementar e reduzir a dependência de fertilizantes químicos 

convencionais na agricultura moderna. 

Em síntese, biofertilizantes são preparações contendo microrganismos 

vivos que aumentam a disponibilidade de nutrientes no solo, enquanto 

bioestimulantes correspondem a substâncias ou extratos capazes de modular 

respostas fisiológicas sem fornecer nutrientes diretamente (Miranda et al., 

2024). Ambos favorecem o crescimento, a qualidade, o rendimento e a 

tolerância das plantas ao estresse abiótico (Rouphael; Colla, 2018), podendo 

ser aplicados via foliar, no solo ou em sementes, com efeitos positivos já 

observados em diferentes culturas, como trigo, soja e milho (Parmar et al., 

2023). 

Em um estudo conduzido por Bumandalai e Tserennadmid (2019), a 

aplicação de Chlorella vulgaris em sementes de tomate e pepino resultou em 

aumento significativo do comprimento radicular e da parte aérea das plântulas. 

De forma similar, a biomassa de Scenedesmus obliquus, aplicada diretamente 
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ao solo, elevou em 48,52% a massa seca de alface em comparação a 

plantas não fertilizadas (Díaz et al., 2024), reforçando o potencial das 

microalgas como insumo agrícola sustentável. 

Dentre os diversos gêneros de microalgas avaliados para aplicações 

agrícolas, alguns têm se destacado por combinar crescimento eficiente com 

produção de metabólitos bioativos, sendo Monoraphidium um exemplo 

promissor (Hawrot-Paw; Koniuszy; Gałczyńska, 2020; Yu et al., 2012). 

Trata-se de uma microalga unicelular pertencente à família Selenastraceae, 

cujas células variam de aproximadamente 2 a 182 µm de comprimento e 1 

a 8 µm de largura, podendo assumir diferentes formatos, como reto, 

semilunar ou sinuoso (Guiry, M. D., 2025), evidenciando sua variabilidade 

morfológica. 

Além disso, estudos recentes também demonstram o potencial 

agronômico do gênero. Jimenez et al. (2020) demonstraram que, 

quando cultivada em digestato líquido e aplicada ao solo como fertilizante 

de liberação lenta, a biomassa de Monoraphidium promoveu um 

aumento de 32% na biomassa seca de plantas de tomate em 

comparação a plantas ao controle. 

Apesar dos efeitos positivos observados em tomates convencionais, 

não há registros de aplicações de Monoraphidium em tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme), tampouco de aplicações foliares. 

Essa variedade produz frutos pequenos e nutritivos, apreciados tanto para 

consumo direto quanto para processamento (Akhter et al., 2021; Narayan 

et al., 2022). Sua ampla distribuição, abrangendo Américas, Europa, Ásia e 

Oriente Médio, evidencia sua relevância econômica e alimentar (Hemming 

et al., 2020). Devido ao porte compacto e à alta adaptabilidade a sistemas 

de cultivo controlados, o tomate-cereja é um modelo experimental ideal 

para conduzir experimentos com manejo padronizado e avaliar com 

precisão os efeitos de biofertilizantes e bioestimulantes à base de 

microalgas. 

A elevada variabilidade morfológica de Monoraphidium dificulta a 

delimitação de espécies apenas por características fenotípicas, 

evidenciando a necessidade de uma identificação molecular precisa 

(Fawley et al., 2006). Neste sentido, a análise de marcadores moleculares, 
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como 18S rRNA e tufA, fornecem uma classificação taxonômica robusta da 

cepa, garantindo a reprodutibilidade de estudos aplicados e permitindo 

relacioná-la filogeneticamente com outras espécies de Selenastraceae. 

Partindo dessa base, o presente estudo avaliou os efeitos da 

biomassa de Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) (Bagatini; Vieira, 

2022) sobre sementes e via foliar no desenvolvimento inicial de tomate- 

cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), integrando a 

caracterização molecular ao potencial agronômico da microalga. A hipótese 

deste estudo é que a cepa analisada apresente efeito bioestimulante 

semelhante aos observados em outras clorofíceas, o que justifica sua 

avaliação em condições experimentais controladas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial da microalga como 

bioestimulante, investigando seus efeitos sobre a germinação e o crescimento 

inicial de plântulas de tomate-cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). 

Além disso, realizar a identificação molecular da cepa CCMA-UFSCar-664, a 

fim de fornecer uma classificação filogenética mais precisa e validar sua 

atribuição ao gênero Monoraphidium. 

 
2.2 Específicos 

1. Determinar a curva de crescimento da cepa em meio CHU12, avaliando 

densidade celular, taxa de crescimento e tempo de duplicação ao longo de 15 

dias, para identificar o ponto de colheita ideal da biomassa para os ensaios 

subsequentes. 

2. Comparar diferentes métodos de extração de DNA genômico, visando 

determinar aquele que proporcione melhor rendimento, pureza e integridade do 

DNA da cepa, assegurando material adequado para análises moleculares. 

3. Realizar a identificação molecular da cepa Monoraphidium sp. (CCMA- 

UFSCar-664) por meio dos genes 18S rRNA e tufA, incluindo a montagem das 

sequências e a construção de árvores filogenéticas, a fim de fornecer uma 

classificação filogenética mais precisa e acurada, esclarecendo suas relações 

taxonômicas com outras microalgas da mesma espécie ou gêneros 

relacionados. 

4. Avaliar o efeito da biomassa microalgal sobre a germinação de 

sementes de tomate-cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), 

considerando percentual de germinação, índice de velocidade de germinação, 

comprimento de radícula e hipocótilo, para investigar seu potencial como 

bioestimulante. 

5. Investigar a influência da aplicação da biomassa microalgal no 

crescimento inicial de plântulas de tomate-cereja cultivadas em vaso, 

analisando altura da parte aérea, número de folhas, desenvolvimento 

radicular e produção de biomassa seca. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Agricultura sustentável 

A agricultura sustentável representa uma abordagem crítica e em 

constante desenvolvimento dentro das ciências agrárias, buscando conciliar a 

produção de alimentos com a conservação dos recursos naturais (Ehlers, 

1994). Conceitualmente, o termo, formalizado nos Estados Unidos em 1977, 

refere-se à capacidade de um sistema agrícola manter-se produtivo a longo 

prazo, otimizando o uso de recursos e garantindo a viabilidade econômica, 

sem provocar danos ambientais irreversíveis (Paulus; Schlindwein, 2001). 

O surgimento desse modelo está diretamente ligado à crítica aos 

impactos da agricultura convencional intensiva, impulsionada pela Revolução 

Verde e pelo uso massivo de insumos químicos a partir do século XIX (Barros; 

Araújo, 2016). Adicionalmente, o alerta de Rachel Carson, em 1962, sobre os 

efeitos nocivos dos pesticidas, catalisou a conscientização global e 

popularizou o termo "agricultura sustentável" na década de 1970 (Walker, 

1999). 

A principal motivação para essa transição decorre da necessidade de 

mitigar os impactos negativos do uso intensivo de agrotóxicos (Da Costa 

Santos; Santos, 2023). Embora essenciais para o controle de patógenos que 

causam perdas significativas na produção mundial (Paz; Rezende; Gameiro, 

2023), seu uso indiscriminado gera preocupações ambientais e de saúde 

pública (Ródio; Rosset; Brandalize, 2021). Segundo Panis et al. (2022), no 

Brasil, o cenário é ainda mais crítico, já que o país está entre os maiores 

consumidores globais desses insumos, superando grandes potências 

agrícolas. 

Essa forte dependência, sobretudo em culturas de larga escala como 

soja e milho (Hess; Nodari, 2022), impõe um custo ambiental significativo, 

resultando em contaminação do solo e alterações em processos bioquímicos 

essenciais, como a atividade enzimática, que comprometem diretamente a 

ciclagem de nutrientes e a capacidade natural de degradação de poluentes 

(Martins, 2024). Além dos impactos ambientais, os agrotóxicos representam 

riscos à saúde humana. A exposição ocupacional e o consumo de alimentos 
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com resíduos químicos estão associados a intoxicações crônicas, efeitos 

no sistema nervoso, alterações endócrinas e até potencial aumento do risco 

de câncer (Lopes; Albuquerque, 2018), reforçando a urgência da adoção 

de alternativas ecologicamente equilibradas. 

Nesse contexto, os bioinsumos surgem como uma alternativa 

tecnológica promissora para reduzir a dependência de produtos químicos 

(Da Silva et al., 2024). Esses produtos biológicos, que incluem 

microrganismos e extratos vegetais, têm demonstrado capacidade de 

controlar de pragas, melhorar a saúde do solo e promover crescimento 

vegetal de forma sustentável (Da Silva et al., 2025; Singh; Kumar, 2024). 

Entre as diferentes classes de bioinsumos, as microalgas destacam-se 

como uma inovação promissora e crescente (Zhang et al., 2024), pois 

podem atuar simultaneamente como biofertilizantes e bioestimulantes, 

oferecendo uma solução multifuncional e sustentável (Gonçalves, 2021; 

Miranda et al., 2024). 

3.2 Microalgas: diversidade e potencial biotecnológico 

As microalgas constituem um grupo diverso de microrganismos 

unicelulares e eucarióticos, predominantemente aquáticos (Thoré et al., 

2023). A maioria realiza fotossíntese, convertendo luz solar e dióxido de 

carbono (CO2) em biomassa rica em compostos bioativos (Olguín et al., 

2022; Sun et al., 2018). Entre os principais compostos presentes na 

biomassa, destacam-se proteínas, como ficobiliproteínas e enzimas; 

lipídios, incluindo triglicerídeos e fosfolipídios; carboidratos, como 

polissacarídeos e glicanos; pigmentos, como astaxantina e betacaroteno; 

além de ácidos graxos poli-insaturados, como o ômega-3 (Dimopoulou et 

al., 2025; Pulz; Gross, 2004). 

As microalgas também sintetizam fitormônios, como auxinas, 

giberelinas, citocininas e ácido abscísico, que desempenham papéis 

regulatórios no crescimento e no metabolismo celular das plantas 

(Tarakhovskaya; Maslov; Shishova, 2007). Segundo Borowitzka (2013), 

essa diversidade de moléculas de alto valor confere às microalgas grande 

versatilidade biológica, posicionando-as como uma matéria-prima 

promissora para diferentes setores industriais. A biotecnologia desses 
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microrganismos tem se expandido rapidamente, impulsionada pela 

demanda por soluções sustentáveis e produtos naturais (Sarker; Kaparaju, 

2024). A biomassa é amplamente explorada na produção de 

biocombustíveis (Gouveia; Oliveira, 2009), na indústria nutracêutica, com 

estudos envolvendo Chlorella vulgaris e Arthrospira platensis (Matos et al., 

2020), na cosmética, como matéria-prima para produtos de skincare 

(Ganeson et al., 2024), e na farmacêutica, devido às suas propriedades 

terapêuticas, incluindo atividades antioxidante e anti-inflamatória (Khavari 

et al., 2021). 

O mecanismo de cultivo dessas microalgas é um fator determinante 

para a qualidade e o rendimento da biomassa (Qin et al., 2023). Os 

sistemas podem ser abertos, como lagoas raceway, de baixo custo, mas 

com maior risco de contaminação e perda de água, ou fechados, como 

fotobiorreatores, que permitem controle preciso de luz, temperatura, pH e 

CO₂, aumentando produtividade e pureza, embora demandem maior 

investimento (Chanquia; Vernet; Kara, 2022). 

A escolha do meio de cultura também é crucial para otimizar a 

produção de biomassa e modular sua composição bioquímica (Markou; 

Nerantzis, 2013), sendo comuns meios definidos como WC (Guillard; 

Lorenzen, 1972), BG-11 (Allen; Stanier, 1968) e CHU12 (Chu, 1942), assim 

como efluentes industriais ou agroindustriais, que permitem crescimento 

econômico e sustentável da biomassa (Abdel-Raouf et al., 2012). Devido à 

variedade de sistemas de cultivo, aos diferentes meios disponíveis e à 

capacidade de sintetizar fitohormônios, o interesse pelas microalgas no 

contexto agrícola também tem crescido de forma significativa (Jurado- 

Flores et al., 2025). 

A aplicação de sua biomassa tem se mostrado eficiente na melhoria 

do crescimento e da produtividade das culturas. Por exemplo, em 

tomateiros cultivados em vaso, o uso de fertilizantes à base de microalgas 

aumentou a massa seca, os teores de clorofila e a fertilidade do solo (Li et 

al., 2024). De forma similar, a pulverização foliar de Asterarcys 

quadricellulare em beterrabas elevou a produtividade, o peso seco e o teor 

de açúcares (Novaski et al., 2024). Esses efeitos evidenciam a capacidade 

biofertilizante e bioestimulante das microalgas, reforçando seu potencial 
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para práticas agrícolas mais sustentáveis e menos dependentes de 

agrotóxicos. 

3.3 Bioinsumos vegetais: biofertilizantes e bioestimulantes 

O primeiro biofertilizante com rizóbios, chamado Nitragin, foi 

produzido em 1896, marcando o início do uso sistemático de 

microrganismos para promover a fertilidade do solo (Friedrich Nobbe; 

Lorenz Hiltner, 1896). O termo “biofertilizante” pode ser interpretado de 

diferentes formas (El- Ghamry et al., 2018), mas de maneira geral refere- 

se a preparações com microrganismos benéficos, como bactérias, fungos e 

microalgas (Bhardwaj et al., 2014), cuja principal função é estimular o 

crescimento das plantas de forma sustentável, sem causar impactos 

ambientais prejudiciais (Mishra; Dash, 2014). 

Esses microrganismos atuam liberando nutrientes de materiais 

orgânicos, solubilizando compostos minerais e interagindo com a 

microbiota do solo, favorecendo a absorção radicular e aumentando a 

disponibilidade de elementos essenciais, como nitrogênio, fósforo e 

potássio (Vessey, 2003). Estudos demonstram seu impacto prático, Schütz 

et al. (2018) observaram que a inoculação com biofertilizantes aumentou a 

produtividade das culturas em média 16,2% em relação aos controles não 

inoculados. 

Em contraste, os bioestimulantes não se restringem à nutrição, 

atuando principalmente na modulação de processos fisiológicos das 

plantas, como aumento da germinação, desenvolvimento radicular e 

tolerância a estresses abióticos (Miranda et al., 2024). Esses efeitos 

decorrem da presença de metabólitos ativos, como fitohormônios, 

aminoácidos, peptídeos e polissacarídeos, que ativam vias metabólicas e 

hormonais nas plantas (Kaushal et al., 2023). 

A biomassa microalgal apresenta dupla funcionalidade, podendo 

atuar tanto como biofertilizante quanto como bioestimulante (Ronga et al., 

2019), dependendo da forma de aplicação e da sua composição química. 

Quando incorporada ao solo, pode liberar nutrientes essenciais e melhorar 

a fertilidade do substrato (Casto et al., 2024; Gonçalves et al., 2023). Por 

outro lado, quando aplicada em sementes, via extrato aquoso, ou como 
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pulverização foliar, seus compostos bioativos podem ser absorvidos pelas 

plantas e estimular respostas fisiológicas, caracterizando sua ação como 

bioestimulante (El-Shazoly et al., 2025; Garcia-Gonzalez; Sommerfeld, 

2016). Dessa forma, embora este estudo tenha focado em bioestimulação, 

o potencial biofertilizante da biomassa microalgal não deve ser 

negligenciado em aplicações ao solo. 

 
3.4 Monoraphidium: características e potencial agrícola 

Dentre as diversas microalgas estudadas para aplicação 

bioestimulante, Monoraphidium destaca-se. O gênero pertence à classe 

Chlorophyceae, ordem Sphaeropleales e família Selenastraceae, um grupo 

de algas verdes de água doce amplamente distribuído em ambientes 

continentais (Garcia da Silva et al., 2017). Monoraphidium sp. é uma 

microalga unicelular, com comprimento 2–182 µm e largura 1–8 µm. As 

células apresentam formas que vão de retas a semilunares, podendo ser 

sigmóides ou helicoidalmente torcidas, muitas vezes com extremidades 

alongadas (Guiry, M. D., 2025). 

Além disso, o gênero é cultivado de formas variadas, evidenciando 

sua versatilidade em diferentes sistemas de produção. Estudos relatam seu 

cultivo em sistemas fechados, como fotobiorreatores (Figuera et al., 2016), 

bem como em sistemas abertos, utilizando tanques rasos e de grande porte 

(Yang; He; Hu, 2018). Quanto aos meios de cultura empregados, 

Monoraphidium tem sido cultivado em diversos tipos, incluindo o clássico 

WC, descrito por Guillard e Lorenzen (1972) e utilizado em estudo por 

Takami et al. (2012). Além disso, também já foi cultivado em CHU10 (Chu, 

1942), BG-11 (Allen; Stanier, 1968) e BBM (Bischoff, 1963), nos quais 

Yadav et al. (2023) avaliaram seu crescimento. O gênero, segundo 

Guerrero-Cabrera et al. (2014), também se desenvolve em efluentes de 

piscicultura, demonstrando sua flexibilidade sob diferentes condições 

nutricionais. 

Considerando sua versatilidade de cultivo e adaptabilidade 

nutricional, Monoraphidium apresenta-se como um candidato promissor a 

bioestimulante e biofertilizante agrícola. Estudos demonstram que sua 

biomassa, aplicada ao solo como fertilizante de liberação lenta em 
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tomateiros, promove aumento significativo da biomassa seca em relação a 

controles não fertilizados (Jimenez et al., 2020). Embora não existam 

evidências diretas sobre a produção específica de fitormônios por este 

gênero, microalgas da mesma classe, como Acutodesmus obliquus 

(Piotrowska-Niczyporuk et al., 2018) e Chlorella vulgaris (Moon et al., 2024), 

foram relatadas como produtoras de auxinas e citocininas ou apresentaram 

efeitos bioestimulantes em plantas, sugerindo que Monoraphidium possa 

apresentar comportamento semelhante. Ainda assim, persiste uma lacuna 

no conhecimento sobre a avaliação ampla desse gênero como 

bioestimulante vegetal, reforçando a relevância de futuras investigações, 

especialmente quanto à sua aplicação foliar. 

3.5 Tomate-cereja: modelo de aplicação de bioinsumos 

Diante do potencial de Monoraphidium, torna-se relevante avaliar 

sua aplicação em outras culturas agrícolas de interesse econômico, como 

o tomate- cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), amplamente 

cultivado e consumido devido ao seu valor nutricional e comercial (Yang et 

al., 2023). Essa hortaliça apresenta ampla distribuição mundial, sendo 

cultivada em diversos continentes, como América do Norte, Europa, Ásia e 

América do Sul (Hemming et al., 2020). Além disso, adapta‑se a diferentes 

sistemas produtivos, como cultivo em solo (Cipriani; Do Nascimento; Melo, 

2020), estufas (Pickens et al., 2020) e outras formas de cultivo protegido 

(Dias et al., 2019), o que favorece sua presença em regiões com condições 

climáticas variadas. 

Embora o ciclo do tomate-cereja varie conforme as condições de 

cultivo, estudos mostram que, sob manejo específico, como diferentes 

níveis de irrigação e uso de tela de sombreamento, já é possível observar 

formação de flores e frutos entre 44 e 57 dias após o transplantio (Santiago 

et al., 2018), o que evidencia um potencial produtivo relativamente rápido. 

Além disso, o tomate-cereja se destaca por sua riqueza em compostos 

bioativos como licopeno, β-caroteno, vitamina C e antioxidantes, 

características que conferem elevado valor nutricional ao fruto (Lenucci et 

al., 2006). 

Esses atributos, somados à sua adaptabilidade a diferentes sistemas 
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de cultivo e ampla distribuição geográfica, tornam a cultura um modelo 

atrativo para testar bioinsumos microbianos. Nesse contexto, a aplicação 

de Monoraphidium, em razão de seu possível potencial bioestimulante, 

representa uma oportunidade promissora para práticas agrícolas mais 

sustentáveis e eficientes. 

3.6 Identificação molecular de microalgas: marcadores 18S rRNA e 
tufA 

A identificação de espécies do gênero Monoraphidium 

exclusivamente com base em características morfológicas é 

frequentemente limitada, uma vez que o grupo apresenta ampla 

plasticidade fenotípica e forte sobreposição de atributos entre espécies 

(Lee et al., 2025). 

Essa limitação é evidente em Monoraphidium circinale e 

Monoraphidium minutum, espécies descritas como extremamente 

semelhantes. Ambas possuem células estreitas, alongadas e com 

dimensões muito próximas, e as poucas diferenças relatadas, como 

variações discretas na largura ou no formato das extremidades, são tão 

sutis que frequentemente se sobrepõem entre isolados (Ramos et al., 

2012), impedindo uma distinção morfológica confiável. 

O gene 18S rRNA é amplamente utilizado na sistemática de 

microalgas por ser conservado, universal e adequado para análises 

filogenéticas em níveis mais altos, como gênero e família (Medlin et al., 

1988; Adl et al., 2019). Apesar de sua resolução limitada para separar 

espécies muito próximas, ele é eficiente para confirmar a identidade 

genérica de isolados e evitar equívocos com táxons morfologicamente 

semelhantes (Hegewald; Hanagata, 2000), sendo por isso um dos 

marcadores mais empregados em estudos taxonômicos de Chlorophyceae 

(Khaw; Khong; Shaharuddin; Yusoff, 2020). 

Já o tufA, que codifica o fator de elongação EF‑Tu no cloroplasto 

(Baldauf; Manhart; Palmer, 1990), demonstrou melhor correspondência com 

as diferenças morfológicas entre isolados em um estudo filogenético do que 

as árvores baseadas em 18S rRNA , evidenciando seu superior poder 

discriminativo em nível de espécie (Wang et al., 2019). Esse gene tem sido 
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amplamente utilizado para diferenciar espécies de clorófitas, sendo 

especialmente útil quando o 18S rRNA não apresenta variação suficiente 

para separar linhagens próximas (Kezlya, Tseplik, Kulikovskiy, 2023). 

Dessa forma, a combinação desses dois marcadores, 18S rRNA, 

conservado, e tufA, mais variável, proporcionaria maior robustez à 

identificação molecular de microalgas de Monoraphidium. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Origem e cultivo da microalga Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) 

4.1.1 Origem da cepa 

A cepa da microalga Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) foi 

obtida a partir da Coleção de Culturas de Microalgas de Água Doce da 

Universidade Federal de São Carlos (CCMA-UFSCar) (Bagatini; Vieira, 2022), 

tendo sido originalmente isolada no município de Icém, São Paulo. 

 
4.1.2 Condições de cultivo 

O cultivo foi realizado no Laboratório de Produção de Plâncton do 

Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em Jaboticabal, SP, em sala 

de cepário equipada com prateleiras vazadas, que proporcionaram condições 

controladas de luminosidade, temperatura e aeração para o crescimento das 

culturas (Figura 1). 

 
Figura 1 - Cultivo da microalga Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) em 

condições controladas no cepário do Laboratório de Produção de Plâncton do 

CAUNESP, Jaboticabal, SP. As culturas foram mantidas em fototrófico 

contínuo com temperatura controlada e aeração, utilizando o meio CHU12. 

Fonte: própria. 
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A microalga foi cultivada sob condições fototróficas, com iluminação 

fornecida por lâmpadas de LED distribuídas de forma homogênea, intensidade 

luminosa de 40 µmol fótons m⁻² s⁻¹ e fotoperíodo contínuo (24 h de luz). A 

temperatura mantida em torno de 22 ± 2 °C por ar-condicionado, e a aeração foi 

realizada por um sistema de compressores e filtros, minimizando riscos de 

contaminação. Utilizou-se o meio de cultura CHU12 (Chu, 1942), conforme 

protocolo adaptado de Sipaúba-Tavares e Rocha, 2001 (Figura 1). 

 
4.1.3 Monitoramento do crescimento 

Inicialmente, realizou-se um cultivo exploratório de 15 dias para 

avaliação do crescimento da cepa. Amostras de 1 mL foram coletadas 

diariamente em triplicata e a contagem celular foi realizada em câmara de 

Neubauer, expressa em células mL⁻¹ × 10⁶ (Stein, 1973). A taxa de 

crescimento (k) e o tempo de duplicação (Td) foram calculados conforme 

Stein (1973), sendo k obtida pela fórmula: 

 

 
3,322 𝑁₂ 

𝑘 = 
𝑡₂ − 𝑡₁ 

𝑙𝑜𝑔 
𝑁₁ 

 

 
onde 𝑡₁ e 𝑡₂ representam os tempos inicial e final de contagem (em dias), e 𝑁₁ 

e 𝑁₂ correspondem ao número de células nos tempos 𝑡₁ e 𝑡₂, respectivamente. 

O tempo de duplicação (Td) foi calculado utilizando: 

 
 

𝑇𝑑 = 1𝑘−1 
 

 

onde Td representa o tempo necessário para que a população celular 

duplique e k é a taxa de crescimento, expressa em divisões por dia. Para 

obtenção de biomassa destinada à aplicação como bioestimulante, a 

microalga foi cultivada em frascos de 10 L durante dez dias. Ao final, a 

cultura foi concentrada por centrifugação utilizando uma desnatadeira de 

leite (Figura 2), e a biomassa obtida foi imediatamente armazenada a 

aproxidamente -18°C até o momento de uso. 
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Figura 2. Biomassa de Monoraphidium sp. concentrada por centrifugação 

em desnatadeira de leite após 10 dias de cultivo, antes do armazenamento 

a -18 °C. 

Fonte: própria 

 

4.2 Ensaio de germinação de sementes de tomate-cereja (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme) sob diferentes concentrações de 

biomassa microalgal 

4.2.1 Preparação das sementes e tratamentos 

A biomassa obtida foi utilizada nos ensaios de germinação com 

sementes de tomate-cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) da 

marca Feltrin (percentual de germinação declarado de 96%). As sementes 

foram submetidas 

à desinfecção por meio de duas lavagens em álcool 70% (v/v), seguidas de 

três enxágues com água destilada autoclavada. 

O ensaio foi realizado em quatro tratamentos, cada um composto por 

quatro repetições. O tratamento controle (T1) constituiu na aplicação 

apenas de água destilada autoclavada, enquanto os demais tratamentos 

(T2, T3 e T4) corresponderam a soluções contendo biomassa microalgal 

nas concentrações de 10, 20 e 40 mg L⁻¹, respectivamente. Cada repetição 

foi composta por 10 sementes imersas por 24 horas em 30 mL da solução 

correspondente. Após o período de embebição, as sementes foram 

transferidas para placas de Petri (90 mm x 15 mm) previamente preparadas 

com papel Germitest® umedecido com água destilada autoclavada (Figura 

3). 



26  

Figura 3: Sementes de tomate-cereja (Solanum lycopersicum var. 

cerasiforme) após embebição no tratamento T3 (20 mg L⁻¹), distribuídas 

sobre papel Germitest® em placa de Petri. 

 

Fonte: própria. 

 

4.2.2 Condições de incubação e avaliação 

As placas foram incubadas em câmara B.O.D. a 25 °C, sob 

fotoperíodo contínuo de 24 horas, por oito dias. A umidade interna foi 

mantida por meio da adição diária de 1 mL de água destilada autoclavada, 

evitando-se encharcamento e sobreposição das sementes ao longo do 

experimento. Durante o período, foram monitorados os parâmetros 

germinativos. O percentual de germinação (%G) foi calculado de acordo 

com Labouriau (1983), utilizando a expressão: 

%G = (𝑁𝑔 ) × 100 
𝑁𝑡 

em que Ng corresponde ao número de sementes germinadas e Nt ao 

número total de sementes avaliadas. O índice de velocidade de 

germinação (IVG) foi calculado segundo Maguire (1962), conforme a 

fórmula: 

𝐼𝑉𝐺 = ∑ ( 

 i

𝐺ᵢ 
) 

𝑁ᵢ 

em que Gᵢ representa o número de sementes germinadas no i-ésimo dia e 

Nᵢ o número de dias decorridos desde o início da germinação. Ao final do 

oitavo dia, o comprimento do hipocótilo e da radícula foram mensurados 

com o auxílio de um paquímetro. 
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4.2.3 Análise estatística 

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro–Wilk 

(Shapiro; Wilk, 1965) e a homogeneidade das variâncias pelo teste de 

Levene (Levene, 1960). Todas as variáveis atenderam aos pressupostos 

paramétricos, exceto o comprimento do hipocótilo, que foi analisado pelo 

teste não paramétrico de Kruskal–Wallis (Kruskal; Wallis, 1952), seguido do 

teste de comparações múltiplas com correção de Bonferroni (Bonferroni, 

1936). As demais variáveis foram submetidas à ANOVA (Fisher, 1925) e, 

quando identificado efeito significativo (p < 0,05), aplicou-se o teste de 

Tukey (Tukey, 1949) para comparação das médias. 

 
4.3 Avaliação do crescimento de plantas de tomate-cereja (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme) em vasos sob diferentes 

concentrações de biomassa microalgal 

4.3.1 Condições do experimento e aplicação da biomassa 

O experimento foi conduzido com plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme), cultivadas em vasos plásticos de 

410 mL, preenchidos com substrato de vermiculita. As plântulas foram 

mantidas em casa de vegetação, sob irrigação automatizada três vezes ao 

dia. (Figura 4). 

As pulverizações foram iniciadas quando as plântulas atingiram 

aproximadamente 7 cm de altura, adotando-se este estágio vegetativo 

como adaptação do protocolo descrito para aplicação foliar de microalgas 

em tomate (Suchithra et al., 2022). 

O bioestimulante utilizado consistiu em biomassa da microalga 

Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664), padronizada nas concentrações 

de 1,0, 1,5 e 2,0 g L⁻¹. O tratamento controle recebeu apenas água 

destilada autoclavada. As aplicações foram padronizadas com base no 

volume agrícola de 200 L ha⁻¹, convertido para o equivalente por planta de 

acordo com a densidade de plantio (Oliveira et al., 2021). O borrifador 

vermiculita, mantidas em casa de vegetação sob irrigação automatizada 

três vezes ao dia. 
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Figura 4 - Plântulas  de  tomate-cereja  (Solanum lycopersicum  var. 

cerasiforme) cultivadas em vasos plásticos de 410 mL com substrato de 

 

 
Fonte: própria. 

 
 

 

manual foi previamente calibrado, obtendo-se 1,8 mL por borrifada, totalizando 

3,6 mL por planta a cada aplicação. Esse volume corresponde a 

aproximadamente 1,5 vez o valor teórico calculado, sendo adotado para 

garantir a uniformidade da dose aplicada. As aplicações foram realizadas em 

três etapas, com intervalos regulares de sete dias (7, 14 e 21 dias após a 

primeira aplicação). 

 
4.3.2 Coleta de dados 

Sete dias após a última aplicação (28º dia de cultivo), as plântulas 

foram colhidas, o sistema radicular cuidadosamente lavado para remoção 

do substrato e, antes da secagem, foram avaliados a altura da parte aérea, 

o comprimento das raízes e o número de folhas de cada plântula. Em 

seguida, foram determinadas a massa fresca e seca, sendo esta obtida após 

secagem em estufa a 60 °C até peso constante (Savita; Jakhar, 2018). 

Todos os dados foram registrados individualmente para cada planta. 
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4.3.3 Análise estatística 

Para análise estatística dos dados, a normalidade foi avaliada pelo teste de 

Shapiro–Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) e a homogeneidade das variâncias pelo 

teste de Levene (Levene, 1960). Todas as variáveis atenderam aos 

pressupostos paramétricos, exceto o comprimento do hipocótilo, que 

apresentou distribuição não normal. Portanto, essa variável foi analisada 

pelo teste não paramétrico de Kruskal–Wallis (Kruskal; Wallis, 1952), 

seguido do teste de comparações múltiplas com correção de Bonferroni 

(Bonferroni, 1936). As demais foram submetidas à análise de variância 

(Fisher, 1925), e, quando detectadas diferenças significativas (p < 0,05), as 

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (Tukey, 1949). 

 
4.4 Extração de DNA genômico 

A extração do DNA genômico da cepa Monoraphidium sp. (CCMA- 

UFSCar-664) foi realizada a partir da mesma biomassa, garantindo 

comparabilidade entre os métodos testados. Três abordagens distintas 

foram avaliadas: uma metodologia comercial e duas baseadas no 

detergente catiônico brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB). A escolha por 

múltiplos protocolos foi motivada pela escassez de informações específicas 

sobre a espécie em estudo, de modo a identificar o procedimento mais 

eficiente em termos de rendimento, pureza e integridade do DNA. 

A qualidade das amostras foi analisada por espectrofotometria 

(NanoDrop One), considerando as razões A260/280 e A260/230, e por 

eletroforese em gel de agarose a 1%. Para cada método de extração, 

foram preparadas duas amostras independentes, garantindo a 

reprodutibilidade dos resultados obtidos. 

 
4.4.1 Extração com kit comercial (Q1) 

A primeira extração foi realizada com o kit DNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen), seguindo rigorosamente as recomendações do fabricante. Esta 

condição foi designada como Q1. 

 
4.4.2 Extração baseada em CTAB (C1) 

O segundo método, designado como C1, baseou-se no protocolo 
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clássico de Doyle & Doyle (1987), adaptado para microalgas. A biomassa foi 

coletada por centrifugação em dois ciclos de 1 mL a 13.000 rpm por 10 

minutos, seguida de lavagem com tampão contendo Tris-HCl 25 mM e 

acetato de potássio 100 mM. A lise celular foi conduzida em tampão de 

CTAB 2% (0,1 M Tris-HCl; 0,02 M EDTA; 1,4 M NaCl) suplementado com 

β-mercaptoetanol e SDS 10%, com incubação em banho-maria a 37 °C por 

1 hora. A extração orgânica foi realizada com clorofórmio:álcool isoamílico 

(24:1), seguida de tratamento com RNase e nova extração para maior 

pureza. O DNA foi precipitado com isopropanol e acetato de sódio 3 M (pH 

5,2), incubado overnight a −80 °C, centrifugado a 4 °C, lavado com etanol 

80%, seco ao ar e ressuspenso em água livre de nucleases. 

 
4.4.3 Extração baseada em CTAB (C2) 

O terceiro método (C2), adaptado de Lodhi et al. (1994), utilizou 

aproximadamente 0,1 g de biomassa previamente macerada em nitrogênio 

líquido e ressuspendida em 1,0 mL de tampão de extração recém- 

preparado. A mistura foi incubada a 60 °C por 25 minutos e posteriormente 

resfriada. Após adição de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), a amostra foi 

homogeneizada por inversão e centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 

4 °C. 

A fase aquosa foi recuperada e submetida à precipitação com NaCl 5 

M (1/10 do volume) e etanol 100% gelado (2x o volume), seguida de 

incubação a –80 °C por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas em 

etapas de 6.000 rpm e 10.000 rpm, lavadas com etanol 70%, secas e 

ressuspensas em 100 µL de tampão TE. O DNA foi tratado com RNase (37 

°C por 30 minutos). Em relação ao C1, o protocolo C2 difere principalmente 

pelo menor uso de biomassa, maceração em nitrogênio líquido e 

parâmetros de lise mais curtos e a temperaturas mais altas, resultando em 

um procedimento mais rápido e menos intensivo. 

 
4.5 Amplificação por PCR 

O DNA genômico obtido pelo método mais eficiente (C2) foi utilizado 

para amplificação dos genes 18S rRNA e tufA, empregando primers 

específicos para identificação molecular da cepa CCMA-UFSCar-664. 
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As reações de PCR foram preparadas utilizando o kit FIREPol® 

Master Mix with 12.5 mM MgCl₂ (5x), que contém Taq DNA polimerase, 

dNTPs, tampão de reação (0,4 M Tris-HCl; 0,1 M (NH₄)₂SO₄; 0,1% Tween- 

20) e MgCl₂ em concentração final de 2,5 mM. Cada reação foi realizada 

em volume final de 20 µL, contendo 4 µL de Master Mix (5x), 0,2–0,6 µL de 

cada primer (10 µM), DNA molde (concentração entre 0,1 e 10 ng/µL) e 

água livre de nucleases para completar o volume final. 

As amplificações foram conduzidas em termociclador Eppendorf 

Mastercycler® Gradient, e o tamanho e a integridade dos amplicons foram 

verificados por eletroforese em gel de agarose a 1%, preparado em tampão 

TBE 1x e corado com brometo de etídio. Para cada amostra, 15 µL foram 

aplicados no gel (11 µL do produto de PCR e 4 µL de tampão de 

carregamento). A corrida foi realizada utilizando marcador de peso 

molecular de 1 kb, assegurando a qualidade do DNA para etapas 

subsequentes. 

 
4.5.1 Amplificação do gene 18S rRNA 

O gene 18S rRNA foi amplificado utilizando primers eucarióticos 

universais: primer direto 5′-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′ e primer reverso 

5′-CCTTGTTACGACTTCACCTTCC-3′ (Mofeed et al., 2025). A reação foi 

conduzida com desnaturação inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 

ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 

minuto, finalizando com extensão final a 72 °C por 10 minutos. 

 
4.5.2 Amplificação do gene tufA 

O gene tufA foi amplificado com primers específicos: primer direto 

5′-GGNGCNGCNCAAATGGAYGG-3 e primer reverso 5′- 

CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC-3′ (Guinart, 2016). O programa de 

termociclagem constituiu em desnaturação inicial a 94 °C por 4 minutos, 29 

ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos e 90 °C por 45 

segundos, com etapa final de extensão a 72 °C por 7 minutos. 

 
4.6 Sequenciamento dos genes 18S rRNA e tufA 
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Os amplicons obtidos para os genes 18S rRNA e tufA foram 

purificados e sequenciados pelo método Sanger, utilizando o sequenciador 

SeqStudio™ Genetic Analyzer System. 

 
4.6.1 Gene 18S rRNA 

4.6.1.1 Montagem e análise da sequência 

O basecalling dos cromatogramas foi realizado com Phred 

v.071220.c (Ewing; Green, 1998), implementado no pipeline phredPhrap 

do programa CONSED v.29.0 (Gordon; Abajian; Green, 1998). As 

sequências obtidas foram submetidas a pré-processamento para 

assegurar alta qualidade. Para isso, utilizou-se o programa PRINSEQ- 

lite v.0.20.4 (Schmieder; Edwards, 2011), aplicando poda de qualidade 

nas extremidades das leituras: bases com qualidade média inferior a 15 

na extremidade esquerda e inferior a 20 na direita foram removidas. 

A avaliação da qualidade foi realizada utilizando média móvel em 

uma janela deslizante de 15 bases, avançando uma base por vez, de modo 

a manter apenas os trechos de maior confiabilidade para análises 

subsequentes. Para a obtenção da sequência representativa do 18S 

rRNA da cepa CCMA-UFSCar-664, as leituras das extremidades direta (F) 

e reversa (R) do amplicon foram concatenadas, inserindo-se 290 

caracteres “N” como lacuna entre elas. 

A leitura reversa foi invertida e complementada para coincidir com a 

orientação da leitura direta, e o tamanho da lacuna foi definido com base 

no alinhamento com a sequência referência AY846378.1. A montagem e 

inspeção das sequências foram realizadas no UGENE v.52.1 

(Okonechnikov et al., 2012). A sequência final foi submetida ao BLAST, 

e as 100 melhores correspondências com cobertura superior a 80% 

foram recuperadas para alinhamento múltiplo. O alinhamento inicial foi 

inspecionado no UGENE para remoção de lacunas excessivas e 

posteriormente refinado com MAFFT v.7.520 (Katoh et al., 2002), utilizando 

até três iterações para otimização da qualidade do alinhamento. 

 
 

4.6.1.2 Inferência filogenética 
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A filogenia foi construída no IQ-TREE v.3.0.1 (Wong et al., 2025), 

utilizando o alinhamento múltiplo resultante. O modelo de substituição 

nucleotídica foi selecionado automaticamente pelo ModelFinder, executado 

no modo MFP (ModelFinder Plus), com seleção baseada no Bayesian 

Information Criterion (BIC). O melhor modelo ajustado foi HKY+R3 (BIC = 

7948.594). A robustez dos agrupamentos foi avaliada por 1000 replicatas 

de ultrafast bootstrap e pelo teste SH-aLRT (1000 replicatas). A árvore final 

foi visualizada e editada no iTOL v6 (Letunic; Bork, 2007), sendo 

reenraizada utilizando Hydrodictyaceae como grupo externo, facilitando a 

interpretação filogenética. 

 
4.6.2. Gene tufA 

4.6.2.1 Montagem e análise da sequência 

As sequências do gene tufa foram inicialmente selecionadas na 

plataforma NCBI MSAViewer (Rangwala et al., 2021), adotando-se critérios 

de qualidade que incluíram cobertura mínima de 80% e parâmetros de 

penalidade de gaps (5 para existência de gap e 2 para extensão de gap). 

Apenas as sequências que atendiam a esses critérios foram baixadas para 

análises subsequentes. 

Os identificadores dos arquivos FASTA foram então padronizados, 

mantendo apenas os números de acesso e as posições de início e término 

do alinhamento. A sequência da cepa CCMA-UFSCar-664 foi incluída no 

conjunto de sequências selecionadas. 

Em seguida, todas as sequências foram realinhadas utilizando 

MAFFT, seguindo a mesma abordagem utilizada para o gene 18S rRNA. 

Para padronizar o alinhamento, realizou-se poda nas extremidades das 

sequências, eliminando gaps localizados nas posições 1–86 (início) e 763– 

848 (final). A sequência HQ246367.1 foi removida por apresentar 

comprimento menor e ausência de correspondência com as posições 

iniciais do alinhamento. 

Posteriormente, o alinhamento foi inspecionado e ajustado 

manualmente no UGENE v.52.1 (Okonechnikov et al., 2012), com 

pequenas edições de gaps para otimizar a correspondência entre 

sequências. O alinhamento múltiplo final resultou em 676 caracteres, 
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correspondendo ao alinhamento global utilizado para análises 

subsequentes. 

 
4.6.2.2 Inferência filogenética 

A filogenia do gene tufA também foi construída no IQ-TREE v.3.0.1 

(Wong et al., 2025), utilizando o alinhamento múltiplo correspondente. O 

modelo de substituição nucleotídica foi igualmente selecionado 

automaticamente pelo ModelFinder, executado no modo MFP (ModelFinder 

Plus), que testa múltiplos modelos de acordo com o Bayesian Information 

Criterion (BIC). O melhor modelo ajustado foi HKY+R3 (BIC = 11111.034). 

Assim como na análise do 18S rRNA, a robustez dos agrupamentos foi 

avaliada por 1000 replicatas de ultrafast bootstrap e pelo teste SH-aLRT 

(1000 replicatas). A árvore final foi visualizada e editada no iTOL v6 (Letunic; 

Bork, 2007), sendo reenraizada com representantes de Selenastraceae e 

gêneros relacionados a Tetradesmus (Scenedesmaceae) como grupo 

externo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Perfil de crescimento da cepa em meio CHU12 

O padrão de crescimento observado na Figura 5 foi compatível com o 

descrito para microalgas clorofíceas, incluindo espécies de Monoraphidium. Em 

cultivos em batelada, essas microalgas apresentam as fases lag, exponencial, 

estacionária e de senescência. No presente estudo, a fase lag ocorreu entre os 

dias 0 e ~2, com densidade mantida próxima de 1 × 10⁶ células·mL⁻¹, indicando o 

período de adaptação fisiológica das células às condições do meio CHU12, no 

qual ocorre reorganização metabólica e síntese inicial de componentes 

essenciais para a divisão celular (Richmond; Hu, 2013). 

 
Figura 5. Curva de crescimento da cepa Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar- 

664) em meio CHU12 ao longo de 15 dias. 

 

 

 
Fonte: própria. 

 

A fase exponencial, típica de clorofíceas de metabolismo acelerado 

(Barsanti; Gualtieri, 2022), foi marcada por divisão celular contínua e elevadas 

taxas de crescimento, refletidas nos maiores valores de k (1,28 div·dia⁻¹) e no 

menor tempo de duplicação (Td = 0,78 dia) (Tabela 1). Entre os dias 9 e 10, o 

cultivo atingiu estabilização da densidade celular, caracterizando a fase 

estacionária, que ocorre quando nutrientes começam a se tornar limitantes e há 

acúmulo de metabólitos, reduzindo a taxa de divisão e mantendo o crescimento 
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constante. 

Tabela 1. Parâmetros cinéticos de crescimento da cepa Monoraphidium sp. 

(CCMA-UFSCar-664) em meio CHU12. A fase exponencial apresentou a 

maior taxa de crescimento específica (k = 1,28 div·dia⁻¹) e o menor tempo 

de duplicação (Td = 0,78 dia), seguido pela fase estacionária, com redução 

gradual de k e aumento de Td ao longo do cultivo. 

 

Dias do 

cultivo 

 
K (div·dia⁻¹) 

 
Td (dias) 

 
Div·di a⁻¹ 

 
Div·h⁻¹ 

3 1,28 0,78 1,85 44,32 

6 0,68 1,46 0,98 23,54 

9 0,53 1,90 0,76 18,35 

12 0,35 2,85 0,50 12,12 

15 0,24 4,10 0,35 8,31 

 
Fonte: própria. 

A partir do 10º dia teve início a fase de senescência, marcada 

peloaumento do estresse fisiológico, depleção nutricional e perda de 

integridade celular, resultando na redução da densidade para cerca de 10 × 

10⁶ células·mL⁻¹ no 15º dia. Esse processo foi acompanhado pela queda da 

taxa de crescimento (0,68 para 0,24 div·dia⁻¹) e pelo aumento do tempo de 

duplicação (1,46 para 4,10 dias), indicando redução progressiva da 

capacidade de multiplicação celular. 

De modo geral, o cultivo seguiu o padrão clássico de crescimento 

microalgal e refletiu o comportamento esperado para espécies de 

Monoraphidium (Barsanti; Gualtieri, 2022; Richmond; Hu, 2013). 

 
5.2 Extração do DNA genômico 

5.2.1 Extração em kit comercial (Q1) 

A extração com o kit comercial (Q1) resultou em concentrações de 

339,38 ng/µL e 310,02 ng/µL, suficientes para aplicações como PCR. As 

razões A260/A280 (1,88) e A260/A230 (1,99–2,02) estão dentro dos 

valores recomendados para DNA puro (A260/A280 ≈ 1,8; A260/A230 ≈ 1,8– 

2,2), conforme especificado pelo fabricante do NanoDrop (Thermo Fisher 



37  

Scientific, 2025). Tais valores indicam baixa contaminação por proteínas, 

sais ou compostos orgânicos, confirmando a qualidade do DNA para 

análises moleculares posteriores. 

 
5.2.2 Extração baseada em CTAB 1 (C1) 

O protocolo CTAB 1 (C1) permitiu recuperar DNA detectável, porém 

com rendimento e pureza inferiores ao kit comercial. As razões A260/A280 

(1,63 e 1,73) e A260/A230 (0,83 e 1,32) indicam presença de proteínas e 

outros contaminantes. Isso pode ter ocorrido porque as microalgas 

possuem paredes celulares resistentes, dificultando a lise completa, e 

porque resíduos de polissacarídeos e compostos fenólicos podem ter 

permanecido após a extração. Além disso, durante a precipitação, é comum 

que o DNA se agregue junto com esses contaminantes, em um fenômeno 

conhecido como co-precipitação, reduzindo a pureza final da amostra. 

 
5.2.3 Extração baseada em CTAB 2 (C2) 

O protocolo CTAB 2 (C2) apresentou os melhores resultados entre os 

três testados, com concentrações de 2.092,97 ng/µL e 1.359,10 ng/µL, 

A260/A280 de 2,11 e 2,09 e A260/A230 de 1,93 e 1,89, indicando DNA de 

alta pureza e rendimento superior. Este desempenho pode ser atribuído à 

maceração em nitrogênio líquido, que facilitou a ruptura das paredes 

celulares, bem como a incubação por 60 °C por 25 minutos, que promoveu 

lise eficiente sem degradar o DNA. Ademais, a utilização de menor 

quantidade de biomassa e a precipitação controlada com NaCl e etanol 

gelado minimizaram a co-precipitação de contaminantes, resultando em 

amostras com mínima presença de proteínas e sais. Em comparação ao 

protocolo C1, o C2 demonstrou ser mais rápido e menos intensivo, 

evidenciando que ajustes nos parâmetros de lise e na preparação da 

amostra podem melhorar significativamente a qualidade e o rendimento do 

DNA em Monoraphidium. 

 
5.3 Integridade do DNA genômico 

A análise em gel de agarose (Figura 6) permitiu comparar a 

integridade do DNA obtido pelos diferentes métodos de extração. As 
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amostras do kit comercial (Q1) apresentaram uma banda intensa em região 

inferior do gel, enquanto a área correspondente ao DNA de alta massa 

molecular exibiu baixa intensidade. Esse padrão indica predominância de 

moléculas pequenas, como RNA residual ou DNA fragmentado. 

 
Figura 6 - Perfil eletroforético do DNA genômico extraído pelos diferentes 

métodos. Q1: kit comercial, mostrou bandas intensas em baixo peso 

molecular, indicando fragmentação ou RNA residual; C1: protocolo CTAB 

1, padrão semelhante a Q1; C2: protocolo CTAB 2, bandas nítidas em alta 

massa molecular, caracterizando DNA íntegro. 

 

 
Fonte: própria. 

 

O protocolo CTAB 1 (C1) mostrou comportamento semelhante, com 

sinal reduzido na região superior e maior intensidade nas regiões inferiores, 

sugerindo degradação ou presença de RNA não removido durante o 

processo de purificação. 

Em contraste, as amostras obtidas pelo protocolo CTAB 2 (C2) 

apresentaram bandas bem definidas e concentradas na região de maior 

massa molecular, sem formação de smear ou bandas inferiores visíveis. 

Esse perfil é característico de DNA genômico íntegro, indicando 

preservação da estrutura de alto peso molecular. Dessa forma, conforme 

ilustrado na Figura 6, o protocolo C2 foi o único método capaz de fornecer 

DNA claramente íntegro entre os avaliados. 

 
5.4 Análises moleculares 
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5.4.1 Gene 18S rRNA 

A análise filogenética baseada no gene 18S rRNA posicionou a cepa 

CCMA-UFSCar-664 em um clado fortemente suportado (bootstrap = 93), 

juntamente com quatro cepas de Monoraphidium griffithii (Figura 7). A 

sequência obtida apresentou 99% de similaridade com M. griffithii strain 

AN7‑8 (AY846378.1), indicando uma estreita relação filogenética entre 

essas cepas. 

Figura 7. Árvore filogenética de Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664) 

a partir da análise do gene 18S rRNA. A árvore foi reenraizada utilizando 

representantes da família Hydrodictyaceae como grupo externo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor, com visualização e edição no iTOL v6 (Letunic; Bork, 2007). 

5.4.2 Gene tufA 

Em contraste, a utilização do gene tufA como marcador molecular 

indicou uma relação filogenética distinta. A cepa CCMA-UFSCar-664 

agrupou-se com cepas de Monoraphidium pusillum, formando um clado 

com alto suporte (bootstrap = 97) (Figura). A sequência de tufA apresentou 
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99% de similaridade com Monoraphidium pusillum (PP935694.1), sugerindo 

uma relação filogenética distinta daquela observada para o marcador 18S 

rRNA. Esses resultados evidenciam a incongruência entre os genes 

analisados. 

Figura 8. Árvore filogenética de Monoraphidium sp. (CCMA-UFSCar-664)a 

partir da análise do gene tufA. A árvore foi reenraizada utilizando 

representantes do gênero Tetradesmus (Scenedesmaceae) como grupo 

externo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor, com visualização e edição no iTOL v6 (Letunic; Bork, 2007). 

 

5.5 Comparação filogenética dos genes 18S rRNA e tufA 

A divergência observada entre os genes 18S rRNA e tufA evidencia 

uma incongruência filogenética na identificação da cepa CCMA-UFSCar- 

664. Enquanto a análise do 18S rRNA agrupou a cepa com M. griffithii, o 

marcador tufA indicou uma relação mais próxima com M. pusillum. A 

identificação de espécies no gênero Monoraphidium é complexa devido às 

semelhanças morfológicas entre espécies próximas, o que limita a 
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diferenciação baseada exclusivamente em características morfológicas 

(Lee et al., 2025). 

Além disso, estudos indicam que o gene 18S rRNA pode ser 

praticamente idêntico entre espécies próximas. Fawley et al. (2006), ao 

avaliarem a confiabilidade do conceito de morfoespécies na família 

Selenastraceae, demonstraram que isolados identificados como espécies 

distintas morfologicamente frequentemente apresentavam sequências de 

18S quase idênticas. No caso de Monoraphidium griffithii e Monoraphidium 

pusillum, algumas cepas apareceram no mesmo clado ou extremamente 

próximas na árvore filogenética do 18S rRNA, evidenciando que esse 

marcador, por ser altamente conservado, apresenta baixa resolução para 

diferenciar espécies próximas. Esses achados reforçam a necessidade de 

utilizar marcadores mais variáveis em estudos filogenéticos, especialmente 

em gêneros com semelhanças morfológicas sutis. 

Nesse contexto, a utilização de múltiplos marcadores moleculares é, 

portanto, fundamental. Regiões mais variáveis, como ITS e o gene rbcL, 

demonstram maior capacidade de discriminar espécies próximas, sendo a 

região ITS apontada como um dos marcadores mais eficazes para 

identificação de espécies dentro do gênero Monoraphidium (Garcia da Silva 

et al., 2017). A combinação de diferentes marcadores permite uma análise 

mais robusta, minimizando ambiguidades que podem surgir quando apenas 

genes conservados são utilizados. 

Diante disso, os resultados deste trabalho reforçam que a 

delimitação de espécies em Monoraphidium não deve se basear em um 

único marcador molecular. Para uma identificação taxonômica robusta da 

cepa CCMA-UFSCar- 664, recomenda-se uma abordagem polifásica, 

integrando dados moleculares de maior resolução (rbcL e ITS) com 

caracterização morfológica e ultraestrutural detalhada. 

 
5.6 Teste de germinação na semente do tomate-cereja 

5.6.1 Percentual de germinação (%G) 

A análise de variância (ANOVA) não indicou diferença significativa 

entre os tratamentos (p > 0,05). Apesar disso, observa-se que T2 (10 mg 
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L⁻¹) apresentou a maior média de germinação (82,5%), seguido de T4 

(70%), ambas superiores ao controle (T1, 62,5%). O tratamento T3 (20 mg 

L⁻¹) exibiu média idêntica à do controle, indicando que nenhuma das 

concentrações testadas de biomassa microalgal reduziu a germinação 

(Figura 9). 

Figura 9 - Percentual de germinação (%G) de sementes de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 10 mg L⁻¹; T3: 20 

mg L⁻¹; T4: 40 mg L⁻¹. 
 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 
 

 

A ausência de significância estatística sugere que o percentual de 

germinação é um parâmetro altamente variável, influenciado por fatores 

internos da semente e pelas condições experimentais, tornando seus 

incrementos menos consistentes do que aqueles observados em estádios 

posteriores do desenvolvimento (Bulgari et al., 2015). Dessa forma, os 

valores obtidos sugerem apenas uma tendência de aumento em alguns 

tratamentos, sem evidências suficientes para concluir que há diferenças 

relevantes entre eles (Figura 9). 

 
5.6.2 Índice de velocidade de germinação (IVG) 

 
O índice de velocidade de germinação (IVG) também  não 
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apresentou diferença estatística entre os tratamentos, conforme indicado 

pela ANOVA (p =0,383). Ainda assim, observa-se um padrão semelhante 

ao verificado no percentual de germinação: T2 (10 mg L⁻¹) apresentou a 

maior média de IVG (aproximadamente 2,30), seguido pelo controle T1 

(aproximadamente 2,12). Já os tratamentos T3 (aproximadamente 1,80) e 

T4 (aproximadamente 1,86) exibiram valores mais baixos (Figura 10). 

 
Figura 10. Índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de 

tomate- cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a 

diferentes concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 20 mg 

L⁻¹; T3: 40 mg L⁻¹; T4: 40 mg L⁻¹. 

 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

Embora a diferença não tenha sido estatisticamente significativa, 

observou-se uma tendência de aceleração da germinação em T2, refletida 

pelo maior índice de velocidade de germinação. Esse efeito pode estar 

associado à presença de compostos bioativos na biomassa microalgal, 

como fitohormônios e polissacarídeos, que já foram relatados como capazes 

de acelerar a emergência radicular e cotiledonar em sementes (Garcia- 

Gonzalez; Sommerfeld, 2016). 
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5.6.3 Comprimento da radícula 

Embora o tratamento T3 (20 mg L⁻¹) tenha apresentado o maior 

comprimento médio de radícula (aproximadamente 7,72 cm), seguido por 

T4 (aproximadamente 7,24 cm), essas diferenças não foram 

significativas em relação ao controle (aproximadamente 7,00 cm), 

conforme o p-valor de 0,361 (Figura 11). 

 
Figura 11. Comprimento da radícula de sementes de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T3: 20 mg L⁻¹; T4: 40 

mg L⁻¹. 

 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 
 
 

 

Essa ausência de efeito estatístico sugere que o alongamento 

radicular nas primeiras etapas da germinação é predominantemente 

controlado por processos internos da semente, como mobilização de 

reservas, turgor e regulação hormonal, e tende a ser pouco sensível a 

variações externas moderadas durante esse período inicial (Bewley; 
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Bradford; Hilhorst, 2012). 

Além disso, o período de embebição adotado (24 h) pode não ter 

sido suficiente para que diferenças decorrentes da exposição à biomassa 

microalgal se manifestassem de forma robusta no crescimento da radícula, 

já que respostas morfológicas nessa fase geralmente emergem de forma 

gradual. A leve tendência de maiores valores em T3 e T4 não superou a 

variabilidade natural do parâmetro, o que explica a ausência de diferenças 

significativas entre os tratamentos. 

5.6.4 Comprimento do hipocótilo 

O teste de Kruskal–Wallis indicou diferença significativa entre os 

tratamentos (p < 0,001), demonstrando que o comprimento do hipocótilo foi 

influenciado pela aplicação da biomassa microalgal (Figura 12). O pós-teste 

de Dunn mostrou que o tratamento T3 apresentou o maior comprimento 

médio, diferindo significativamente do controle (T1) e de T2. O tratamento 

T4 também exibiu média superior ao controle, embora sem diferença 

significativa em relação a T3. O controle apresentou o menor comprimento 

médio, enquanto T2 manteve valores intermediários, não diferindo 

estatisticamente de T1. 

Estruturas da parte aérea inicial, como o hipocótilo, são mais 

sensíveis a estímulos externos do que o sistema radicular nos primeiros 

estágios de germinação (Bewley; Bradford; Hilhorst, 2012; González et al., 

2013). Compostos bioativos presentes na biomassa microalgal, incluindo 

auxinas, citocininas e polissacarídeos, podem estimular o alongamento do 

hipocótilo, promovendo maior crescimento nesta fase inicial (El-Shazoly et 

al., 2025; Garcia- Gonzalez; Sommerfeld, 2016). 

Dessa forma, os resultados indicam que T3 e T4 favoreceram o 

alongamento inicial do hipocótilo, sugerindo um efeito positivo da biomassa 

microalgal nesta etapa do desenvolvimento, mesmo que não tenham 

impactado significativamente o crescimento radicular. 
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Figura 12. Comprimento do hipocótilo de sementes de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 10 mg L⁻¹; T3: 20 

mg L⁻¹; T4: 40 mg L⁻¹. 

 

 

 
Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

5.7 Teste em planta 

5.7.1 Comprimento da parte aérea 

O comprimento da parte aérea das plântulas apresentou tendência 

de aumento com a aplicação foliar de biomassa microalgal (p = 0,0516). T3 

apresentou a maior média, enquanto T1 teve a menor, com T2 e T4 valores 

intermediários; o teste de Tukey indicou diferença apenas entre T3 e T1 

(Figura 13). 

O crescimento da parte aérea pode ser atribuído ao contato direto 

dos bioativos da microalga com a epiderme das folhas e do caule, 

estimulando divisão e expansão celular (Bulgari et al., 2015; Garcia- 

Gonzalez; Sommerfeld, 2016). Diferentemente do hipocótilo, cujo 

alongamento ocorre rapidamente a partir do tecido embrionário, o 

crescimento do caule e folhas é mais gradual e depende da absorção foliar 
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de compostos bioativos. 

Mesmo não sendo significativo ao nível de 5%, os resultados 

sugerem que a aplicação foliar de biomassa microalgal favoreceu o 

desenvolvimento da parte aérea das plântulas. 

Figura 13. Comprimento da parte aérea de plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) cultivadas em vasos e 

submetidas a diferentes concentrações de biomassa microalgal. T1: 

controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 
 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

5.7.2 Comprimento das raízes 

Os dados do comprimento das raízes das plântulas de tomate-cereja 

apresentaram normalidade, mas não atenderam à homocedasticidade, 

sendo analisados pelo teste de Kruskal–Wallis. O teste indicou diferença 

significativa entre os tratamentos (p = 0,03512). Entretanto, o pós-teste de 

Dunn com correção de Bonferroni não identificou diferenças significativas 

entre pares de tratamentos (Figura 14), sugerindo que, embora haja 

variação global entre os grupos, não foi possível determinar quais 

tratamentos se diferenciam especificamente. 

A ausência de diferenças claras entre os tratamentos pode estar 
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relacionada ao controle limitado de fatores ambientais, como intensidade de 

luz, temperatura, disponibilidade de água e volume do vaso, que 

influenciam o crescimento radicular. Além disso, o desenvolvimento das 

raízes nas primeiras fases é mais lento e menos responsivo a estímulos 

externos imediatos, e um período experimental mais longo poderia ter 

permitido observar efeitos mais consistentes da aplicação de biomassa 

microalgal no comprimento radicular. 

 
Figura 14. Comprimento das raízes de plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) cultivadas em vasos e 

submetidas a diferentes concentrações de biomassa microalgal. T1: 

controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 

 

 
Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

5.7.3 Número de folhas 

Os dados apresentaram normalidade e homocedasticidade, e a 

ANOVA não indicou diferença significativa entre os tratamentos (p = 0,515) 

(Figura 15). A ausência de efeito pode estar relacionada ao início tardio das 

pulverizações, realizadas quando as plântulas atingiram aproximadamente 

7 cm de altura. 



49  

Figura 15. número de folhas de plântulas de tomate-cereja (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes concentrações de 

biomassa microalgal. T1: controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 

 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

5.7.4 Massa seca e massa fresca 

5.7.4.1 Parte aérea 

A aplicação de biomassa microalgal não promoveu diferenças 

significativas na massa fresca na massa seca da parte aérea das plântulas 

de tomate-cereja. Os dados apresentaram normalidade e 

homocedasticidade. 

Para a massa fresca, a ANOVA indicou p = 0,21 (Figura 16), 

enquanto para a massa seca p = 0,0828 (Figura 17). A massa fresca, 

altamente sensível a variações momentâneas de hidratação e transpiração, 

pode ter apresentado alta variabilidade fisiológica entre as plântulas, 

mascarando efeitos sutis do tratamento. A massa seca, refletindo o 

acúmulo gradual de biomassa, apresentou uma leve tendência de 

aumento (p < 0,1), mas sem diferença significativa. A ausência de efeito 

mais consistente pode estar relacionada ao controle limitado de fatores 

ambientais, como intensidade de luz, temperatura e quantidade de água 

por vaso. Um período experimental mais longo poderia ter permitido que os 

efeitos da aplicação foliar se manifestassem de forma mais clara na 

biomassa da parte aérea. 
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Figura 16. Massa fresca da parte aérea de plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 

g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 
 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

Figura 17. Massa seca da parte aérea de plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 

g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 
 

 
Fonte: própria, elaborada no RStudio. 
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5.7.4.2 Raiz 

A aplicação de biomassa microalgal promoveu diferenças 

significativas na massa fresca das raízes das plântulas de tomate-cereja 

(ANOVA, p = 0,0149), com T2 (1,0 g L⁻¹) e T3 (1,5 g L⁻¹) apresentando 

médias superiores ao controle (T1) (Figura 18). 

Figura 18. Massa fresca das raízes de plântulas de tomate-cereja 

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes 

concentrações de biomassa microalgal. T1: controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 

g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 
 

Fonte: própria, elaborada no RStudio. 
 
 

 

Esse aumento na massa fresca sugere que concentrações 

intermediárias da biomassa microalgal podem ter favorecido a hidratação e 

o desenvolvimento inicial das raízes. 

Por outro lado, a massa seca das raízes não apresentou diferenças 

significativas entre os tratamentos (Figura 19), indicando que, embora a 

biomassa microalgal possa ter promovido maior turgidez e hidratação, isso 

não se traduziu em aumento efetivo da produção de tecido radicular. 
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Figura 19. Massa seca das raízes de plântulas de tomate-cereja (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme) submetidas a diferentes concentrações de 

biomassa microalgal. T1: controle; T2: 1,0 g L⁻¹; T3: 1,5 g L⁻¹; T4: 2,0 g L⁻¹. 

 

 
Fonte: própria, elaborada no RStudio. 

 

 

A variabilidade observada tanto na massa fresca quanto na massa 

seca pode ter sido influenciada por fatores ambientais, como intensidade 

de luz, temperatura, disponibilidade de água e volume do vaso. Além 

disso, erros experimentais, como variações na pesagem, manipulação das 

amostras e pequenas diferenças na retirada de água superficial das raízes 

antes da secagem, podem ter contribuído para a dispersão dos dados. Um 

período experimental mais longo, maior número de repetições e condições 

ambientais mais controladas poderiam evidenciar melhor o efeito da 

biomassa microalgal sobre o crescimento radicular das plântulas. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo demonstraram que a curva de crescimento 

em meio CHU12 evidenciou a adequada adaptação da cepa CCMA-UFSCar-664, 

permitindo determinar o ponto ótimo de coleta, a biomassa disponível para os 

experimentos subsequentes, bem como sua taxa de crescimento e tempo de 

duplicação ao longo de 15 dias. 

Na avaliação do efeito da biomassa microalgal sobre a germinação de 

sementes de tomate-cereja, verificou-se que, embora o percentual de 

germinação (%G) e o índice de velocidade de germinação (IVG) não tenham 

diferido significativamente entre os tratamentos, algumas concentrações 

favoreceram o alongamento do hipocótilo, indicando efeito positivo no 

desenvolvimento inicial das sementes. 

Nos experimentos com plântulas, a aplicação de biomassa microalgal 

promoveu incrementos no crescimento da parte aérea e na massa fresca das 

raízes, principalmente em concentrações intermediárias, reforçando o potencial 

bioestimulante da cepa. Estudos futuros poderiam se beneficiar de maior 

duração experimental, avaliação até o estágio de frutificação, ampliação da 

escala dos ensaios e do número de repetições por tratamento, além da aplicação 

direta da cepa no solo. 

Em relação aos procedimentos moleculares, o protocolo de extração C2 

apresentou maior eficiência, fornecendo DNA de melhor integridade para PCR e 

sequenciamento. A identificação molecular com os marcadores 18S rRNA e tufA 

confirmou a alocação da cepa no gênero Monoraphidium, embora sem resolução 

em nível de espécie, evidenciando a necessidade de marcadores 

complementares em estudos futuros. 

De modo geral, este trabalho atingiu seus objetivos, demonstrando que a 

cepa CCMA-UFSCar-664 representa uma alternativa promissora para 

aplicações agronômicas e abre caminhos para aprimoramentos metodológicos e 

avaliações em maior escala. 
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