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INTRODUÇÃO

O processo de g e rm i na ç ão  de sementes de plantas 

superi ores envolve uma série de etapas que induzem uma semente 

quiescente, com um baixo conteúdo de água a apres en ta r um a u ­

me nto geral da at ividade  metab ólica e iniciar o d e s e n v o l v i m e n ­

to de uma plãntula, a partir do embrião. 0 m o m en t o exato no 

qual a g er m in a ç ã o  termina e o cr es c i me n to  começa ê e x t r e m a m e n ­

te difícil de ser definido. Geralmente, a g e rm in a çã o  ê i de n ti ­

ficada pela protusão de alguma parte do embrião através da cas_ 

ca da semente, o que é resultado do crescimento. Em muitas s e ­

mentes, o bs e rv a -s e inicialmente a protusão da radícula (BROWN, 

1972).

Em certos casos, uma semente viável pode não 

germinar. Os fatores que regulam o processo de ge rm i n a ç ã o  são 

chamados de agentes de germinação. Uma semente está quies ce nt e 

quan do não são fornecidos a ela os agentes necessários para 

que se de se n ca de i em  os processos met ab ó li c os  que culminam com 

a germinação. Uma semente qui escente g e rminar á quando s u b m e t i ­

da a condições favoráveis de umidade, temperatura e aeração,fa^ 

tores esses chamados de agentes não especí ficos. Uma semente 

do rmente requer estímulos ambientais espec íficos,  nem sempre 

constant es, mas que d et er mi nam sua germinação. Os me c an i sm o s j_ 

nib itórios  mais comuns na do rmência de sementes incluem a im­

p e rm e ab i li d ad e da casca, períodos de am a du r e c i m e n t o  e fotoblas_ 

tismo (sensibilidade ã luz). A luz vermelha quebra a dormência 

de sementes f o t o b 1ásticas porque induz níveis adequados de fi-
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tocromo na forma Fve, fi to cromo vermel ho  extremo (JANN e AMEN, 

1977).

0 f o t o b 1 astismo de sementes já havia sido v e r i ­

ficado hl mu ito tempo, embora suas bases fisioló gi ca s fossem 

d es conhecidas. Em 1860 , Caspary (SMITH, 1975) observara que ŝ e 

mentes de Bull-iavda aquat-ica não ge rm in av a m na ausência de 

luz.

Ainda no fim do século XIX e inTcio do século 

XX havia evidênc ia s de que a luz branca afetava a g erminaçã o 

de dois modos: estimu la nd o a g e rm in a çã o  de certas sementes e j_ 

nibindo a de outras. 0 fato da luz branca afetar a ge rm in a çã o 

de sementes levou a diversos experimentos, u sa n do -s e d i f e r e n ­

tes espectros luminosos. Com priment os  de onda abaixo de 290 nm 

inibiam a g er mi n aç ã o de todas as sementes testadas. C o m p r i m e n ­

tos de onda entre 290 nm a 400 nm não a pr e sentav am  efeitos nf- 

tidos sobre a germinação. Entre 560 nm e 700 nm e e s p e c i a l m e n ­

te luz vermelha, ob se r vo u -s e  pro moção da ge rm in aç ã o (MAYER e 

POLJAK OF F-MAYBER , 1975).

São chamadas sementes f o t o b 1ãsticas positivas 

as que ger minam na presença de luz e f o t o b 1 ásticas negativas 

as que ger minam na ausência de luz.

FLINT e M C A L L I S T E R  (1935, 1937) usando sementes 

f o t o b 1 ásticas positivas de alface, cons t a ta ra m  que a promoção 

de g e rm i na ç ão  ocorria em luz ver melha com um pico a 670 nm e 

que a inibição máxima ocorria no verm elho ex tr emo com um pico 

a 760 nm .

WAREING e BLACK (1957, 1958) e EVENARI, NEUMAN 

e STEfN (1957) mo st raram que a luz azul poderia inibir a germ_i_ 

nação, mas sob certas condições a luz azul poderia também esti-
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mu 1 ar .

B OR T HW IC K e_t _a]_ (1 952) m o strara m que sementes 

de alface cuja ge rmin a çã o havia sido estimulada pela luz verme 

lha poderiam ser inibidas pela su b se qu ente iluminação com v e r ­

mel ho extremo.

0 fitocromo, pigmento responsável pelas r e s p o s ­

tas f o t o b 1 ásticas em s e m e n t e s ,existe em duas formas fotoconver 

síveis: fi tocromo  v erme lh o (Fv) e fitocromo ver m el h o extremo 

(Fve) . A forma ativa é o Fve, ou seja, quando sementes são e m ­

bebidas sob luz vermelha, a 660 nm, o fi to cromo que se achava 

na forma inativa Fv se converte para a forma ativa Fve determi 

nando a germinação. Sob ação do ve r m el ho  extremo (730 nm) o fi 

tocromo que estava na forma ativa Fve se converte ã forma ina­

tiva Fv .

A altern ân ci a de e xp o si çã o â luz vermelha ou ao 

v ermelh o ex tre mo vai induzir promoção ou inibição da g e r m i n a ­

ção sendo que a resposta final é deter mi na da pela última e x p o ­

sição ou seja, luz vermelha na última ex posição  promove a g e r ­

mi na ç ão  e v ermel ho  ex tremo inibe. Na verdade, para se afirmar 

que d e te rm i na d o fenômeno está sob a ação do fitocromo, é precj_ 

so mo strar a reversão v e r me 1ho-verme 1ho extremo. V á ­

rios autores mo st ra r am  essas respostas em sementes de várias 

espécies como tomate e pepino (YANIV, MANCINELLI e SMITH, 

1967), R u m e x  o b tusifotius  ( I S I KAWA e FUJ I I , 1961; VICENTE, EN- 

GEL HARDT e S I LBE RSCHM I DT , 1962) e C u o umis anguvia  (NORONHA, VJ_ 

CENTE e S I L B E R S C H M I D T , 1971; NORONHA, VICENTE e FELIPPE, 1978).

Sementes fo t o b 1ásticas positivas quando secas, 

apresent am  um certo nível de fi t ocrom o na forma F v . Fv não p o ­
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de ser revertido a Fve na semente desidratada e por esse m o t i ­

vo é n ec es sário um período de e mb ebiçio que torne a semente

p o A C U  Qj j JL ou (JX M Â A s
mais sensível a luz, ou seja, o&oi r ie a reversão de Fv a Fve

(KENDRICK, 1976). Há algumas evidências para a síntese de fito

cromo em sementes. Em A m a r a n t h u s  , KENDRICK e FRANKLAND (1968)

observ a ra m  duas fases no aument o do fi to cromo em sementes embe

bidas a 25°C. A primeira ocorre entre a oitava e a décima hora

e ê seguida de uma fase de latência após a qual ocorre um

grande aumento no nível de fitocromo, cu lmi na n do  com a germina_

ção. A primeira fase é uma fase de re id ratação do fi tocromo já

ex istente e a segunda fase é devido 'à síntese de fitocromo.

Stevia rebaud i a n a  Bertoni é uma composta o r i g i n £  

ria do Nordeste do Paraguai (BERTONI, 1899; BERTONI, 1918). No 

Brasil, essa planta foi encontrad a no atual Estado do Mato

G rosso do Sul, em Ponta Porã, na divisa com o Paraguai (SCHME- 

LING, 1967).

Suas folhas possuem sabor m a r c a d a m e n t e  doce, fa_ 

to esse já há mu ito conhecido pelos indígenas do Paraguai, que 

a chamam, em guarani, de ca-á-jhel ou cá-i-yupi (THOMAS, 1937) 

ou de kaa-he (FLETCHER, 1955), que quer dizer erva doce. Esses 

indígenas utilizam  folhas secas e segmentos de caule de Stevia 

para adoçar bebidas (BERTONI, 1899; THOMAS, 1937; FLETCHER , 

1955; BRUCHER, 1974). Mulheres indígenas também uti lizam infu ­

sões de folhas dessa planta para fins a nt i c o n c e p c i o n a i s  (P LA ­

NAS e KUC , 1 968; BRUCHER, 1974; AKASHI e Y O K O Y A M A , 1975).

Em 1900, REBAUDI referiu-se à exis tê nc ia de uma 

substâ ncia doce, ext raída das folhas de Stevia, que declarou 

ser um glu cosídeo, a gli c ir ri z in a  (BERTONI, 1918; BRIDEL e LA-
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V I E I L L E ,  1931a, b; BRUCHER, 1971).

Inicialmente, Bertoni classificou a planta como 

E u p a t o r i u m  rebaud i a n u m  (BRIDEL e LAVIE1LLE, 1931a, c, d; R0BIN_ 

SON, 1930).

Na Europa, a planta foi men ci o n ad a  pela p r i m e i ­

ra vez no Kew Bulletin (GOSLING, 1901). Examinando o material 

fo rnecido por Gosling, os cientistas de Kew, b a seando -s e nas 

c ar ac te rístic as  florais da planta, a c redit ar am  que ela fosse u_ 

ma Stevia e não um E u p a t o r i u m . Em 1 905 , ao publicar uma tradu_ 

ção dos trabalhos de Rebaudi, Bertoni transferiu a planta do 

gêner o E u p a t o r i u m  para o gênero Stevia (FELIPPE, 1977a).

0 esteviosídeo, um g lu c os íd e o 300 vezes mais d£ 

ce que a sacarose ê a substância encontrada em Stevia reba.udia_ 

na, que lhe confere o sabor doce (BRIDEL e LAVIEILLE, 1931a,

b , c , d) .

Pelo fato das folhas de Stevia rebaud i a n a  a p r e ­

sentarem grandes quan tidades de es teviosídeo, cerca de 7 por 

cento do peso seco das mesmas (BRIDEL e LAVIEILLE, 1931a),essa 

planta passou a ter grande interesse ec o nô m i c o i v i s t o  que o e s ­

te vio sí de o poderá ser utilizado como adoçante despro vi do  de va 

lor c al ór ico (POMARET e LAVIEILLE, 1931). Uma vez que os ci- 

cl amatos foram proibidos e a sacarina poderá ser retirada do 

m e r c ad o  (COHEN, 1978) mais uma vez o este v i os íd e o torna-se uma 

opção na sub st it uição desses adoçantes sintéticos.

Como o es te v io s íd eo  possui poder adoçante extre 

ma m en t e alto e não é fermentável pelo or g anismo humano (BERTO- 

Nl, 1918; T H O M A S , 1937; POMARET e LAVIEILLE, 193Í) isso o t o r ­

na v a n t aj os o  com relação ao açúcar comum e aos adoçantes s i n t £
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ticos. E um adoçante em potencial para as industrias de alimen 

tos .

0 interesse industrial pelo es t ev io sídeo ê o fa 

tor que tem e st im ulado o cultivo de Stevia rebaudiana  no J a ­

pão, Coréia do Sul e mesmo em algumas regiões do Brasil (FELI£ 

P E > 1977b; FELIPPE, 1978) .

No Japão foram realizadas virias pesquisas onde 

o est e vi o sf d eo  foi min is t r ad o  a ratos e foi most ra do  que esse 

gl uc os fd eo  não é tóxico e não ap resenta pro priedades a n t i c o n ­

cepcionais (AKASHI e YOKOYAMA, 1975a, b; KATO, 1975). Assim, 

nesse pafs já hã produção comercial pela Toyo Menka Larisha 

Co. (PARKER, 1978) e há vários trabalhos que esp eculam sobre a

possível u t i 1 ização industria 1 como substituto do açúcar e sa-
JL,

carina (ISIMA, 1976; FELIPPE, 1977c; PARKER, 1978).

ESTUDOS BIOQUÍMICOS EM STEVIA REBAUDIANA

Os estudos bioquímicos em Stevia r ebaudiana  t i ­

veram início com Rebaudi, em 1900, quando este mencio na  um gl£ 

cosídeo, nas folhas de S t e v i a , que chamou de gl i ci rrizina (BER^ 

TONI, 1918; BRIDEL e LAVIEILLE, 1931a, b; BRUCHER, 1 9 7 M -

Em 1908, R ASENAC K cristalizou uma substância de 

sabor doce, das folhas de Stevia. Essa substância era solúvel 

em água, álcool etílico e dificilm en te  solúvel em acetona ou 

á 1 coo 1 met í 1 i c o .

DIETERICH (1909) isolou duas substincias doces 

de folhas e caules de Stevia rebaudiana, que chamou de eupato- 

rine e rebaudine. Eupatorine era 150 vezes mais doce que a sa-
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carose e solúvel em etanol, enquanto que rebaudine era 180 v e ­

zes mais doce que a sacarose e insolúvel em etanol.

A resolução do problema a respeito da s u b s t â n ­

cia doce presente em Stevia vebaud i a n a  coube, entretanto, a 

BRIDEL e LAVIEILLE (1931a) que consegui ra m c ri staliza r o este- 

v iosíde o por meio de extração a 1coól ica-aquosa de folhas. Eles 

o bt i ve ra m 60 a 65 g desse gl uc osídeó por Kg de folhas secas de 

S t e v i a , que corres po nd em a 7 por cento do peso seco das m e s ­

mas., V e ri f ic a ra m  que essa substância tinha sabor doce quando 

em pequenas doses, mas que se tornava amargo quando em grandes 

doses. 0 ponto de fusão dessa substância foi es ta b el e ci d o e n ­

tre 238-233°C. Essa substância era solúvel em etanol, metanol 

e água, porém insolúvel em éter de petróleo e clo rofórmio. Es- 

tev iosídeo  era a substância que DIETERICH (1 909) chamava de ej£ 

pat orine e rebaudine era con st it uída de uma mist ur a de estev io 

sídeo e substâncias orgânicas e inorgânicas.

* Por meio de hidrólise com ácido sulfúrico 5 por 

cento a 100°C, durante tres horas, BRIDEL e LAVIEILLE (1931a, 

e) obtiveram uma fração g lu co sídica  e outra não gl uco sídica. A 

aglucona ê o isosteviol. A fração glucosídica apresenta apenas 

D-glicose. 40,38 por cento con s t i tu i m-se de fração não glucídj_ 

ca e 67,08 por cento de glucídica. A hi dr ólise de est ev io sídeo 

é possível também por via enzimãtica ut il i za n do -s e  suco de he- 

patopâ nc reas de Helix pomatia, o que foi v e ri f ic a do  pelos m e s ­

mos autores. Entretanto, a hidrólise enzimáti ca  apresentou uma 

diferença  quand o comparada â hidrólise ácida. Na primeira, ob- 

teve-se uma fração não glucídica denominada de esteviol e uma 

fração glucídica. Na segunda, a fração não gl ucídica foi deno-
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minada de isosteviol (B RI DEL e LAVIEILLE, 1931c; WOOD et al, 

1955), uma vez que esse tratamento provocou uma isomerização 

do esteviol a isosteviol. Os autores de finiram a fórmula do es 

teviol como sendo ^2 0 ^30^3 8 a este vi o sí d eo  como sendo

^38^60^18* ^ molécula do e s te v io sí deo seria co n st it uída por u- 

ma mo l é cu l a de esteviol ligada a tres molécul as  de glucose.

Em I9 3 I, a morte prematura de Bridei pôs fim à 

fase inicial de pesquisas bioquímicas sobre o e s t e vi o sí d eo  , que 

somente foram retomadas na década de 1 950 pelo "National lnstj_ 

tute of Ar th ritis and Me ta bo li c Diseases", em Bethesda ,

Maryland. Na época, interesses médicos a respeito de s u b s t â n ­

cias a n ti ar t rí t ic a s incluiram estudos em Sievia r e b a u â i a n a ,com 

o intuito de uma possível ap li cação de substâncias extraíveis 

dessa planta para fins terapêuticos (FLETCHER, 1955). Dos estu 

dos liderados por Fletcher, c o nclui u- se  que o este v io sí d eo  não 

ap resen ta va  propriedades a n t i a r t r í t i c a s , mas avança ram os c o ­

nhecimentos a respeito da estrutura química da substância (AN(5 

NIMO, 1956).

Apenas em 196 3 , a es trutura química do e s t e v i o ­

sídeo pode ser com p le ta m en t e elucidada. Ficou co ns t at ad o  que o 

esteviol, aglucona do esteviosídeo, é um d it erpeno te tracícli- 

co ácido (MOSETTIG e NESS , 1955; WOOD e_t a_l_, 1955; WOOD e FLET 

CHER, 1956; VIS e FLETCHER, 1956; DJERASSI, RINIKER e RINIKER, 

1956; , DOLDER. e_t aj_. , 1960; DJERASSI et al_, 1961; A R Y A , 1962; 

WATERS, BECKER e MOSETTIG, 1962; MOSETTIG et al_, 1 963 ).

Qu an to  â ligação das unidades de gl uc ose ã aglu_ 

cona de esteviosídeo, v e r i f ic ou - se  que duas uni dades ligam-se 

entre si, por ligação tipo C-2, rara na natureza, e ao oxigê-
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nio da aglucona, pelo carbono 1 de uma das unidades de gluco 

se. A terceira unidade de glucose liga-se pelo carbono 1 ao 

gr upo ca rbo x íl i co  da aglucona.

A Stevia rebaud i a n a  apres enta outros gluc osí- 

deos de esteviol: estevio 1b i o s f d e o , reba udiosfdeo A (2 por cen 

to do peso seco) rebaudiosídeo B (0,07 por cento do peso seco) 

e dulco s fd e o A e B, 30 vezes mais doce que a sacarose (SAKAMO- 

T0 1 1  £l- » 1975 ; KOHDA e_t aj_. , 1976; YAMASAKI et_ aj_. , 1976; KO 

BAYASHI e_t a_l_. , 1977). 0 que difere esses gl uc os íd e os  do e s t e ­

vi osídeo são as ligações dos açúcares ao esteviol e a natureza 

química dos açúcares que se ligam i aglucona.

P R O P R I E D A D E S  B I O L Ó G I C A S  DO E S T E V I O S Í D E O

Em 1915, KOBERT atribuiu proprie da de s hemolfti- 

cas ao e s t e v i o s í d e o  aplicado a glóbulos sanguín eos humanes. En_ 

tretanto, essas propriedades foram de sa cr ed i ta d as  por POMARET 

e LAVIEILLE (1931) que a cred it av am que tal efeito fosse c a u s a ­

do por impurezas presentes no esteviosídeo, o que evidenciava 

a existência de outras substâncias nas folhas de Stevia, que 

seriam responsáveis pelo poder de hemólise.

A toxicidade do es te v io s íd e o f o i ,verific ad a tam 

bém por esses autores que m in i st r a r a m  doses de e s te viosídeo  a 

cobaias, coelhos e galinhas. Em nenhum desses animais, o e s t e ­

vio sí d eo  causou distúr bi os  orgânicos, co n st a t a n d o - s e  ausência 

de toxicidade. Esses mesmos autores alegam que um homem de 60 

quilos pode ingerir sem problemas 144 g de e s t ev i os í de o em 48 

horas. Essas evidências indicam que o e s t e v io s íd e o poderá ser
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ut il iz ado por pessoas portadoras de diabetes sacarino, uma vez 

que o poder h i pog 1 i cem i ante de Stevia r e b a u d i a n a  tem sido verj_ 

ficado em caês e coelhos (SHMELING, 1967; SCHMELING, CARVALHO 
✓
e ES PI N O S A , 1976). POMARET e LAVIEILLE (1931), já haviam m o s ­

trado que o es te viosTd eo  ingerido não era hid rolisad o no o r g a ­

nismo, sendo el iminado  como tal e dessa forma não tem valor e- 

nergético.

AKASH I e YOKOYA MA  ( 1 975) m o st r ar a m certa toxicj_ 

dade causada pelo e.s tev i os fd e o . Esses autores m i n i s t r a r a m  a r£ 

tos, extra to s de folhas de Stevia, por sonda estomacal. Os an_i_ 

mais ap r es e n t a r a m  sintomas de paralisia, seguidos de morte, a- 

pós duas horas. Quando, porém, se aplicou estev iosídeo puro, 

os animais apr es e nt a ra m  certa di fic u ld a de  em se locomover, mas 

se recuperaram. 0 pó de folhas de S tevia  poderia ap res en t ar  e- 

feitos delet ér ios ao organ is mo  humano (FELIPPE, 1977a).

Infusão de folhas de Stevia é usada pelas mulhe_ 

res indfgenas do Paraguai, como ant iconc ep ci onal (PLANAS ,e 

KUC , 1968 ; BRUCHER, 197**; AKASH I e YOKOYAMA, 1975).

Nos trabalhos realizados por PLANAS e KllC 

(1968) obs er v a- se  que o chã de folhas de Stevia, tal qual é u- 

sado pelas mulheres indígenas do Paraguai, reduziu em 80 por 

cento a fe rtil id ad e de ratas. Não se observou efeitos s e c u n d á ­

rios nas ratas e descendentes. Os autores a cr e d i t a m  que não é 

o e s t e v i o s f d e o , a substância an ti conc e pc io n al ,  mas sim outra 

subst ância presente nas folhas de Stevia.



P R O P R I E D A D E S  B I O L Ó G I C A S  DO E S T E V I O L

O esteviol, aglucona do e s t e v i o s í d e o , ê um di- 

terpeno tetracíclico  muito semelhante ãs gibere linas, de modo 

que poderia atuar como as mesmas (FELIPPE, 1977a). 0 esteviol 

esti mulou o c r escimen to  de mu ta ntes de mi lho anão d-5 (RUDDAT, 

LANG e M O S E T T I G ,  1963; NI T S C H  e N I T SCH, 1965) an-1 (KATSUMI e£  

al., 1964) que ê promovido e s pe c if ic a me n te  por giberelinas. A- 

presentou o me smo efeito das gi bere li na s promo ve ndo a síntese 

da a 1f a - a m i 1 ase , provocando a hidró lise do endos pe rm a de c e v a ­

da (OGAWA, 1 975) .

V Â L I O  e R O C H A  (1976) mo stra ra m que o esteviol £  

tua como ácido gi be rélico promovendo o a l o n ga m en to  do hipocôt_[_ 

lo de pepino e cre sc i m en t o de feijão e ervilha. Entretanto, o 

esteviol não teve efeito em testes de a lo ng a m e n t o  de mutantes 

d-1 e d-2 de Zea m a y s , sensíveis a gi berelinas, bem como em 

plântulas de arroz, hipocó ti lo  de pepino, ervilha anã e plântu_ 

la de ipomêia (KATSUMI e_t a_l_. , 1 9 6 4 ) .

0 esteviol não teve efeito em induzir o escapo 

floral e a floração em Katonchòe gastonis-b o n n i e r i ,  partenocar_ 

pia e a l o ng am e nt o  de caule em Stevia rebaud-Cana (VÃLIO e ROCHA,

1976).

Quanto ã forma química, o esteviol é muito seme 

lhante ao caureno, um dos intermediários da bioss íntese de g i ­

berelinas. Para que os compostos derivados do caureno atuem 

biolog i ca m en t e como gi b er el inas ê imprescindível a ligação etj_ 

lênica exocíclica (CH2 ) do sistema de quatro anéis desses d i ter_ 

penóides. Se houver substi tu ição desse grupo por outro, no a-



nel D, o comp os to  torna-se b io l og ic amente inativo (KATSUMI et 

ai., 1964). 0 isosteviol, provavelmente, por não apres en ta r es 

se tipo de ligação etilênica C 16 - C 17 , no anel D^é biologi c£ 

mente inativo (RUDDAT et al., 1963).

Devido â semelhança estrutural entre caureno e

esteviol, sugeriu-se que este pudesse ser co nv ertido em g i b e r £

linas quando aplicado  a mutantes d-5 e an-1 de milho (KATSUMI

et al., 1964). Ênfase foi dada quanto a esse aspecto. Conse-

1 4
guiu-se a incorporaçao de D L - M e v a 1 ona to de sodio 2- C em e s ­

teviol (HANSON e WHITE, 1968). Também foi m o st r a d o  que caureno 

(BENNET, LIEBER e HEFTMANN, 1967; HANSON e WHITE, 1968) e á c i ­

do c au re nó ico (HANSON e WHITE, 1968) podem agir como p r e c u r s o ­

res de esteviol em Stevia. A síntese de esteviol ê impedida pe_ 

lo AMO-161 8 (cloreto de 4 - h i d r o x i - 5 - i s o p r o p i 1- 2 - m e t i 1- f e n i 1 - 

trim e t i 1- a m o n i o - c a r b o x i 1 a to de 1- p i p e r i d i n a ), um inibidor da 

biossínte se  de gi be relinas que atua impedindo a cicli za çã o do 

g e r a n i 1g e r a n i 1 pirofosfa to . (GGPP) e, portanto, a formação do 

caureno (DENNIS, UPPER e WEST, 1965; BARNES, LIGHT e L A N G , 

1969). 0 CCC (cloreto de 2 -c 1 o roe t i 1 -1 r i me t i 1-amôn i o) causou 

feito semelhante; essa substância impede a t r an sf or mação de 

t r a n s g e r a n i 1g e r a n i 1 pirofos fa to  a copalil pi rofosfat o (SCHECH- 

TER e WÈST, 1969) e portanto, impede a síntese de caureno.

R O C H A  (1975) mostrou uma d i m in u iç ã o dc conteúdo 

de esteviol em ápices de plantas de Stevia vebaud i a n a  tratadas 

com CCC. R U D D A T  et al (1968), trataram m ut an tes de milho d-5 

e d-1 com esteviol e ob serv a ra m um aumento de gib er eli nas endô 

genas nestas plantas. Esses resultados são mais uma evidência 

de que o esteviol é co nv e rt id o  em substância de at iv idade g i b
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r e 1 f n i ca .

Estudou-se a via biossintética do esteviol, a-

14
plicando-se a folhas de Stevza, precursores marcados com C

1 4 -  ~ 11» 1 4 -
(acetato 2- C, acido me v al o n i c o - 2 -  C, c a u r e n o - 1 7 - C, acido

O
c a u r en õ ic o -7 " H) e ficou es t ab el ecido que nessa planta, a b i o s_ 

síntese do esteviol ocorre a partir do acetato, ácido mevalônj_ 

co, caureno e ácido caurenóico, ou seja, por meio do mesmo c a ­

minho bi o ss i nt ét ico das giberelinas (RUDDAT et al., 1965; BEN- 

NET et al., 1967; HANSON e WHITE, 1968).

Os estudos para elucidar a via bi os sintética do 

esteviol têm sido conduzidos também em linhagens de fungos.

A linhagem BI - 4la de G ibberella f u j i kuroi a- 

presenta um bloqueio metab ó li c o entre caurenol e ácido c a u r e ­

nóico, bloqueio esse que pode ser superado fo r ne c en do - se  e s t e ­

viol que é m e t a b o l i z a d o  a GAj , GA^g, G A ^ ,  GA^q e 13^hidroxi 

G A j 2 > que aparecem também em plantas superi ores (BEARDER et 

al., 1975; BEARDER et al., 1976; HEDDEN et al., 1978). Obser- 

va-se que em fungos, o esteviol é conve rtido a substâncias que 

a pr e se n ta m atividade g i b e r e 1 T n i c a .

Em Stevia r e b a u d i a n a , entretanto, o esteviol 

não atua como giberelina, podendo até inibir o cres c im e nt o  des_ 

sa planta como foi veri fi c a do  por VAL I 0 e ROCHA (1976).

HEDDEN et al (1978) sugerem que, uma vez que o 

a p a r ec i me nt o  de esteviol parece estar restrito a Stevi-a r ebau-  

ã i a n a , é possível que nessa planta, a sua síntese seja apenas 

um caminho alte r na t iv o para a síntese de gi b er el in as ou um ra­

mo terminal, sem ter relação com a posterior bio ssínte se  de gj_ 

be r e 1 i nas .
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ESTUDOS FI SIOLÕGICOS EM STEVIA REBAUDIANA

Muito já se fez a respeito da bioquímica do es- 

teviosfdeo e do esteviol, bem como a respeito das propriedades 

biológicas dos mesmos.

Do ponto de vista fisiológico, as pesquisas c o ­

me ça r am  a se desen vo lv er a partir da década de 1970. Antes, 

pouco se sabia a respeito da fisiologia de Stevia rebaudiana.

Estudos a respeito da floração de Stevia r e b a u ­

diana foram feitos por V Ã L I 0 e ROCHA (1977) com plantas t r a z i ­

das do Paraguai, cultiv adas no Instituto de Botânica do Estado 

de São Paulo, na década de 1960. Seus resultados m o s t r a r a m  que 

é pl7anta de dias curtos para a floração, com foto p er í od o  crftj_ 

co entre 13 e 14 horas (VÂLIO e ROCHA, 1977).

ZAIDAN, DIETRICH e FELIPPE (1 980) tra balhando 

com plantas de Stevia recém introduzidas do Paraguai, o b s e r v a ­

ram que essas plantas poderiam ser agrupadas em tres grupos 

di stintos quanto ao seu com p or t am e nt o ã vari aç ã o fotoperiódj_ 

ca: grupo A - floração ocorre apenas em fo top eríodos de 8, 10 

ou 12 horas; grupo B - floração ocorre apenas em fo toperíodos 

de 10 ou 12 horas; grupo C - floraç ão  ocorre em fotoperíodos 

de 8, 10, 12 e 14 horas.

A planta está madura para a indução floral a 

partir do es tag io de quatro pares de folhas (VÂLIO e ROCHA,

1977). CCC inibiu o cr e sc im en to de plantas de Stevia r e b a u d i a ­

na, cre sc i me n to  esse ac el er ado por G A ^ , que também reverteu o 

efeito inibidor do CCC. 0 esteviol exógeno inibiu o c r e s c i m e n ­

to de plantas de Stevia rebaud i a n a  (VALIO e ROCHA, 1976) . 0
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co nteúdo de e st e viosíd eo  em folhas foi reduzido por tratamento 

com CCC (ROCHA, 1975). Em ápices, ROCHA (1975) encontrou uma 

substân cia com atividade gibe relínic a,  cujo nível foi reduzido 

por tratamento com CCC. GA^ induziu p a r t e n o c a r p i a , enq uanto 

que CCC e esteviol foram inefetivos ( V Á L !0 e ROCHA, 1976).

M E T I V I E R  e V I A N A  (1979a) realizaram uma série

jujLtdjoé
de t ra fa a 1feos a respeito do conteúdo de es t ev i os f de o , açúcares 

totais e protefna, em folhas de Stevia, submetida a dois foto- 

perfodos diferentes.

Condições de dias longos aume nt am  o co mprimento 

do entrenó, a área foliar e o peso seco e reduzem o intervalo 

entre o a pa r e c i m e n t o  dos sucessivos pares fol iares em relação 

a condições de dias curtos. Em condições de dias longos, o con 

teúdo de açúcares solúveis totais e proteínas aumentou, em te£ 

mos relativos e absolutos, bem como a síntese de esteviol, què 

aumentou em bS por cento (METIVIER e VIANA, 1979a).

Usand o mé tod os diferen te s de ext ra çã o e dosagem 

de esteviosídeo, tanto M E T I V I E R  e V I A N A  (1979a, b) como ZA I D A N  

e_t a_l_ (198o) m os traram que dias longos aumentam o conteúdo de 

esteviosídeo.

Ob servo u- se  que o peso seco da folha e os n í ­

veis de açú cares solúveis e proteínas mo stram um desenvol v imeji 

to em duas fases, durante o cresc im en to da folha, em Stev-La ve_ 

baudiana. 0 grande au men to inicial no tamanho da folha foi d e ­

vido, principalmente, ao aumento de água. 0 aumento no c o n t e ú ­

do de proteína absoluta foi inicialmente lento, mas rápido na 

segunda fase, concomi tantemente ao aumento em peso seco e no 

c on te údo de açúcar solúvel. Em termos relativos, entretanto, a



c o n c e n t r a ç ã o  de açúcares livres diminuiu, conforme a folha 

cresceu. Os resultados indicam que a síntese de proteínas nas 

folhas, p rovav el me nte seja depen de nte de um suprime nt o de c a r ­

bono pro venient e da fot os sí ntese (VIANA e METIV1ER, 1979).

ZAIDAN e_t aj_ (19 8 o) obser va ram que o esteviosí- 

deo ocorre apenas nas porções aéreas de plantas de Stevia e e^ 

tá ausente no sistema radicular.

Jimenez em 1917 (J_n_ ANÔNIMO, 1 920) dizia que em 

geral os frutos de Stevia eram estéreis. FLE TCHER (1955) r e a d ­

mitiu essa afirmação, o que foi no va mente co nf irmado  em 1956 

(ANÔNIMO).

Os primeiros estudos a respeito da germina ção

de Stevia r ebaudiana  foram feitos por FELIPPE e_t £_1_ (1971) e

FELIPPE e LUCAS (1971)- Stevia rebaudiana  ap resenta dois^ tipos

de frutos n it id am ente d i st in guíveis  a olho nu: frütos escuros

e frutos claros. Os frutos clarost são estéreis. Apenas 40 por
2^rrtín^QAJ<yrr^

cento dos frutos escuros s-ão-j-f-ér-t-e i s-. g e rm-i-R=ã=a=d=o a 25 C em luz 

c on stante (FELIPPE e_t aj_. , 1971). Ut il iz a nd o o teste do tetra- 

zõlio, FELIPPE e LUCAS (1971) mostra ra m que cerca de 50 por 

cento dos frutos escuros de Stevia eram férteis, sendo que e s ­

ses resultados eram compatív eis com os testes de ger mi n aç ão  em 

luz constante. Verifi co u- se, também, que os frutos de Stevia 

ram viáveis somente até o oitav o mês apôs a coleta (FELIPPE e 

LUCAS, 1971). ROCHA (1975) mostro u que a po rc entage m de frutos 

claros produzidos pelas plantas por ela estudadas foi de 78 

por cento.

M ONTEIR O (I9 8O) mostrou que em Stevia r e b a u d i a ­

na a po l in iz ação é cruzada e tres tipos de aqu ênios podem ser
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formados: a) aquênio claro estéril: não ocorre a polinização, 

não hã portanto embrião; b) aquênio escuro fértil: em que ela 

ocorre e hã fecun da ção da oosfera, havendo a formação de um em 

brião normal; c) aq uênio escuro estéril: ocorre a polinização, 

hã o de s en v o l v i m e n t o  do tubo polfnico, porém este tem seu cres 

ciment o interrompido antes de atingir a oosfera (possivelmente 

por uma in co mpatibilidade e s p o r o f í t i c a ); a parede do aq uê nio 

(pericarpo) fica com a cor escura, mas o aquênio não possui em 

brião. FELIPPE e_t a_l_. (1971) co ns tat aram que a ge rmi n aç ão  era 

ma ior em luz constante e se completava ao redor do décimo qu a£  

to dia, enq uanto que no escuro, a por ce ntagem  de g er mi na ção e- 

ra bastante baixa. Os frutos de Stevia, são portanto, fotoblãs_ 

ticos positivos (FELIPPE, 1977a). V e r i f ic o u- s e que havia certa 

v ar i a çã o  na por centagem de germ in aç ão em luz constante, que es 

tava na faixa dos 30 a 60 por cento (FELIPPE e_t a_l_. , 197*1) . A 1 - 

gumas plânt ulas germinadas em placas de Petri ap r es en t ar a m ra- 

dículas atrofiadas. Isto poderia ocorrer devido a um inibidor 

presente nos frutos considerados  férteis. A fim de verificar a 

v alidad e dessa h i p ó t e s e ^  FELIPPE <it_ aj_. (1971) fizeram biotes- 

tes com extratos de fio-1 fcra-s co nsiderados férteis e ve r if ic ar am 

que havia um inibidor de cr esciment o de radícula de alface nas 

regiões entre os R^s 0^80 e 0,90 no sistema de solventes por ê  

les utilizados. Esse inibidor poderia ser o responsável pelo a_ 

p ar ec imento de plântulas de Stevia, com radícula atrofiada. A- 

ve nt o u- s e a hipótes e de que o inibidor do cr es c i me n to  de r a d í ­

cula pudesse ser o es t ev io s íd e o (FELIPPE e LUCAS , 1971)•

Dois são os objetivos princ ip ais deste t r a b a ­

lho: a) verifica r em detalhe a ger mi n a çã o  de Stevia, estudando
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quais os fatòres que a afetam, de modo a se es ta belecer as con 

dições ótimas para a germinação; b) verif icar se os aquênios 

(claros e escuros) possuem estevio sí de o como também dar uma i- 

déia de quais substâncias de cr esc i me nt o  existem nesses a q u ê ­

nios.



19

MAT ER IA L E MÉTODOS 

MA TERIAL

Aquênios de Stevia vebaud-tana Bert. foram o b t i ­

dos a partir de plantas cultivadas na Univ e rs i da d e Estadual de 

Campinas ou fornecidos pelo Instituto de Botânica da S e c r e t a ­

ria de Agri c u lt ur a  do Estado de São Paulo. As amostras eram u- 

tilizadas até seis meses de idade (c&ni 9x=ce^5=o :d~e u in ~e.y p~e r hn-er^

gé^^rnação) .

Em alguns experiment os  foram também utilizadas 

Lactuoa sat-Cva L. cv. Crespa de Picar, Bumex o b tusifolius  L., 

Cucum-ís anguvia  L. e Cucumis melo L.

MÉTODOS

A . G e r m inação

Os aqu ênios de Stevia rebaud-Cana podem ser sepa_ 

rados em claros e escuros a olho nu. Aquênios claros não p o s ­

suem embrião e são, portanto, estéreis. Só há ge rmin a çã o  de a- 

quênios escuros (FELIPPE e_t_ aj_. 1971) . Os aquênios escuros f o ­

ram separados um a um, sendo levemente pressionados com uma 

pinça. Eram selecionados apenas os mais rijos e consistentes.

Os aquênios selecionados para os experimentos 

foram e s te ri li zados de acordo com as seguintes etapas:
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- lavagem rápida em solução de detergente.

- lavagem em água corrente.

- imersão em solução de h i poclor id o de sódio h % , durante 30 mi 

nu t o s .

- lavagem em água destilada corrente durante 5 minutos, 

- i m e r s ã o  em água destilada durante 60 minutos.

- secagem em papel de filtro.

Para cada tratamento, sempre se u ti li zaram duas 

placas de Petri, de 9 cm de diimetro, com 50 aquênios por p l a ­

ca. As placas eram revestidas com uma folha de papel de filtro 

q u al i ta t iv o  (Klabin) e este rilizad as  a 100°C durante 60 m i n u ­

tos. Os aquênios foram embebidos com 5 ml de água destilada ou 

da solução a ser testada.

Os ex pe rimento s de g e rm in a çã o  foram realizados 

em câmara de c re sciment o "Forma Scientific", com temperatura 

controla da  de 25°C, a não ser quando o efeito de temperatura js 

ra testado.

Na ge r mi n aç ã o em luz branca co nstante eram u t i ­

lizadas duas lâmpadas fluorescentes de 15 W e intensidade de 

2
3,6 yW /cm .nm.

Os e xp e rimento s de escuro constante foram real_i_ 

zados co lo c a nd o -s e  as placas de Petri dentro de tres sacos 

plásticos pretos. P reviam en te  foi testada a g e rm i na ç ão  no escu_ 

ro co ns ta nt e dentro dos sacos pretos e sem os sacos pretos,nas 

câmaras. Não houve dif erença na g er mi na ção entre esses dois tra_ 

tamentos.

Testes de germin aç ão  sob luz branca c o nstant e e 

escuro constan te  foram realizados como controle para a ma io ria 

dos experimentos.
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G er al mente fizeram-se tres a quatro contagens 

de germinação, a cada dois ou tres dias.

0 efeito de luzes m on o cr o m á t i c a s  também foi v e ­

rificado.

CFjyft - ^ 0
Os compri me ntos de onda desejados foram obtidos

a partir de limpadas flu orescentes e incandescentes e filtros

feitos de papel celofane colorido, a ju s tando- se  a intensidade

2
ao redor de 1,2 yW/cm .n m , por meio de um esp ectro- radiometro

ISCO, mode lo SR (Figura 1).

A luz azul, com pico a 450 nm , foi obtida com

uma lâmpada fluor es ce nte azul (Westinghouse) de 15 W e filtro

formado por uma folha de papel celofane azul. A luz verde, com

pico a 52 5 nm foi conseguida com lâmpada fluoresc en te  verde

(General Eletric) de 20 W e filtro formado por uma folha de pa_

pel cel ofane verde. Luz vermelha, com pico a 650 nm foi obtida

a partir de uma limpada vermelha (Westinghouse) de 15 W. 0 ver

melho extremo, com pico a 730 nm foi obtido a partir de uma

limpada incandescente de 25 W (General Eletric) e filtro forma

do por duas folhas de papel celofane vermel ho  e tres folhas de

papel celofane azul. As contagens dos exp er im entos mantido s em

escuro constante, ou sob os diferentes co mp rimentos  de onda fc>

ram feitas sob luz verde de segurança, cujo espect ro  apresenta

2
um pico a 525 nm e intensidade de 0,02 yW/cm .nm (Figura 1).

0 efeito de choques de ve r me l ho  (de curta ou 

longa duraçio) também foi estudado.

Em um de t er mi nado experimento, os aquênios f o ­

ram embebidos por 72 horas sob luz vermelha e a seguir foram 

transferidos para o escuro constante.



F i g u r a  1 Espectros luminosos utilizados nos e x pe r im en to s de 

germ i n a ç ã o .

O  Luz a z u 1 

0  Luz verde 

O  Luz vermelha 

Ê* Ver m e lh o extremo 

A  Luz verde de segurança
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Em outros experimentos, os aquênios embebidos 

no escuro constante por 24 e 48 horas receberam choques de ver 

melho com duração de 24 horas (choques longos). Apôs os c h o ­

ques, os aquênios retornaram ao escuro, onde perman ec eram até 

o final do experimento.

Aquênios embebidos também por 48 horas no e s c u ­

ro co ns ta nte eram transferidos para câmara iluminada por lâmp£ 

da vermelha, onde recebiam choques de 60, 180 e 300 minutos 

(choques curtos). Após os choques, retornaram para o escuro 

c o n s t a n t e .

A reversão do verm el h o pelo verme lh o extremo

f o i e s t u d a d a .

Aquênios que recebiam choques curtos de v e r m e ­

lho de 60 minutos (após 48 horas de emb ebição no escuro) f o ­

ram tratados com choques curtos de ve r me l ho  extremo, de 60,

180 e 3 00 minutos de duração. Após os choques de verm el ho  e x ­

tremo retornaram para o escuro constante.

Aquênios também foram embebidos sob vermelho ex 

tremo, durante 72 horas e a seguir transferidos para câmara i- 

luminada com luz branca, onde perm an ec iam até o final do expe- 

rimento. Em um outro experimento, os aquênios foram embebidos 

sob luz branca durante 72 horas e a seguir tra nsf er id os para 

câmara iluminada com vermelho extremo, onde ficaram até o f i ­

nal do experimento.

A reversão do verm el ho  pelo azul também foi v e ­

rificada.

Aquênios que recebiam choques curtos de luz vej^ 

melha, de 60 minutos de duração, após 48 horas de em be bi ção no
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escuro, foram expostos à luz azul por 60 e 180 minut os  e a s e ­

guir retornaram para o escuro, onde ficavam até o final do e x ­

perimento. Em todos os exp er im entos de choques de luz, a trans 

fêrencia de aquênios de uma câmara para outra, foi feita m a n ­

tendo-s e a sala totalmente no escuro.

No que diz respeito ao efeito de temperaturas, 

te staram-se temperaturas constantes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

35 e 40°C com aquênios mantidos em luz branca constante e escu 

ro constante.

V er i f i c o u - s e  o efeito das seguintes a l t e r n â n ­

cias de temp eratura na g er minaçã o de Stevia ma nt id a no escuro: 

25 - 0°C, 25 - 5°C, 25 - 10°C, 25 - 15°C, 25 - 20°C, 25 - 3 0°C 

e 25 - 3 5°C.

0 controle das temperaturas dentro das câmaras, 

du rante o deco rr er desses experim en to s foi feito por meio de 

um termômetro digital marca Digitec tipo 581 c. Esse t e r m ô m e ­

tro acusou uma alteraç ão  diária de ± 1°C para cada temperatura 

testada. E xp e ri m en ta lm ente, ve r if i c o u - s e  o tempo de mu dança de 

temperat ura a partir da temperatura inicial básica de 25°C. Iŝ  

to foi feito para as câmaras de c re sc imento e placas de Petri 

fechadas e forradas com papel de filtro umedecido, colocadas 

dentro das câmaras.

Para medidas das temperaturas dentro das c â m a ­

ras e das placas de Petri u t il iz o u- s e o termômetro digital 

Digitec tipo 581 c, com um termopar dentro da câmara e outro 

dentro da placa de Petri. A variaçã o da temperatura foi verifj_ 

cada de mi nu to  a minu to  (FELIPPE, 1978; JOLY e FELIPPE, 1979), 

co nf i rm an d o os resultados desse autores.
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A Figura 2 mostra curvas de altern ân ci a de t e m ­

peraturas dentro das câmaras, determina da  a cada minuto. Expli 

citamen te, as curvas de alt ernância  de temperaturas mo st ra m  o 

perfodo de tempo decorri do  até que a câmara atingiss e a t e m p e ­

ratura alte rn an te desejada e retornasse à temperatura inicial. 

Nessas câmaras, o relógio de alternância de temperaturas foi 

regulado para 12 horas de temperatura básica e 12 horas de tem 

peratura alternante, em ciclos de 24 horas. A Tabela 1 mostra 

o tempo ne ce ssário para a câmara atingir a temperatura alter_ 

nante e retornar i temperatura básica. Assim, por exemplo, no 

par de altern âncias 25 - 20°C, a câmara leva 10 minutos para a_ 

tingir a tempe ratura altern an te  e 15 minutos para retornar i 

te mp eratura de 25°C. Pela Talela 1, pode-se ve ri fi car que na 

placa, o tempo decorrido até atingir a temperatura al te r na nt e  

foi de 18 minutos.

A Figura 3 representa curvas de a lt ernânci a de 

temperatura dentro das placas de Petri expostas a períodos de 

te mperaturas alternantes. Obviamente, como a mudança de t e m p e ­

ratura é g r a d u a 1 ,. nunca se obt ev e um período de 12 horas de ex 

posição a cada temperatura a lternant e (Tabela 2). Assim, para 

o par al ter n an te  de 25 - 0°C, a placa permaneceu du ran te 10 h£ 

ras e 52 minutos na temperatura básica de 2 5° e 10 horas e 8 

minutos na temperatura alternante.

Denomina- se  choque de temperatura ao período 

curto de tempo, durante o qual os aquênios p e rm a ne ce ram a uma 

temperatura di ferente da temperat ura controle (25°C). Nos expe 

rimentos com choques de temperatura estas foram 0°C e 45°C. 

Previamente, regulou-se uma câmara de cr e sc im en to a 0°C e uma



Figura 2. Alternância de temperatura nas câmaras. A v ariaçã o 

de temperatura foi v er if icada a cada minuto. 

Temp e ra tu r a básica de 25°C

25 - 3 5°C

□ 25 - 3 0°C
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Temp e ra tu r a básica de 25°C . Alternâ nc ia  regulada pa 

ra 1 2 horas .

T a b e l a  1 - A l t e r n â n c i a  de t e m p e r a t u r a  em um c i c l o  de 24 h o r a s .

A lt er nância de 

tempera tu ra 

°C

Tempo para atingir a 

alternânc ia  desejada 

minutos

Tempo para retornar

a 25°C 

minutos

Den t ro 

da 

câmara

Dentro

da

placa

Dentro 

da 

câma ra

Dentro

da

placa

25 - 35 16 35 31 43

25 - 30 1 1 17 17 51

25 - 20 1 0 1 8 15 47

2 5 - 1 5 20 35 19 46

25 - 10 33 62 21 69

2 5 - 5 87 30 76

O1LACNl 61 1 1 2 39 68



Figura 3. A lt er nância  de temperatura dentro de placas de Petri 

fechadas e forradas com papel de filtro umedecido. A 

v ar ia çã o da temperatura foi verifica da  a cada minuto. 

T empera tu ra  básica de 25°C.

© 25 - 3 5°C

□ 25 - 3 0°C

o 25 - 2 0°C

© 25 1 O
o

A 25

0oo1

25 - 5°C

25

Ooo1
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Tab ela 2 - Período em que o Interior da placa de Petri permane

c.eu em uma determinada temperatura.

A l te r nâ n ci a  de Te mperatura básica Te mperatur a al ternante 

temperatura 25°C horas

°C horas

25 - 35 10 h . e 17 min. 1 1 h . e 25 min.

25 - 30 1 1 h. e 9 min. 1 1 h . e 43 min.

25 - 20 1 1 h . e 13 min. 1 1 h . e 42 min.

25 - 1 1 h . e 1 4 min. 11 h . e 25 min.

25 - 1 0 10 h . e 51 mi n. 1 0 h . e 58 mi n.

25 - 5 1 0 h . e 44 mi n. 1 0 h . e 33 mi n.

25 - 0 1 0 h . e 52 mi n. 1 0 h . e 8 mi n.
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a kS°C.

Os choques de temperatura foram realizados a- 

pós dife re nt es períodos de embebiçio no escuro constante: 24, 

48 e 7 2 horas.

Na Figura 4 obse rv a m- s e as curvas de alter ação 

da temperatura, dentro das placas de Petri. Isso foi feito c o ­

loca ndo-se p 1acas de Petri até então mantidas a 25°C , dentro 

das câmaras jã reguladas na temperatura do choque. As placas ê  

r a m f o r r a d a s  com papel de filtro umedecido.

M ed iu -se também a temperatura dos aquênios por 

meio de termometria t e r m o e 1é t r i c a . U ti li zou-se um multfmetro, 

ao qual se conecta um termopar composto por dois metais d i f e ­

rentes, que desen vo lv em diferenças de potencial elétrico, q u a £  

do as junções acham-se em diferentes temperaturas. 0 m u l t f m e ­

tro mede a v oltagem  desenvolvida pelo termopar,

0 termopar utili zado foi o de c o b r e - c o n s ta n t a n . 

Esse termopar desenv ol ve  a seguinte relação: a cada °C c o r r e s - 

pondem quarenta mi crov o lt s (yV) de maneira que:

Temperatu ra  medida = y V lido no aparelho

40

A temperatura de referência foi °C.

0 apar el ho  u ti lizado nas medidas da voltage m d£ 

senvolv ida pelo termopar foi um mu l tí m e t r o  digital  ̂ marca Hew 

let-Packard, tipo 3465 B, com fundo de escala de 20 mV a

100 v - cc e s ensib il id ade de 1 yV na menor faixa de medição.

A Figura 5 mostra a mudanç a de temperatura nos

aquênios.

Em um choque de 45°C, os aquênios demoram 30 mj_



F i g u r a  4 . Tempo decorrido para as placas dè Petri atingirem as 

temperaturas dos choques. A v a ri aç ão da temperatura 

foi verificada  a cada minuto.

Tem pe ra tura básica de 25°C 

O  45°C 

□ 0°C
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nutos para a ti n gi re m a temperatura do choque, a partir da t e m ­

peratura básica de 25°C (Figura 5). 0 tempo decorrid o para os 

aquênios at in g ir e m 0°C foi de 20 minutos, também a partir da 

te mp eratura básica de 25°C (Figura 5). Durante um choque de 

temperatura, as placas foram transferidas para câmaras já ca 1 j_ 

bradas para a temperatura do choque.

Nos choques de 0°C, que tiveram duração de duas 

horas, os aquênios per ma ne ceram 20 mi nutos na câmara, até a t i £  

gir a temperatura do choque e a seguir pe rm anecer am  durante 

mais duas horas nesta temperatura, na câmara. C o nc om i ta n te m en - 

te, fez-se um controle que permanecia na câmara a 0°C durante 

20 minutos, além dos controles m an ti dos a 25°C . Esse controle 

foi feito para os tres períodos di ferentes de embebiçã o no e s ­

curo.

Os choques de 45°C também tiveram duração de 

duas horas e nesse caso, os aquênios perman eceram durante 30 

minutos na câmara até que atingisse m a temperatura do choque e 

então, por mais duas horas. Fez-se também o c on trole no qual 

os aquênios permanece ra m na câmara por 30 minu to s e a seguir 

retornar am  para a câmara a 25°C. Esse cont role foi feito t a m ­

bém para os tres períodos de embebição  no escuro. Controles 

mantidos o tempo todo a 25°C também foram uti lizados.

As seguintes substâncias e regulado res de c r e s ­

cimento foram ensaiados na germin aç ão  no escuro, de Stev-ta ve- 

b a u ã i a n a , nas conc en trações  abaixo citadas:

- ácido giberélico, GA^ (Baker): 50 e 100 mg/l

- ácido in do l- 3 - a c é t i c o , AIA (Sigma): 0,1; 1,0; 10,0; 25,0;

50,0 e 100,0 m g / 1 .



Figura 5. Tempo decorrido para os aquênios de Stevia r e b a u d i a -  

na at in gi rem as temperaturas dos choques. A variaçã o 

da temperatura foi verific ad a a cada minuto. 

Temperatu ra  básica de 25°C.

O  A5°C

O  o°c
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- 6-benzil adenina, 6 BA (Sigma): 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 

10 0,0 m g / 1 .

- ácido 2 - c 1o r o e t ?1f o s f ô n i c o , etrel (Amchen): 5,0; 10,0 25,0;

50,0 e 100,0 mg/l .

0 ácido abscísico, ABA (Sigma) foi apl icado a 

aquênios mant id os sob luz branca constante, nas con ce nt ra ções 

de 1,0 e 10,0 m g / 1 .
*

Em um e x pe ri me nto preliminar v e r i f ic ou - se  o e- 

feito da vari aç ão do pH da solução de embebição na ge rm i na çã o  

de Stevia. V ar i ou - se  o pH da solução de em be bi çã o us an do -se aj_ 

gumas gotas de solução diluídas de NaOH (0,1 M) e HC1 (0,1 M). 

Os seguintes pHs foram testados: 5,5 (controle de água destila_ 

da), 6,2; 4,2; 3,7 e 3,0. Ao final do exp er i me n to  todas as s o ­

luções a p r es en t av a m pH semelhante ao pH da água destilada. Não 

houve difer en ça  e s t a t i st i ca m en t e significativa, a nível de 5 

por cento, entre germin aç ã o de aquênios embebidos com soluções 

de e m be bição que apresentar am  pHs variados (Tabela 3) e o c o n ­

trole.

Na Tabela 4 são dados os valores de pH para a l ­

gumas c oncent ra çõ es de substâncias e reguladores de c r e s c i m e n ­

to utilizados, onde pode-se ver que a faixa de pH está dentro 

da faixa de pH utilizad o no ex pe r im e nt o  preliminar.

B. Cl ar i fi ca ção de aquênios de Stevia

Aquênios escuros previame nt e selecionados foram 

separados em lotes de 100 ou 200 e foram cla ri fic ados. A clar_i_ 

ficação foi feita pelo método de HERR (1971).



Tabe la 3 ” Efeito da variação do pH da solução de emb eb ição na 

ge rmi n aç ã o de Stevia em luz contfnua.

Dados em porcentagem de germinação. F não significa 

t i vo a 5 %•

PH. Dias de ge rm inação pH ao final do 

ex perim en to

7 9 11

*5,5 21,00 34,00 40,00 6,0

6,2 14,00 2 9 , 0 0 42,00 6,0

4,2 2 9 , 0 0 43,00 51 ,00 5,5

3,7 18,00 3 4,00 38,00 5,5

3,0 28,00 39,00 42 ,00 5,0

* Co n tr ol e  - água destilada.
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0 méto do  consiste em passar os aquênios, rapida 

m ente em bateria de álcool de co nc en tração crescente. Feito is 

so, di fe re n ci a - se o material em xilol, durant e cinco minuto s e 

a seguir o material ê transferido para o lfquido diaf an iz ador 

por 2 a 4 horas.

0 líquido di a fa ni zador de Herr consiste numa 

mi stura de hidrato de cloral, ácido fênico, óleo de cravo, ãcj_ 

do lãtico e xilol na proporção de 2:2:2:2:1 (v/v).

0 material d ia fanizad o foi então di s s ec a do  sob 

lupa binocular, os aquênios observados e ve rif ic a da  a presença 

ou ausência de embriões.

C. Efeito do es t ev io s íd e o em ge rm i na ç ão

V e r i f i c o u - s e  o efeito do e s t e vi os í de o  na g e r m i ­

nação de IcLCtuca satzva L cv . Crespa de P i car ,Rumex obtus-Cfc- 

Zius L , Cucumvs meto L, Cuoum-Cs anguvia L e Stevia vebaud i a n a  

B e r t .

0 e st e viosíd eo  ut i lizad o nesses ex pe ri mentos 

foi cedido pelo U A L  (instituto de Tecn ol og ia de Alimentos).

Para o preparo das soluções, o est e v io sí d eo  foi 

d is s ol vi d o em etanol 100% e o volu me compl et ad o com água destj_ 

lada. A relação entre água destilada e etanol foi de 400: 1 

v/v. Em todos os ex p er im entos fez-se um c on tr ol e onde se utilj_ 

zou essa relação de água destilada e etanol.

Usaram-se soluções de e s te v io s íd e o nas c o n c e n ­

trações: 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg/l. *

A ge rmin a çã o de Cucumis a n guria foi realizada



T a b e l a  4 pH de algumas concent ra çõ es de su bs tâncias e regula 

dores de cresc im en to testados.

Substância Conce nt ra ção 

mg/ 1

pH

50,00 4,5

AIA 20,00 5,0

10,00 5,6

g a 3 100,00 5,0

6BA
5,00

10,00

6,2

5,0

ABA 1 ,00 5,7

Etrel 10,00 4,6
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sob escuro contfnuo, pois as sementes dessa espécie são foto 

blãsticas negativas (NORONHA, VICENTE e S ILBERSC HM ID T , 1971; 

NORONHA, VI CENTE e FELIPPE, 1976, 1978). As demais sementes 

são f o t o b 1ásticas positivas.

D. Extração de substâncias endógenas

1. Separaç ão  dos aquênios

MO NTEIRO (1980) mostrou que em Stevia r e b a udia-  

na oc orrem tres tipos de aquênios: a) claro estéril; b) escuro 

fértil; c) escuro estéril.

Neste trabalho a nomenc latura uti lizada será a 

seguinte: a) aquênio claro; b) aquênio fértil; c) aq uên io escu_ 

ro es té r i 1 .

Duzentos aquênios escuros foram pesados em b a ­

lança analftica, com cinco casas decimais e v er i fi c o u - s e  q u e o  

peso dos aquênios variou de 100 yg a 5^0 yg sendo que a -média 

foi de 309 y g ■ Nota-se, portanto que há uma gra nd e v aria çã o no 

peso dos aquênios escuros. A partir desses dados tentou-se a se_ 

paração de aquênios férteis e aquênios escuros estéreis, por 

di ferença de peso. Amostras de aquênios escuros foram c o l o c a ­

das em bequer con tendo água destilada e este era levado a urrí a_ 

gitador magnético. Após 1 ou 2 minutos em agitação, verifi co u - 

se que parte dos aquênios submergia e parte flutuava, quando 

se desligava o agitador. Provavelmente, os aquênios sem e m ­

brião eram mais leves e flutuavam e os aquênios com embrião e- 

ram mais pesados e submergiam. Desta forma, a técnica poderia 

ser usada para a separação dos aquênios. Antes de adota-la,foi
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preciso testar a sua eficiência. Isto foi feito sep ar an do-se u_ 

ma amostra de aquênios da qual 100 aquênios que su bm ergiram f£ 

ram clarificados, con forme o méto d o de HERR (1971) e d i s s e c a ­

dos sob lupa binocular, ob se r va nd o -s e  que 93 por cento apresen 

tavam embriões e apenas 7 por cento eram estéreis. Da mesma 

forma, 100 aquênios que flutuaram foram cla ri fi cados e consta 

tou-se que 90 por cento eram estéreis, co n c lu i nd o- s e que a téc_ 

nica poderia ser adotada para a separação dos aquênios a serem 

ut ilizados nas extrações.

As extrações foram feitas com aquênios claros, 

férteis e escuros estéreis. Algumas vezes as extrações foram 

feitas com aquênios escuros férteis e estéreis juntos.

2. Mét od o de ext ração

0 mét od o de extração de substâncias endógenas 

foi baseado no de ZEEVART (1966).

Quinhe ntos aquênios foram ma c er ad os  em almofa- 

riz, com 5 ml de metanol 1 u~0^ a 5 C e mant id os em extraçao ne£ 

sa te mp era tura durante 2k horas. Após esse período, o m a c er a do  

foi filtrado e o resíduo foi re-extraído em metanol 33% d u r a n ­

te 2k horas na temperatura ambiente. No vamente filtrou -s e o ma 

cerado e repetiu-se a extração. Os tres filtrados foram m i s t u ­

rados e evaporados até que o extrato ficasse co mp l et a me nt e  s e ­

co. Ao extrat o bruto obtido eram adi ci onados 2 ml de etanol e 

o extrato era apli ca do  em crom at op lacas a serem utili za das em 

biotestes ou para revelação de substâncias endógenas a serem 

estudadas. Os extratos foram ut ilizados também para detecção 

de estev ios í d e o .
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3 " Bioensaio utilizado

Para substâncias g i b e r e 1 fnicas e inibidores foi 

u ti l iz ad o o bioteste do alon ga m en t o de hipocõtilo de alface.

Esse bioteste foi descrito por FRANKLAND e 

WAREI NG (1960) e ê específico para detecção de substâncias p r£  

mo toras de crescimento, com ativid ad e g i berel ín.íca , as quais 

pr omovem o al on ga m en t o do hipocõtilo de alface. 0 bioteste mos 

tra também a presença de inibidores no extrato.

Os extratos obt idos eram ap licados em placas de 

vidro de 20 x 20 cm onde se espalhou sílica gel G (Typ 60

Merck) dissolvida em água destilada na pr oporção de 1:2. v/v e 

espessura de 0,5 mm. 0 sistema de solventes ut il iz ad o como f a ­

se móvel foi butanol: metanol: água 8:1:1 v/v (G L (5 R ! A , 1966). 

Cada cromato gr am a foi dividido em 10 faixas iguais, c o r r e s p o n ­

dentes a©s va l o re s  de R ^ . Assim, a primeira faixa cor respondia 

ao intervalo entre o R^-s 0,0 e 0,1. Cada faixa, por sua vez, 

foi dividida no sentido transversal c o rr e s p o n d e n d o  a tres rep£ 

tições. Após completa evap or aç ão dos solventes utilizados no 

d e s e n v o l v i m e n t o  dás c r o m a t o p l a c a s , as faixas eram raspadas e a 

sílica era colocada em cubeta de po li eti leno de 2,5 cm x 3 , 5  cm 

e recoberta por dois retângulos de papel Whatman n? 3« A ser 

guir, a c r e s c e n t a v a m - s e  2 ml de água destilada a cada cubeta. 0 

con tr ol e foi feito ut i li za n do - se  faixas de c r om atop la ca  onde 

não se aplicou o extrato.

Ut il iz a ra m -s e sementes de alface cv. Crespa de 

Picar. As sementes germinaram  sob luz f lu o resce nt e branca, em

^ O — 1 ** •
câmara de cr esc i me nt o  Forma, a 25 C e após 24 horas seleciona_ 

ram-se plântulas cujas radículas me di am  cêrca de 3 mm de com-
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primento.

Foram colocadas 5 plantulas por cubetas. As cu 

bas de bioteste eram man ti da s durante 3 dias sob luz branca 

contínua a 25°C e após esse período me di u -s e  o co mp ri me n to  dos 

hipocótilos.

0 mesmo bioteste foi ut il izado para a v e r i f i c £  

ção do efeito dos extratos e de padrão de auxinas no crescimejn 

to das radfculas de alface. Além das medidas do c o mprimen to  

dos hipocótilos de alface, m e d i u - s e  também o c o mp ri m en t o das 

r a d í cu 1 a s .

0 efeito de IAN (i n d o 1 - 3 - a c e t o n i t r i 1 a ) no c r e s ­

cimento de radícula de alface também foi testado. Nesse caso, 

eram feitas tres repetições de cada co n ce ntração a ser t e s t a ­

da. No caso testou-se o efeito das seguintes concentrações:

0,015; 0,07; 0,15; 0,31 e 0,625 mg/l.

k - Revelação de substâncias end ógenas por métodos químicos.

A detecção por métodos químicos, de substâncias 

con tidas nos extratos, foi feita ut il iz a nd o -s e  a c r om at og rafia 

em camada delgada. Para a detecção de e st e vi os ídeo usou-se c o ­

mo fase móvel o sistema de solventes butanol : metanol : água na 

prop orção de 8:1:1 v/v (GLORIA, 1966) em c r om at og ramas u n i d i ­

m en sionais. Os c r om at ogramas  bidimens io na is para a revelação 

de es t ev i os í de o  foram desenvo lv id os nos seguintes sistemas de 

solventes, segundo METIVIER e VIANA (1979b):

a. butanol: acetato de etila: isopropanol: água - 3 5: 1 00:60:3 0 

v/v.

b. ácido acético: acetato de etila: água - 4:8:1 v/v.
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Os extratos ensaiados em cr omatografia b i d i m e n ­

sional foram aplicados na ext re midade inferior esquerda das 

cr om at oplacas  . Os croma to gr amas bidimensionais foram feitos do 

seguinte modo: apôs o cromatograma ter sido de se nv ol v id o  no 

primeiro sistema de solventes, d eixava-s e secar por 24 horas â 

temperatura ambiente. A seguir, a cro mat op la ca era inclinada 

em ângulo de 9 0? a partir da direçã o do primeiro d e s e n v o 1vimen 

to e era desen volvida  no segundo sistema de solventes. Como pa_ 

drão ut ili zo u -s e  o es t ev io sídeo forne cido pelo ITAL (Instituto 

de T ec nologia  de Alimento s). A pureza do es t ev io sídeo foi v e r i ­

ficada, por ME TI V IE R  e V IA NA  (1979b) que utiliza ra m a cromato - 

grafia uni dimensional e 15 sistemas de solventes, o bs er vando 

sempre uma única mancha apôs a revelação. Neste trabalho, 5 mg 

de est e vi o sí d eo  eram dis so lvidos em 4 ml de etariol e 100 yl e- 

ram aplicados como padrão. A revelação do este v io sí d eo  foi fej_ 

ta com antrona (UMBREIT e BURRIS, 1964). 200 mg de antrona 

(Fisher Scientific Co.) foram dissolvidos em 100 ml de ácido 

sulfurico 95%. Foram apl icados ' 100 a 200 y 1 de extrat o diluído 

em 2 ml de etanol, na cromatoplaca dividida em faixas v e r t i ­

cais (cromatografia unidimensional) ou numa das extre mi dades 

da placa (cromatografia bidimensional). Após a pulverização  

com reagente de antrona, o e s t e vi os í de o  aparece como mancha 

de cor azul .

Para a detecção de sub stâncias indólicas usou- 

se como. fase móvel o sistema de solventes clorofórimo: acetato 

de etila: ácido acético 60:40:5 v/v (ZEEVART, 1966) em cromato 

grafia unidimensional ou bidimensional. Além desse, os seguin_ 

tes sistemas de solventes foram também usados em cromatografia 

bidimensional para a detecção de substâncias indólicas: a) ber^
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zeno: acetona 9 0 : J0 v/v (KALDEWEY, 1969), no primeiro desenvoJ_ 

vi mento e b) clorofórmio: metanol 93:7 (KALDEWEY, 1969) no s e ­

gundo des en volvime nt o,  sistemas estes que foram utilizados em 

c romato gr af ia unidimensional.

Para a revelação de substâncias indólicas foram
/

utilizados os seguintes reagentes:

a. Reagente de Salkowsky (MERCK, 1971).

3 ml de cloreto férrico 1,5 M eram a c r e s c e n t a ­

dos a 60 ml de ácido sulfúrico e 100 ml de água deionizada A- 

pós p ul ve rização  as placas eram aquecidas a 100°C por 10 a 20 

minutos.

b. Reagente de Ehrlich (MERCK, 1971).

10 g de 4 - d i m e t i 1a m i n o b e n z a 1 defdo (Cario Erba) 

eram di ssolvidos em 25 ml de ácido clorfdr ic o 3 1% e c o m p l e t a ­

dos com 75 ml de metanol. Após pulverização, as placas eram a- 

quecidas a 100°C por 10 a 20 minutos.

c. Reagente de ácido n T tr ic o-nitrito (SMITH, 1969).

1 ml de nitrito de sódio 5% era ac rescenta do  a

5 ml de ácido nítrico concent ra do  e 45 ml de acetona. Esse rea 

gente é e sp ecífico  para i n d o 1~ 3 - a c e t o n i t r i 1 a sendo que reage 

com essa substân cia produzindo cor azul c in ze nto ou verde o l i ­

va, com fluores cê nc ia azul ou verde sob luz ultra violeta.

Como padrões de auxinas u t i 1 izaram-se A I A (1 mg: 

2 ml de etanol) e IAN, i n d o 1-3- a c e t o n i t r i 1 a (1 mg: 2 ml de eta 

nol). Foram, em geral, aplicados 10 yl de cada padrão.

Os desenhos dos c romatog ra ma s foram sempre f e i ­

tos a partir do ponto de origem até a frente de corrida dos 

s o l v e n t e s .
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E. An álise estatística

Para a análise estatística os valores de g e r m i ­

nação dados em porcentagem foram transformados em arc sen \J % 

ou ext ra i u- se  a raiz quadrada desses valores, que foram u t i l i ­

zados na análise de variância, onde se usou o teste F. Quando 

os valores obtidos para F foram signif ic ativos a 5%,- d e t e r m i ­

nou-se a Diferença Mínima Si gn if icativa (DMS), que foi usada 

para an ál is e das diferenças entre as médias dos tratamentos pe_ 

lo teste de Tukey (SNEDECOR e COCHRAM, 1967) . No caso dos

bioensaios foram ut i 1 i zados os valores obtidos (sem transforma 

ção) para a análise de va riância e a DMS foi calculada sendo a_ 

pr esentada nos histogramas pelas regiões hachuradas.
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RESULTADOS

A . Germ inação

1. Efeito de luz

1.1. Germin aç ão  em luz branca constante e escuro constante

Q.uinze amostras de tres coletas diferentes, com 

diferentes  períodos de ar ma z en a me n to  foram testadas quanto ã 

germinação, sob luz branca constante e escuro constante, a

25°C. Como se observa na Figura 6, o percentual de g er mi nação 

sempre foi maior sob luz branca con stante do que no escuro

constante, sendo que a diferença sempre foi e s t a t i s ti c am e nt e  

significa ti va  (teste t a 95 por cento). Nas quinze amostras, cu 

jo período de arm a ze na m en t o variou de 48 dias a 175 dias, a 

maior p o rcenta ge m de germinaç ão  observada para luz branca con_s 

tante foi de 65 por cento e a menor de 38 por cento. A maior 

p o rcen ta ge m de germinação no escuro const ante foi de 19 por 

cento e a menor de 4 por cento. 0 f o t o b 1 astismo pos itivo é in­

d ep en dente da coleta e do período de ar ma zen amento, como se ob^ 

serva na coleta a, de 48 dias de armaz enamento, cuja p o r c e n t a ­

gem de ge rm in aç ã o sob luz branca co nstante foi de 63 por c e n ­

to, enqu an to  que no escuro co nstante foi de 12 por cento, e na 

coleta b de 175 dias, com um percentual de germin aç ão  sob luz 

branca con stante de 5 2 , 5  por cento e 15,5 por cento no escuro 

constante. Esses dados evi denciam que a resposta fotoblástica



F i g u r a  6 Ger minação de Stevia ve ba ud i a n a  em luz branca e escu_ 

ro constantes, a 25°C após 12 dias de embebição. A- 

quênios de coletas diferentes e períodos diferentes 

de a rmazen am en to foram usados. Em todos os casos, a 

diferença entre a ge rmi n aç ão  na luz e no escuro ê es_ 

t a tisticamente sign ificativa (teste t). Usa ra m- se 100 

aquênios por tratamento. As letras a_, _b e c_ indicam 

as tres coletas diferentes u t i 1 i z a d a s :

Coleta a_ - UNICAMP, novembro de 1377 

Coleta b̂ - UNICAMP, março de 1977

Coleta £  - Instituto de Botânica, SP - novembro de

1 377.

□  Luz branca constante 

^  Escuro const ante
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nao variou (embora tenha variado a porcentagem de germinação) 

co nforme o período de arma ze n am e nt o  e a coleta.

1.2. Efeito de luzes de difere nt es  comprime nt os  de onda

Ve ri f i co u -s e o efeito de luzes verde, azul, ver 

melha e ve rm el h o extremo constantes na germin aç ão  de Stevia , a 

25°C.

Os resultados ap resentados na Tabela 5 indicam 

que as luzes azul (a) e verde (b) não têm efeito na germinaç ão  

de Stevia, sendo que as porcentagens de g er minação  para aquê-

nios embebidos sob esses compri mentos de onda são estat is tica-
£m.

me nte iguais a g er minação no escuro constante. E-m o u t p-q-s e x p e ­

rimento* onde se verificou o efeito de luz azul na germi na ção

de aquênios de Stev ia  rebauã ia na  o b servo u- se  17 por cento de

À £ M jlLk Bj
g er m in aç ã o no escuro e 15 por cento sob luz azul. Em um Sr€ftin- 

■4& experimento, a porcentagem de g er m in a çã o no escuro foi de 

16 por cento e de apenas 1 por cento sob luz azul. A luz verme 

lha (Tabela 5 c) promoveu a germinação, sendo que o percentual 

de ge rmi n aç ã o de aquênios submetidos a esse tratamento l u m i n o ­

so é e st at i s t i c a m e n t e  igual ao percentual de ger minação  sob 

luz branca constante. Ve r m el ho  extrem o inibiu a ger mi n a çã o  e o 

percentual de germin aç ã o sob esse c om pr imento  de onda é menor 

do que o de escuro con stante (Tabela 5 d ) .



Tabe la 5. Efeito de luzes azul, verde v erme lh o e v e rm e l h o  e x ­

tremo constantes na ge rm in aç ã o de Stevia r eb au d i a n a  . 

Dados em porcentagem?

a. Luz azul

Dias de ge rm inação

5 7 9 12

Luz branca constante

OOO-T 4 7,00 48, 00 49,00

Escuro co ns tante 2,00 5,00 10,00 14,00

Azul co nstante 2,00 8,00 1 5,00 21,00

DMS 5 % ' 18,90

b. Luz verde

Dias de germ i nação

4 7 9 11

Luz branca constante 16,00 42,00 47,00 47 ,00

Escuro co ns tante 

A24LI co nstante

0,00 

1 ,00

O 
O

o 
o

17,00

18,00

20 ,00 

21,00

DMS 5% 11,00



T a b e l a  5.  C o n t i n u a ç ã o

c. Luz vermelha

Dias

7

de germ i nação 

1 0 1 2

Luz branca constante 31 ,33 33 ,33 43 ,33

Escuro constante 3 ,33 5,33 1 0 ,66

V e r me lh o  co nstante 37 ,33 40,00 46,00

DMS 5% 3,32

d. Verm el h o extremo

Dias de germ inação

6 1 1 13

Luz branca constante 33,00 57,00 65,00

Escuro constante 1,00 5,00 9,00

V er m e lh o  extremo constante 3,00 3,00 3,00

DMS 5% 5,12

!
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1.3. Efeito de choques de vermelho

1.3.1. Choque longo de vermelho  em aquênios sem embebi 

Çao prévia no escuro co nstante

Na Figura 7 a obser va -s e que choque longo de 

vermelho, de 72 horas, em aquênios que não foram previamente 

embebidos em condições de escuro constante, é parc ia lm ente r e ­

vertido pelo escuro constante, que foi fornecido até o final 

do ex perimento. Diz-se que a reversão é parcial uma vez que o 

percentual de g er mi nação obtido ao final do ex p er im en to é esta_ 

ti st ic amente maior do que o de controle de escuro constante e 

e st a ti s t i c a m e n t e  menor do que o con trole de luz ver melha c o n s ­

tante.

1.3.2. Choqu es cu r to s de verme lh o após 48 horas de embe_ 

b i ção no e s c u r o .

Na Figura 7 b, ob serv a -s e  que choques curtos de 

vermelho, de 60, 180 e 300 minutos promovem a ge rmin a çã o  de 

Stev-ía . 0 mesmo foi v er if icado quando os choques eram dados a- 

põs 24 e 72 horas de embebição no escuro.

1.3.3. Reversão verme 1 ho-vermelliho extremo

Choques curtos de vermelho, de 60 minutos de 

duração, após 48 horas de em be bi çã o no escuro, foram revert_i_ 

dos por choques curtos de verm el ho extremo, de 60 , 1 80 e 300 

minutos. Os percentuais de germina çã o para aquênios submetidos 

a esses tratamen tos são e s t a t i s t ic a me n te  iguais ao de con trole



Figura 7. Efeito de choques de v e rm el ho em Stevia rebaudiana.

Foram usados 100 aquênios por tratamento. DMS a 5%

para os valores finais é apresentado. T e m pe r at u ra  =

25°c.

a. Re versão de escuro pelo ve r me lh o  e ve rm e lh o  pelo 

escuro.

^  V ermel ho  constante 

(§> Escuro constante

O  72 horas de em b ebição sob luz vermelh a s e g u i ­

das de escuro até o final do experimento.

b. Choques curtos de v ermelho  após 48 horas de embe- 

b i ç ã o n o e s c u r o .

@  Escuro constante 

O  Choque de 60 minutos 

fl Choque de 130 minutos 

Choque de 300 minutos



FIG 7

O 30.
■ <r 

o  
<

cc 20.
UJ
O
LU
Q

^  10 _

D I A S  DE G E R M I N A Ç A O

9 13
D I A S  DE G E R M I N A Ç Ã O



39

de escuro constante, ao final do expe r im e nt o  (Figura 8 a).

1.3.4. Reversão vermelho extrem o - luz branca

Na Figura 8 b, observa-s e que choque longo de 

vermelho extremo, de 72 horas, em aquênios não submetidos ã em 

bebição no escuro, foi revertido pela luz branca con stante até 

o final do experimento. 0 resultado obtido após esse t r a t a m e n ­

to foi e s t a t i s ti ca m en t e igual, a nível de 5 por cento, ao c o n ­

trole de luz branca constante.

Choque longo de luz branca, de 72 horas, em a- 

quênios não submetidos ã embebição prévia no escuro, foi rever_ 

tido pelo v er me lho extremo fornecido até o final do e x p e r i m e n ­

to. 0 resultado obtido após esse tratamento mostrou que ele 

foi e s t a t i st ic a me n te  igual, a nível de 5 por cento, ao c o n t r o ­

le de escuro constante.

1.3.5* Reversão de vermelh o pelo azul

Choques curtos de luz vermelha, de 60 minutos 

de duração, após 48 horas de emb ebição no escuro, foram s e g u i ­

dos por choques de luz azul , de 60 e 1 80 mi nutos de duração. A_ 

pós esses tratamentos, as placas foram mantidas no escuro até 

o final do experimento.

Na Figura 9 o bs er va -se que os choques de luz a- 

zul não reverteram o efeito de luz vermelha, que promoveu a 

ge rminação. Os resultados ap re sentado s na Figura 7 b, são c o m ­

paráveis aos resultados obtidos nesse experimento, visto que 

choques curtos de luz vermelha promovem a germi nação de Stevia.



Figura 8. Efeito de reversão de ve r me l ho  pelo v e rm el ho extremo 

e reversão de ve rm elho ex tremo pela luz branca e luz 

branca pelo v erme lh o ex tremo em Stevia rebaudiana. 

Foram usados 100 aquênios por tratamento. DMS 5% p a ­

ra os valores finais é apresentado.

a. Reversão de verm el ho pelo ve rm e lh o  extremo apôs

48 horas de embebiçã o no escuro.

Choques de v er m e l h o  tiveram duração de 60 minutos.

O  Luz branca constante.

@  Escuro constante.

O  Choque de vermelho, seguido de choque de v e r ­

melho extremo de 60 mi nutos de duração.

S§ Choque de vermelho, seguido de choque de v e r ­

me lho extremo de 180 minutos de duração.

õ> Choque de vermelho, seguido de choque de v e r ­

m el ho  extremo de 300 minutos de duração.

b. Reversão de luz branca pelo ver m el h o extremo e

ver melho extrem o pela luz branca.

O  Luz branca constante.

©  Escuro constante.

O  72 horas de em bebição  sob verm el ho extremo se 

guidas de luz branca até o final do exper imen_ 

t o .

H  72 horas de em be bi ç ão  sob luz branca seguidas 

de ve r m el ho  extremo até o final do e x p e r i m e n ­

to .

Todos os experi mentos foram realizados a 25°C.
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Figura 9. Efeito de luz ver me lh a seguida de luz azul, na germj_ 

nação de aquênios de Stevia rebaudiana. Choques de 

luz realizados apôs 48 horas de em bebição no escuro. 

Foram usados 100 aquênios por tratamento. DMS a 5% 

para o valor final é apresentada.

@  Escuro constante

O  Choque de vermelho de 60 minutos de duração 

@) Choque de v e r me l ho  de 60 minutos de duranção, se 

guido de choque de azul de 60 minutos de duração. 

A  Choque de verm el ho de 60 minutos de duração, s e ­

guido de choque de azul de 180 minutos.
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2. Efeito de temperatura

2.1. Efeito de temperatura constante na germinação.

0 efeito de temperaturas constantes foi v e r i f i ­

cado na g er minaçã o de aquênios mantidos  sob luz branca e e s c u ­

ro constantes. V e ri fi c ou - se  o efeito das seguintes t e m p e r a t u ­

ras: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C.

Na Figura 10 a, o bs er va-se que a maior porcenta 

gem de g er mi na ção no escuro constante, ocorre a 25°C, mas p o r ­

centagens de ge rm in aç ã o a 10 e 15°C são e st a ti s t i c a m e n t e  i- 

guais a de 25°C, a nível de 5 por cento. As porcenta ge ns  de 

g ermina çã o a 20, 30 e 35°C foram e s t a t i s t ic a me n te  iguais entre 

si, mas menores que 10, 15 e 25°C. A germ in aç ão foi totalmente 

inibida nas temperaturas de 5 e 40°C.

A Figura 10 b mostra que em luz branca constan 

te, a maior po rcentagem de g er minação ocorre a 25°C . As demais 

temperaturas testadas inibiram, e s t a t i s ti ca m en t e a g er mi nação 

de Stev-ía, a nível de 5 por cento. Observa-se que oco rr e i. uma 

diminuição  gradual da porcentagem de germ in aç ão a med id a que a 

temperatura se elevou ou diminuiu, a partir de 25°C. As porcen 

tagens de g er minação  a 20 e 30°C foram iguais entre si, mas me 

nores que a do controle a 25°C e maiores que nas demais t e m p e ­

raturas; as porcentagens de germin aç ão  a 15 e 35°C foram i- 

guais entre si, mas e s t at i st i ca m en te  menores do que as p o r c e n ­

tagens de ge rmi na ç ão  a 20 e 30°C. A porcentagem de germin a çã o  

a 10°C foi estat i scamente menor do que a 15°C, porém igual a 

de 35°C. As temperaturas de 5 e 40°C inibiram totalmente a ger



Figura 10. Efeito de temperaturas constantes na ge rmi n aç ã o de 

Stevia r e b a u d i a n a . Foram usados 100 aquênios por 

tratamento. DMS a 5% para os valores finais s a p r e ­

sentada.

a. Germi na çã o no escuro constante.

b. Germinação sob luz branca constante.

O  25°C

©  5 e 40°C

ô  10°C

&  ' 1 5°C

□ 2 0°C

m  3 o °c

V  3 5°C
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min ação. Entretanto, aquênios que permanece ra m dur a n te  12 dias 

a 5°C g ermin ar a m n or ma lmente quando transferidos para câmara a 

25°C (luz constante) o que significa que a temperat ura baixa 

não causa morte do embrião. A temperatura de 40°C causa a m o r ­

te dos aquênios.

2.2. Efeito de temperaturas alternadas na germi na çã o no e s ­

curo constante.

V er i f i c o u - s e  o efeito das seguintes a l t e r n â n ­

cias de temperaturas: 25 - 35°C, 25 - 30°C, 25 - 20°C, 25 -

1 5°C, 25 - 10°C, 25 - 5°C e 25 - 0°C.

Na Figura 11, ob se r va - se  qué nenhuma das altejr 

nâncias testadas promoveu a ge rm i na ç ão  de Steví-a no escuro 

constante.

0 gráfic o da Figura 11 é uma s o br e po si çã o de dj_ 

ferente s experimentos. Dessa forma, não foi possível a realiza^ 

ção de uma única an álise est at ís tica para a referida figura, £  

ma vez que nem sempre os dias das contagens de ger mi n aç ão  f o ­

ram co incidentes. Entretanto, para cada expe r im e nt o realizado, 

fez-se a an ál is e estatistica, e o b se rv o u- s e que os valores o b ­

tidos para F sempre foram não si gn ificat iv os  a 5 por cento, em 

relação ã germ in aç ão a 25°C no escuro.

2.3. Choques de temperatura baixa

Na Tabela 6, ob se r va - se  o efeito de choques de 

0°C. em aqu ênios mantidos no escuro constante, a 25°C. Nesses 

e xp er i me n to s  foram feitos tres controles co m pl e me nt ar es, além



Figura 11. Efeito de alternâ nc ia  de temperaturas na ge rm i na ç ão  

de Stevia rebaudiana  no escuro constante.

Foram usados 100 aquênios por tratamento. 0 gráfico 

representa uma sobrep os iç ão de experi me nt os i so l a­

dos. A análise es t at ís tica foi feita para cada expe_ 

rimento isolado, sendo que F foi não sig ni fi ca tivo 

a 5%, para a germi n aç ã o no escuro a 25°C, em todos 

os exper i m e n t o s .

O Luz branca const

© Escuro constante

25 - OO \n
0 o

25 - 3 0°C

25 - 20°C

ã 25 - 1 5°C

G 25 - O O o

© 25 - 5°C

25 - O
0

O
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dos usuais controles de luz branca con stante e escuro constan- 
o

te, a 25 c. Os choques de temperatura foram realizados após 24, 

48 e 7 2 horas de emb ebição no escuro a 25°C. Os aquênios perma 

neceram no escuro durante os choques. Os tres controles referi 

dos dizem respeito ao período de tempo que os aquênios devem 

perma ne ce r em uma cimara até que atinjam a temperatura regula- 

da para o choque. Como se observa na Tabela 6, os aquênios per_ 

m a n e ce r am  du rante 20 minutos em câmara a 0°C (ver material e 

métodos). Os resultados dos controles de escuro constante a 

2 5 c *C são semelhantes aos resultados dos controles de 20 m i n u ­

tos na câmara a 0°C, para 24 , 48 e 72 horas de em b eb iç ão  no es_ 

curo a 25°C.

Os choques de 2 horas tiveram início após p e r ­

m anênci a dos aquênios por 20 minutos na câmara a 0°C. Os resu_l_ 

tados dos choques após 24, 48 e 7 2 horas de embebi çã o no e s c u ­

ro a 25°C são semelhantes ao resultado do controle de escuro a 

25°C. Os dados apr es en tados foram determinado s a partir de v á ­

rios experimentos.

2.4. Choques de temperatura alta.

Para a realização dos choques de temperatura aj_ 

ta (45°C) procedeu-se da mesma maneira que para os choques de 

temperatura baixa. Nessé caso, o controle do tempo da elevação 

da temperatura do choque, dentro dos aquênios, foi de 30 m i n u ­

tos. Os choques tiveram início apÓs d ec o rr id o esse intervalo 

de tempo. Os períodos de em be bição no escuro foram de 24, 48 e 

72. horas. Os tres controles foram semelhantes ao controle de

escuro constante, a 25°C. Os choques realizados após 24, 48 e



Tabel a 6. Choque de temperatura baixa (C°C) em aquênios de Ste 

via r eb au d i a n a  mantidos no escuro. Temp e ra t ur a  c o n ­

trole 25°C. Resultados em porcentagem, para 10 

dias de germinação.

Controle de luz branca co nstante a 25°C = M 3% 

Controle de escuro constante = 21%

Período de embebição 

antes do choque

horas

Germ i nação

T r at a me n to  a 0 C (Choque)

20 min. 20 min. 
+

2 horas

2k

kS

72

1 7 , 0 0  

13 ,00 

20,00

1 6 , 0 0

16,00

1 7 , 0 0



7 2 horas de emb ebição p.o escuro ap re sentaram  percentuais de 

ge rmin a çã o  semelhan tes aos de controle de escuro a 25°C (Tabe­

la 7). Os dados ap re sentado s foram deter mi na dos a partir de vá_ 

rios experimentos.

3. Efeito de substâncias e reguladores de cresci me n to  na gernn_ 

nação.

3.1. Efeito.de. ácido giber él ic o (GA^).

Na Tabela 8 observass e o efeito de GA^ na germj_ 

nação de aquênios man tidos no escuro constante a 25°C.

GA^ na co ncentraç ão  de 50 mg/l promoveu estatis_ 

ticamente, a nível de 5 por cento, a germin aç ã o de S t e v i a , e n ­

quanto que na co nc e nt r aç ã o de 100 mg/l a po rc entagem final de 

ge rm i na ç ão  foi e s ta ti s ti c am e nt e igual ao controle de escuro.

3.2. Efeito de 6 benzil adenina (6BA)

0 efeito de 6BA na germi na çã o de Stev-La no escu 

^o c on s ta nt e é mo s tr ad o  na Tabela 9.

Os resultados finais de porcentagem de g e r m i n a ­

ção mo st ra m que 6BA não tem efeito em promover a germin a ç ão  de 

aquênios de Stevia ma ntidos no escuro. Os dados apresentados 

na Tabela 3 e con firmados em outros exp er im entos parecem m o s ­

trar que a referida substância induz uma inibição da germina-

✓
ção de aquênios de Stevia mantidos no escuro.



Tabela 7. Choque de temperatura alta (45°C) em aquênio s de Ste_ 

via r eb au âi an a m antid os  no escuro. Te mp e ra tu r a con- . 

trole = 25°C. Resultados em por centagem, para 10 

dias de germinação.

Con trole de luz branca constante a 25°C = .60%

Con trole de escuro constante a 25°C = 19%

Perío do de embe bição 

antes do choque

horas

Germinação  

T r at a me n to  a 45°C 

20 min.

(Choque)

2 0 min. 
+

2 horas

24 10,00 1 1 ,00

48 9,00 10,00

72 11.00 14.00



escuro. Resultados em porcentagem. T em pe ratura = 
o

25 C.

T a b e l a  8.  E f e i t o  de GA^ na g e r m i n a ç ã o  de Stevia rebaudiana  no

Dias de Germinaç ão  

6 8 11

1 ,00 3,00 6 ,0 0

6,00 1 8 , 0 0  2 8 , 0 0

2,00 9,00 10,00

36,00 38,00 38,00

5,18

g a 3 

mg/ 1

0,00

50,00

1 0 0 , 0 0

Luz branca cons tante (água)

DMS 5%



T a b e l a  9.  E f e i t o  de 6BA na g e r m i n a ç ã o  de Stevia rebaudiana  no

e s c u r o .  R e s u l t a d o s  em p o r c e n t a g e m .  T e m p e r a t u r a  =

2 5 ° C .

6BA Dias de Ge rm in a çã o

m g / l  7 9 11

0,00 1 ,00 5,00 8,00

1 ,00 0,50- 3,50 5,50

5,00 1 ,50 2,00 5,00

10,00 1,00 4,50 6,50

25,00 ’ 0,00 0,0 0 1 ,00

50,00 1 ,00 1 ,00. 2,00

Luz branca constan te  (água) 28,00 42,00 43,00

DMS 5% ' 1,50



kk

3.3* Efeito de ácido in d o 1-3-acético (A I A)

0 efeito de várias conc entraçõe s de ácido in- 

d ol - 3 - a c é t i c o  pode ser visto na Tabela 10. Os aquênios foram 

m antido s no escuro co nstante a 25°C.

A germ in aç ão de Stevia, no escuro, não foi a f e ­

tada por AIA a 0,1 mg/l, ou seja, os valores finais de germina^ 

ção nesse tratamento são e s t at is t ic a me n te  iguais ao c o n t r o ­

le de água destilada. Já, as conc entraçõe s de 1 mg/l e 10 mg/l 

causam uma inibição de germinaç ão  e s t a t i s t ic a me n te  s i g n i f i ca t_i_ 

va a nível de 5 por cento. A ger mi n aç ão  foi totalmente inibida 

nas co ncent r aç õ es  de 25 e 50 mg/l.

3.4. Efeito de ácido 2-cloroetil fo sfônico (ETREL)

Etrel foi apl icado em aquênios mantidos no escu 

ro constante, em várias con centrações. Na Tabela 11, observa- 

se que os valores finais de g er m in a çã o de aquênios tratados 

com as referidas c o nc en trações de Etrel são e s t a t i s t ic a me nt e  

guais, a nível de 5 por cento, ao cont ro le de água destilada, 

em aquênios m a nt id os no escuro.

3.5. Efeito de ácido abscís ic o (ABA)

Acido abscísico, nas c oncen tr aç ões de 1 mg/l e 

10 mg/l foi aplicado  a aquênios mantidos sob luz branca cons-

1
tante. A c on c entraç ão  de 1 mg/l inibiu es ta t is ti camente , a n í ­

vel de 5 por cento, a germ in a çã o  de Stevia em luz constante. A



T a b e l a  10.  E f e i t o  de A I A  na g e r m i n a ç ã o  de Stevia vebauâiana  no

e s c u r o .  R e s u l t a d o s  em p o r c e n t a g e m .  T e m p e r a t u r a  =

2 5 ° C .

AIA Dias de germ inação

mg/ 1 6 8 1 0 13

0,00 0,00 1 ,50 6,50 14,50

0,10 0.,0 0 3,00 7,00 13,00

1 ,00 0,00 3 ,00 4,00 5,00

10,00 0,00 1 ,00 3,00 8,00

25,00 0,00 0,00 0,00 0,00

50,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Luz branca constante (água) 36,00 40,00 42,00 46,00

DMS 5% 3,34



T a b e l a  11.  E f e i t o  de E t r e l  na g e r m i n a ç ã o  de Stevia rebaudiana

no e s c u r o .  R e s u l t a d o  em p o r c e n t a g e m .  T e m p e r a t u r a  =

2 5 ° C .

Etrel 

mg/ 1

Dias

7

de G e r m inação 

1 1

0,00 6,00 11,50

5,00 A, 50 12,50

10,00 4,50 14,00

25,00 6,00 14,00

50,00 4,50 9,00

100,00 2,00 9,50

200,00 4,00 1 0 , 5 0

Luz branca constante (água) 3 2 , 0 0 36,00

DMS 5% 7 , 0 6
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inibição de germi na çã o foi total em aquênios embebidos com ABA

10 mg/l (Tabela 12).

B. O bs er vação de aqu ênios clari ficados

Na Tabela 13 ob serva-se  o resultado obtido em 

testes onde nove amostras de aquênios foram clari fi ca das e e s ­

tes disse cados e observados sob lupa binocular. Em seis dessas 

amostras foi feito também um controle de ger mi n a çã o  sob luz 

branca constante. A porc entagem de aquênios férteis variou de 

um mínimo de 41 por cento a um máximo de 84 fpor cento, e n q u a n ­

to que a por ce nta gem mínima obtida para aqu ênios escuros e s t é ­

reis foi de 16 por cento e a máxi ma de 53 por cento. No contro 

le de g e r mi n aç ão  ob te ve-se um percentual míni mo de 38 por c e n ­

to e um máxi mo  de 63 por cento. Pela análise esta tística foi 

m o st ra do que não há diferenças signific at iv as entre os valores 

de ge rm i na ç ão  e os de aquênios férteis.

C. Efeito de Estevi osídeo em germinaçã o

Na Tabela 14 ob s er va - se  o efeito de esteviosf- 

deo na ge rmin a çã o  de Lactuca sativa L c v. Crespa de Picar, 

R u m e x  obtu si fo li us L, Cucumis melo L, Cuaumis anguria L e Ste- 

via re ba u d i a n a  Bert.

0 es te v io sí deo não teve efeito na g er mi na ção 

das espécies testadas, ou seja, os valores finais de g e r m i n a ­

ção das sementes tratadas com estevio sí de o sao e s t a t i s t i c a m e n ­

te iguais a nível de 5 por cento, ao controle. Observa -s e que



Tabe la 12. Efeito de ABA na ger minação de Stevia r eb au di an a em 

luz branca constante. Resultados em porcentagem. 

T em pe r at u ra  = 25°C .

Teste t 35% para 2 graus de liberdade, entre contro 

le (água) e ABA 1,0 mg/l = 6,64.

ABA 

mg/ 1

Dias de Germinação

6 8 13

0,00 27 ,00 40,00 48,00

1,00 0,00 1 ,00 6,00

10,00 0,00 0,00 0 ,00

\

/



Tab ela 13. Aquênios cl ar ificad os  de Stevia vebaudiana. Relação 

entre porc en ta gem de germina çã o e proporção de aquê_ 

n i os férteis e escuros estéreis. Resultados em p o r ­

centagem.

Dif erenças não signif icativas  entre os valores de 

g er mi na çã o  e a po rc ent agem de aquênios férteis (tes^ 

te t a 35%) .

C o n t r o l e  de g er mi na ção 

em luz branca constan 

te a 25 C

%

Proporção de aquênios férteis e esté 

reis na amostra

Aquênios férteis

%

Aquênios escuros 
es têre is

%

54,0 69,0 31,0

6 3 , 0 68,0 3 2 , 0

63,0 74,0 26 ,0

47,0 62,0 38,0

6 3 , 0 84,0 16,0

38,0 41 ,0 59,0

5 0 , 0 50,0

54,0 46,0

-  - 55,5 44,5
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o cont ro le de água destilada: etanol (400:1 v/v) causou uma i- 

nibiçã o de germinação, em Stevia.

D. Detecçã o de Estevios fd eo

A Figura 12 representa c roma to gr afia u n i d i m e n ­

sional de extratos de aquênios claros, aquênios escuros e s t é ­

reis e aquênios férteis (Figura 12b, c e d respectivamente). 0 

padrão de e s t e vi o sf d eo  foi detectad o no R̂ . 0,34 e apresentou 

cor azul (Figura 12a). Os extratos de aquênios claros (Figura 

12b), de aquênios escuros estéreis (Figura 12c) e de aquênios 

férteis (Figura 12 d ) apre se n ta r am  uma substância de cor azul 

em R^.s próximos ao do es te vi os f de o  padrão. Portanto, os tres 

tipos de aquênios de S t evia r eb au d i a n a parecem apres en tar este 

v ? os f d e o .

A Figura 13 mostra resultados de cr omatogr af ia  

bidime ns iona 1 para a detecçã o de es t evios fd eo  em aquênios escu 

ros (estéreis e férteis juntos). 0 croma to gr ama repre sentado 

na Figura 13 parece confirmar a existência de e s t e vi o sf d eo  no 

extrato.

Nos tres tipos de extratos de aquênios de S t e ­

via, além da presença de es t ev i os f de o também se detectou uma 

mancha de cor mar rom no R^ 0,90 (Figura 12b, c e d). Na croma- 

tografia bidimensional onde foram usados dois sistemas de s o l ­

ventes, a mancha marro m detectada na c romatog ra fi a u n i d i m e n s i £  

na> separou-se em tres manchas. As duas primeiras apr e se n ta ra m  

cor rosa e a terceira, cor marrom.



Figura 12. Cro ma to grafia  un id imensional para detecção de este 

v ios f d e o .

Sistema de solventes: butanol: metanol: água (8:1:1 

v/y) .

Revelação: Antrona

a. Padrão de estev io s íd e o

b. Extrato de aquênios claros

c * Extrato de aqu ênios escuros estéreis

d. Extrato de aqu ênios férteis.

A mancha do menor é azul e a do R^ maior é m a r ­

rom .
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Figura 13. Cromatog ra fi a bidimensional para detecç ão  de este-

v i o s f d e o .  ‘

Sistemas de solventes:

a. n-butanol^ ac etado de etila: isopropanol: água 

(35:100:60:30 v/v) no primeiro d e s e n v o l v i m e n t o  

(-*).

b. acetato  de etila: ácido acético: água (8:4:1 

v/v) no segundo d e se n v o l v i m e n t o  (^) . A seta i n d _l_ 

ca a direção e o sentido do de se nv olv i me nt o .

Revelação - Antrona

a. Extrato de aquên io s escuros (mancha azul, 

ma is baixo).

b. Es t ev io sfdeo padrão (mancha azul).



FIG 13

S E G U N D A  F R E N T E

a

O R I G E M PRI í v i E I  RA  F R E N T E

S E G U N D A  F R E N T E

b

O R I G E M
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E. Substâncias reguladoras de crescimen to

1. Detecção por testes de cresc im en to

Os extratos dos tres tipos de aquênios de Ste- 

via r e b a u ã i a n a  foram usados no bioteste do hipoc õ t il o de a l f a ­

ce (FRANKLAND e WAREING, 1 960) . Não foram detectadas s u b s t â n ­

cias com at iv idade g i b e r e 1 fnica em extratos de aquênios claros 

(Figura lAa) e extratos de aquênios escuros estéreis (Figura 

14b). Somente em extratos de aquênios férteis uma região de 

promoção de c re sc imento foi detectada entre os R^-s 0,90 e 1,00 

( F i g u r a l A c ) .

Numa variação do bioteste do h ip ocõtilo  de a 1f£  

ce, v e r i f i c o u - s e  também o efeito dos extratos no cr es cimento 

das radículas de alface. Na Figura 15a observ a- s e que extratos 

de aquênios claros apresentam  uma região de promoção de cresc_i_ 

m en to  de radTcula entre os R^s 0,90 e 1,00. A promoção de c r e £  

cimen to de radículas de alfa ce ocorre também em extratos de a- 

quênios escuros estéreis (Figura 15b) sendo que a faixa e s t e n ­

de-se do Rj. 0,80 ao R̂ . 1,00. A promoção de c r e sc i me nt o  de rad_T 

cuia de alface foi observada em quase todos os R^s dos e x t r a ­

tos de aquênios férteis, não havendo promoção apenas entre os 

R^.s 0,1 e 0,2 e entre os R^-s 0,3 e 0,4. Entretanto, a máxima 

promoção de c re sc imento de radfcula ocorreu entre os R^s 0,8 e 

0»9 (Figura 15c). A promoção de c r escim en to  de radfcula dè a l ­

face parece ocorrer para extratos dos três tipos de aquênios 

de Stevi a  rebaudiana. Entretanto, a menor promoção ocorreu em 

extratos de aquênios claros onde houve um au mento de crescimeji



a. Extrato de aquênios claros

b. Extrato de aqu ênios escuros estéreis

c. Extrato de aquênios férteis

F i g u r a  1A . B i o t e s t e  de h i p o c ó t i l o  de a l f a c e .
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gura 15. Efeito dos extratos de aquênios de Stevia rebaudia 

na no cr esci me nt o da radTcula de plântulas de alfa- 

c e .

a. Extrato de aquênios claros

b. Extrato de aquênios escuros estéreis

c. Extrato de aquênios férteis
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to de 36 por cento em relação ao controle e a maior promoção o 

correu em extratos de aquênios férteis, o b s er v an do - se  um c r e s ­

ci mento de 169 por cento, em relação ao controle. Compar an do - 

se os resultados obtidos nesse bioteste com os dados obtidos 

nos cromat og r am a s citados ant eriormente, observa -s e que a m a n ­

cha de cor m a rr om  detectada com antrona no R f 0,9 parece coin-
’ <íí

cidir com a região de pro moção do c re sc imento de radículas de 

alface.

Houve pouca diferença na taxa de promoção o b t i ­

da em extratos de aquênios claros e aquênios escuros estéreis. 

Na Figura 16, esses dados ficam bem evide nc iados visto que e s ­

sa figura representa uma sobreposiçã o dos resultados obtidos 

em biotestes feitos para os tres extratos de aqu ênios de Ste~ 

via r e b a u d i a n a.

2. Re velação  por métodos químicos.

A fim. de se deter minar a natureza química da 

subst ância (ou grupo de substâncias) promotora do c r escime nt o 

de radículas de alface, passou-se a usar reagentes químicos es_ 

pecíficos para determi na do s grupos de substâncias, as auxi- 

nas, pois sabe-se que este grupo de substâncias promove o c r e £  

cimen to de raízes, quando em baixas concentrações. I n i c i a l m e n ­

te, testou-se o reagente de Salkowsky, comumente usado para a 

detecção de sub stâncias indólicas.

A Figura 17 representa c r om at ografia u n i d i m e n ­

sional de extrato de aquênios claros e de aquênios férteis. Na 

região da mancha de cor marrom, detectada pelo reagente de An-



Figura 16. Efeito dos extratos dos aquênios de Stevi a  rebaudia^ 

na no cr e sc im en to de radículas de plântulas de a 1 fa_ 

c e .

Extrato de aquênios claros

Extrato de aquênios escuros estéreis

Extrato de aquênios férteis
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trona (Figura 12) foram reveladas tres manchas ma rrons de R^.s 

próximos para extrato de aquênios claros (Figura 17a) e de a- 

quênios férteis (Figura 17b ).

Padrões de AIA e I AN foram aplicados em faixas 

isoladas do cr om atograma  ou ju nta m en te  com os extratos (co-cro 

ma to g ra fi a), o que é visto na Figura 18. 0 sistema de s o l v e n ­

tes usado, embora seja util iz ad o para a separação de s u b s t â n ­

cias com at ividade gib ere lf ni ca mostro u- s e bastante efici en te  

na se paração  de substâncias indólicas.

A Figura 18a representa a cr o ma t og r af ia  de p a ­

drão de AIA (canal 1), sendo que esta substância, após a r e v e ­

lação apresentou cor rosa e foi detectada no R̂ . 0,65* 0 IAN p£ 

drão (canal 2) apresentou cor cinza az ulado e foi d e te ctado no 

R f 0.87 (Figura 18a) .

Pela Figura 18 pode ser v e r i f i c a d o  nos demais 

canais (Figura 18 a , canais 3 e 4; Figura 18 b , canais 3, 4, 5 

e 6) que nos extratos dos tres tipos de aquênios oc or re m uma 

manc ha  de cor rosa que coincide com o AIA padrão e uma de cor 

cinza azulada que coincide com o padrão de IAN.

Esses resultados mostram que os tres tipos de £  

quênios de S t ev ia  r e b a u d i a n a  parecem conter as auxinas ácido 

Í n d o 1 -3 -acético (AIA) e i n d o 1-3- a c e t o n i t r i 1 a ( I A N ) , quando a 

revelação ê feita com reagente de Salkowsky.

U t i li za n do - se  o m e sm o  sistema de solventes foi 

feita a crom at ografia unidimensional para ex tr a to  de aquênios 

escuros estéreis, porém a revelação foi feita com o reagente 

de Ehrlich (Figura 19). 0 padrão de AIA (canal 3) d e se n vo l ve u - 

se no R̂ . 0,70 e a cor obtida após a revelação foi azul escuro, 

o IAN padrão canal 4 (Figura 19) desenvo 1 veu-sé no R^ 0,87 e â



Sistem a de solventes - butanol: metanol: água 

(8:1:1 v / v ) .

Revelação: Reagente de Salkowsky

a. Extrat o de aquênios claros

b. Extrato de aqu ênios férteis

F i g u r a  17.  C r o m a t o g r a f i a  u n i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s ­

t â n c i a s  i n d õ l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  de Stevia

vebauãiana.
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Figura 18. Cromat og ra fia unidimensional para de t e cç ã o de subs 

tâncias indõlicas.

Sistema de solventes - clorofórmio: acetato de eti 

la: ãcido acético (60:40:5 v/v)

Revelação - Reagente de Salkowsky

1.a . Pad rão de A I A

2 . a. Padrão de IAN

3 . a. Extrato de aquênios férteis e AIA
/

4 . a. Extrato de aquênios férteis e IAN

1.b . Pad rão de A I A

2 . b . Padrão de I AN

3.b. Extrato de aquênios claros

4.b. Extrato de aquênios claros e padrão de AIA e 

IAN

5.b. Extrato de aquênios escuros estéreis

6.b. Extrato de aquênios escuros estéreis e padrões

de AIA e IAN

a b

R f
Cor Rf

Cor

1 . 0,65 rosa 1 . 0,80 rosa
2. 0,87 cinza azulado 2. 0 , 9 2 c i nza a z u 1ado
3. 0 , 5 8 rosa 3. 0,71 rosa

0,63 rosa 0,80 ma r rom claro
0,87 c i nza azulado 0,93 cinza az ulado
0,96 ma r rom 0,96 m arrom escuro
0,57 rosa 4. 0,71 rosa
0,64 rosa 0,80 mar rom claro
0,88 cinza azulado 0 , 9 2 cinza azulado
0,97 ma rrom 0,96 m a rr om  escuro

5. 0 , 7 2 rosa
0,80 ma r rom claro
0 , 9 2 cinza azulado
0 , 9 6 m a r r o m  escuro

6, 0 , 7 2 rosa
0 ,80 mar rom claro
0 , 9 2 c i nza azul ado
0,95 m arrom escuro
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presentou a cor roxo claro apõs a revelação.

Na cr om at ografi a dos extrato s não apareceu n e ­

nhuma mancha corres p o nd en t e ao AIA, mas a pa re c er a m manchas cor 

respon de ntes ao IAN. Na co-cromatografI a , o AIA foi de te ctado 

no R^ 0 ,7 2 , não havendo substância co rr e sp o nd en t e em 19 (canal 

1). Na c r om at og rafia do ex tr ato não apareceu mancha c o r r e s p o n ­

dente ao A I A .

A Figura 20 representa a cromatog raf i a bidimeji 

sional para extrato  de. aquênios escuros estéreis. Novamente, o 

IAN padrão se desen vo lv eu junto a uma substância presente no 

extrato. Na co -c romat o gr a fi a  (Figura 20c) foi apli ca do  também 

um padrão de AIA que foi detectad o nos R^s 0,6** e 0,65 (primej_ 

ro e segundo de s en v olvime nt os ), ap re s en t an do  a cor roxa. Obsejr 

va-se que na região corr es p o nd e nt e  ao AIA, no crom at og rama o n ­

de foi aplicado  somente o ex trato (Figura 20a) não se detectou 

sub stância  alguma, mo s tr a nd o  que aqu ênios de Stevi a  rebaud-iana 

parecem não possuir AIA. Portanto, com o uso do reagente de 

Ehrlich m o s t r a- s e que o ex trato de aquênios estéreis parece 

possuir IAN, mas não AIA.

Extratos de aqu ênios claros, férteis e escuros 

estéreis foram aplicados em cromato gr am as bi di me nsionai s u s a n ­

do-se padrão de IAN e a revelação foi feita com o reagente de 

Salkowsky. Foi feita também a c o - cr o ma t og r af ia  onde se aplicou 

o padrão de IAN ju nt a me n te  com o extrato a ser a na lisado (Figu_ 

t a s  21 , 22 e 23). Pelas Figuras 21, 22 e 23 nota-se que o p a ­

drão de IAN se desenv ol ve u exatame nt e junto ã substância que 

apresent ou  a mesma cor e o mesmo R^, presente nos extratos.

Nos extrato s dos tres tipos de aquênios há uma



Sistema de solventes - clorofórmio: acetato de eti- 

la: ácido acético (60 : A 0 : 5 v/v)

Re velação - Reagente de Ehrlich

a. Extrato de aquênios escuros estéreis

b. Extrato de aquênio s escuros estéreis e padrões 

de AIA e I AN

c. Padrão de AIA

d. Padrão de IAN

F i g u r a  19.  C r o m a t o g r a f I  a u n i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s ­

t â n c i a s  i n d ó l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  de Stevia

r e b a u d i a n a .

Rj: Cor

1 . 0 , 1 2  verde

0,48 roxo claro

0,55 azul claro

0 , 6 2  roxo claro

0,69 roxo claro

0,84 roxo claro

0,88 roxo

0,93 marrom

3. 0 , 7 0 azul escuro 

(AIA)

R^ Cor

2. 0,12 verde

0,49 roxo claro

0,55 azul claro

0,65 roxo claro

0,69 roxo claro

0 , 7 2  azul escuro

0,85 roxo claro

0,90 roxo

0,94 marr om

4. 0,87 roxo claro 

(IAN)
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Sistema de solventes - Clorofórmio: ac et ato de etj_ 

la: âcido acético (60:40:5 v / v ) „

Reve lação - Reagente de Ehrlich.

a. Extrato de aquênios escuros estéreis

b. Padrão de IAN

c. Extrato de aquênios escuros estéreis e padrão de 

IAN e de AIA.

i g u r a  20 .  C r o m a t o g r a f i a  b i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s

t â n c i a s  i n d ó l i ç a s  em e x t r a t o s  de  a q u ê n i o s  e s c u r o s

e s t é r e i s  de Stevia vebaudiana.

Rf M  Rf (f) Cor Rf H  Rf (+) Cor

a. 0,10 0,09 amarelo c. 0,09 0,08 amarelo

0,05 0,18 roxo 0,08 0,17 roxo

0,11 0,27 roxo 0,14 0,29 roxo

0,20 0,41 roxo 0,23 0,50 roxo

0,88 0,85 rosa claro 0,64 0,65 roxo

0,91 0,88 roxo 0,80 0,87 rosa claro

0,95 0,91 amarelo 0,88 0,89 roxo

0,97 0,92 amarelo

b. 0,80 0,87 rosa claro
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Figura 21. Cr om atografia bidimensional para dete cç ão  de s u b s ­

tâncias indôlicas em extratos de aqu ênios de Stevia

r e b a u d i a n a .

Sistema de solventes - Clorofórmio: acetato de eti- 

la: ácido ac ético (60:40:5 v/v).

, Revelação - Reagente de Salkowsky

a. Extrato de aquênios claros

b. Padrão de IAN

c. Extrato de aquênios claros e padrão de IAN

Rf W  Rf (+) Cor Rf M  Rf (+) Cor
r r

\
r r

0,08 0,08 cinza c. 0,08 0,06 cinza

0,50 0,58 cinza 0,49 0,55 cinza

0,61 0,67 cinza 0,61 0,62 marrom

0,65 0,70 marrom 0,62 0,65 marrom

0,83 0,88 cinza azulado 0,81 0,84 cinza

0,95 0,97 cinza 0,89 0,94 marrom

0,72 0,90 cinza azulado
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Sistema de solventes - Clorofórmio: acetato de eti- 

la: ácido acético (60:40:5 v/v).

Revelação - Reagente de Salkowsky.

a. Extrato de aquênios escuros estéreis

b. Padrão de IAN

c. Extrato de aquênios escuros estéreis e padrão de 

IAN.

F i g u r a  22 .  C r o m a t o g r a f i a  b i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s ­

t â n c i a s  i n d ó l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  e s c u r o s

e s t é r e i s  de Stevia rebaudiana.

Rf M  Rf (+) Cor Rf (-»-) Rf (+) Cor
r r r r

a. 0,06 0,04 azul c. 0,08 0,04 azul

0,21 0,04 rosa 0,21 0,06 rosa

0,33 0,08 rosa 0,34 0,10 rosa

0,47 0,21 rosa 0,47 0,18 rosa

0,86 0,81 cinza azulado 0,87 0,74 cinza azulado

0,87 0,88 marrom claro 0,91 0,83 marrom claro

0,92 0,94 marrom claro 0,96 0,98 marrom claro

b. 0,87 0,75 cinza azulado
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Sistema de solventes - C l o r o f ó r m i o :  acetato de eti- 

la: ácido acético (60:40:5 v/v).

Revelação - Reagente de Salkowsky

a. Extrato de aquênios férteis

b. Padrão de IAN

F i g u r a  2 3 .  C r o m a t o g r a f i a  b i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s ­

t a n c i a s  i n d ó l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  f é r t e i s

de Stevia rebaudí-ana .

c. Extrato de aquênios férteis e pad rão de IAN.

Rf W Rf
(+) Cor Rf M  Rf (+) Cor

0,05 0,04 rosa c. 0,06 0,02 rosa

0,23 0,12 rosa 0,29 0,11 rosa

0,49 0,27 rosa 0,55 0,24 rosa

0,87 0,72 cinza azulado 0,82 0,78 cinza azulado

0,93 0,82 marrom claro 0,90 0,91 marrom claro

0,95 0,91 marrom escuro 0,96 0,97 marrom escuro

0,90 0,72 cinza azulado
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su bstância que corre j u nt a m e n t e  com o IAN. Pelos resultados a- 

pr esentados nas Figuras 21, 22 e 23 fica evid en te  que os tres 

tipos de aquênios de Stevia vebaud i a n a  a presenta m a mesma dis 

tribuição de substâncias indõlicas, bas icamente. A substância 

que apresen ta  a cor cinza azulado apôs revelação com o r e a g e n ­

te de Salkow sk y parece ser iAN. Deve ainda ser m e n c i o n a d o  que 

a m a nc ha  marro m clara sõ aparece nos extratos de aquênios escj£ 

ros (férteis e estéreis, Figuras 22 e 23).

Uni terceiro reagente cons i de ra d o es pe c íf ic o  p a ­

ra IAN foi ut ilizado na revelação de su bs tâncias presentes nos 

extratos de aquênios escuros estéreis (Figura 24). Pela F i g u ­

ra 24 pode-se ver que uma das ma nc ha s do extr at o  correu junto 

com o IAN confi rm an do mais uma vez a possível presença dessa 

substânc ia  em aquênios de Stevía vebaudt-ana. Parece que o e x ­

trato possui ainda uma outra substância que responde ao reager^ 

te, e mi tindo fluorescência, como o IAN.

A Figura 25 representa cr omato g ra m as  b i d i m e n s i £  

nais de extratos de aquênios férteis, porém usando sistema de 

so lv en tes djferentes. A revelação foi feita com o reagente de 

Salkowsky. A mudança dOv sistema de solventes permitiu que o 

IAN a p r es e nt as s e uma altera çã o de . Novamente, a substância 

presente nos extratos coincidiu em cor e em R^ com IAN, o que 

permitiu uma co nf ir m aç ã o da possível presença dessa substância 

iem aquênios de Stevia vebaudiana. Tanto em 25a como em 25c 

não foram representa da s outras substâncias indójicas presentes 

no extrato  uma vez que o obje ti v o era co nf ir mar a presença de 

IAN.

0 efei to de soluções de IAN no c r es c im en t o de



Sistema de solventes - Cl orofórmio: acetato de eti-

1 a : ácido acético (60:40:5 v/v).

Revelação - Reagente de ácido n í t r i c o - n i t r i t o .

F i g u r a  24 .  C r o m a t o g r a f i a  b i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de s u b s ­

t â n c i a s  i n d õ l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  e s c u r o s

e s t é r e i s  de Stevia rebauãiana.

Ext rato de aquênios escuros estéreis

Padrão de 1 AN

Ext rato de aquênios escuros estére i s e padrão de

1 AN

R f <- ) Rf (*) Cor F 1 uo rescênc i a 
(luz UV longa)

0,08 0,17 rosa

0,19 0,43 rosa -

0,72 0,68 rosa -

0,82 0,91 ama rei o verde claro (1 AN)

0,90 0,94 ama rei o verde claro

0,74 0,80 am arelo verde claro ( 1 AN)

0,30 0,29 rosa -

0,47 0,49 rosa -

0 , 5 0 0,60 rosa -

0,74 0 ,80 a ma re lo ve rde c 1 aro (I AN)

0,94 0,94 a marelo verde claro
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Sistemas de solventes

1. benzeno: acetona (90:10 v/v) no primeiro d e s e n ­

volvimento.

2. clorofórmio: metanol (93:7 v/v) no segundo deseji 

v o 1v i men t o .

Revelação - Reagente de Sa lkowsky

a. Extrato de aquênios férteis

b. Padrão de I AN

c. Extrato de aquênios férteis e padrão de i AN

Rf . (-) Rf ( + )

a. 0,43 0,77

b ‘. 0 , 4 5 ^  0,77

c. 0,28 0,76

0,28 0,79

F i g u r a  2 5 .  C r o m a t o g r a f i a  b i d i m e n s i o n a l  p a r a  d e t e c ç ã o  de  s u b s ­

t â n c i a s  i n d ó l i c a s  em e x t r a t o s  de a q u ê n i o s  f é r t e i s

de Stevia rebaudiana.

Cor

cinza azulado

cinza azulado

cinza azulado 

cinza azulado
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radículas de alface foi verificado* co n st a ta nd o -s e  que essa 

su bstancia induz uma promoçio do cres c i me nt o  de radTculas de 

alface de 10%, na con c en t ra ç ão  de 0,07 mg/l (Figura 26). Houve 

inibição nas conc en trações mais altas utilizadas.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se

c o n c l u i r q u e :

a. 0 f o t o b 1 as ti sm o posit iv o é independente da época da coleta 

e do período de ar ma zenamen to . Luz verde e luz azul não a f£  

tam a ge r mi na ç ão  de Stevia; vermelho extremo inibe e v e r m e ­

lho const an te  ou choques de v e r me lh o  promovem a ge rm inação  

de Stevi-a. Vermelho extremo reverte o efeito promotor do 

vermelho.

b. A melh or  temperatura const an te  para a ge rm in aç ã o em luz e 

es curo é a de 25°C. Nessa temperatura Stevia  ê fotob lã st ica 

positiva. A alternân ci a de temperaturas não afeta a germina^ 

ção de Stevia no escuro. Choques curtos de 0°C e 45°C não a_ 

fetam a germi n a çã o no escuro.

c. No escuro, GA^ promove, 6BA parece inibir, etrel não afeta 

a ge rm inação  de Stevi-a e AIA inibe. ABA inibe a germinaç ão  

em luz constante.

d. Pela c l a ri fi c aç ã o dos aquênios escuros ê m o s t ra d o que não 

há di f er en ça entre o número de aquênios que g er minam em 

luz c o ns ta nte e o número de aqu ênios férteis.

e. 0 e s te v io s íd eo  não afeta a ge r mi n a ç ã o  das esp écies t e s t a ­

das.

f. Os tres tipos de frutos apres en ta m esteviosídeo. Parece que 

o es t ev i o s í d e o  ocorre  na parede dos aquênios (pericarpo)



Figura 26. Efeito de I AN no c r e sc i me nt o  de radfculas de p l â n t £  

las de alface.

Foi feito o teste F e o valor de DMS foi d e t e r m i n a ­

do quando F si gn ifi c at iv o  a 5%.

A parte hachurada do histograma representa região 

e s t a t i s t i c a m e n t e  significativa.
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pois foi detectado em frutos claros.

g. Substan ci as  g i be re lí nicas foram detectadas somente em aquê- 

ntos férteis.

h. Substanci as  promotoras ocorrem nos tres tipos de aquênios, 

mas a q ua nt id ade aumenta de aquênios claros para escuros es_ 

téreis e férteis. Entre as substancias promotoras do cresc_i_ 

m en to  de radícula, os aquênios parecem nio possuir AIA (tes^ 

tes realizados com reagentes de Sa lkowsky e Ehrlich).

i. Pelo uso de c romatog ra fi a unidimensional e bidimenciona 1 , 

sistemas de solventes difer entes na bidimensional (dois s \s_ 

temas) e pelo uso dos reagentes de Salkowsky, Ehrlich e ác_i_ 

do n í t r i c o -n i tr i to  parece que os aquênios claros, férteis e 

escuros estéreis de Stevia rebaudi-ana ap res e nt am  IAN. Pelo 

rea gente de ácido ní tr i co -n i tr i to  parece que uma substância 

se mel h an t e ao IAN também ocorre nesses aquênios.
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DI SCUSSÃO

A Stévia rebaud i a n a  ap re senta aquênios fotoblis 

ticos positivos (FEL IP P E et al., 1971). Neste trabalho, obser 

v ou -s e  que a resposta fotobl ãstica é independente da época da 

coleta e do período em que os aquênios p er m an ec eram a r m a z e n a ­

dos. O bs e rv o u- s e também que a maior p o rcenta ge m de g erminaç ão  

em luz co ns ta nte foi de 65 por cento e a men or  de 33 por c e n ­

to, resultados esses que confi rm am  os encontrad os  por FELIPPE 

et al. (1971) que af irmaram haver certa v a r i a ç ã o  na porcentai 

gem de g e rm i na ç ão  de aquênios de Stevia em luz branca c o n s t a n ­

te.

Os exper im en tos conduzidos com luzes de diferer^ 

tes co m pr i me n to s  de onda mo st ra m que luzes azul e verde c o n s ­

tantes não afetam a ge rmi n aç ã o de Stevia, embora em aquênios 

de Bidens p i l o s a  a germi n a çã o seja pro movida por choques b r e ­

ves de luzes azul, verde, ver me lh a e v e r me l ho  ex tr emo (VÂLIO, 

KIRZENZA FT  e ROCHA, 1972). A luz vermelha const an te  promove a 

g er m in a ç ã o  de Stevia, enqu anto que v e rm el ho  extremo  inibe. E s ­

tes resultados sugerem que essa es pécie é contr olada pelo 

fitocromo, quanto i germinação.

Choques breves de luz vermelha, após e mb ebição 

prévia no escuro co ns tante promovem a g e rm i na ç ão  de Stevia. Es_ 

ses mes mo s choques são revertidos por choques breves de v e r m e ­

lho extremo.

Choques longos de vermelho, de 72 horas, em a- 

quênios não submetidos ã emb eb ição prévia no escu r o  constante 

são pa rc ia l me nt e  revertidos pelo escuro c on s ta n te  fo rn ecido a ­
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té o final do experimento. £ importante salientar que o a p a r e ­

cimento do fitocromo em sementes é proporcional ao tempo ini­

cial de em b eb i çã o  ( T O O L E , 1 9 7 3 ) .  Dessa forma, os choques de 

luz vermelha fornecidos durante as primeiras 72 horas de e m b e ­

bição, em aquênios de Stevia r ebaudiana  são revertidos apenas 

pa r ci a lm e nt e  pelo escuro, visto que é nesse perfodo que deve 

ocorrer a sfntese de fitocromo e sua co nversão para a f^brma a- 

tiva, na presença de luz branca ou vermelha. Aquênios de Ste- 

VÍa começam a germinar após o quarto dia de embebição. 0 fato 

de que a ex p os iç ão  ao escuro, após os choques longos de luz 

vermelha, apenas reverte parc ia lm ente o efeito promotor desses 

choques pode ser ex pl icado pela reversão lenta do fit oc romo da 

forma ativa Fve para a forma inativa Fv que ocor re no e sc uro.A 

de fa sagem de tempo que ocorre durante a reversão  de Fve e F v , 

no escuro, permitiria que uma parte de Fve conti n u as se  desenca 

deando as tr ansforma çõ es  metab ó li c as  que det er m in am  a g e r m i n a ­

ção. A reversão de escuro de Fve para Fv é uma reversão t é r m i ­

ca que parece ocorrer via uma série de inter mediários que n o r ­

m a l m en t e oco r re m na interconversão de Fve a F v , me di a d a por 

v ermelh o ex tr e m o (KENDRICK, 1976).

Quando sementes de alface em bebidas a 20°C no 

escuro foram irradiadas durante 10 mi nutos com luz vermelha o- 

correu a g e rm in a çã o  devido a co nv ersão de Fv a Fve, mas quando 

foram submet idas a temperaturas mais altas (35°C) após o c h o ­

que de verme lho, não ocorreu a ge rm ina ção, p o s si ve l me n te  devi- 

do ã perda de Fve, provocada pela a l ta temperatura (BORTHWICK 

e_t a_l_. , 1 954) . Nesse caso, a reversão térmica de escuro deve 

ter sido antecip ad a pela tem peratura alta.
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Quando aquênios de Stevia r e b a u d i a n a  foram s u b ­

m et id os  a choques longos de v er me lho extremo, de 7 2 horas, sem 

e mb e bi çã o  prévia no escuro e a seguir foram transferidos para 

luz branca, houve rev ersão total do efeito do v e r m e lh o  e x t r e ­

mo. 0 v e r me l ho  extremo fornecido após o choque longo de luz 

branca (de 72 horas) sem em bebi çã o prévia no escuro reverteu 

to talmen te  o efeito promotor da luz branca. Obs er v a -s e  que em 

ambos os casos houve reversão total dos choques longos, sendo 

que os tratamentos que induziram a reversão dos tratamentos ain 

teriores foram realizados imediatamente após os primeiros. Em 

R u m e x  o b t usifolius , VICENTE, EN GELHARDT e S I LBE RSCHM I DT (1 962) 

o bs e rv a r a m  que a máxima ação do ve r me l ho  ex tremo em reverter o 

efei to do verm el h o ocorre quando o segundo é fo rnecido im ed ia ­

tamente após o primeiro, portanto, em Stevia, o b se r v o u - s e  r e s ­

posta semelhante. Nesses casos, é possível que ocorra uma r e ­

versão total, ou a níveis que induzem uma resposta f i s i o l ó g i ­

ca, do fitocromo, de uma forma para outra. Entretanto, não se 

pode concluir nada acerca dos níveis de f i to c r o m o  em S t e v i a , 

vi sto que este pigmento não foi dosado neste trabalho.

A luz azul co ns tante tem o mesm o efeito do escu 

r o , na ge rm i na çã o  de Stevia r e b a u d i a n a . é sabi do que o f i t oc r £ 

mo  mos tr a  certa absor bâ n ci a  na região azul do esp e ct ro  l u m i n o ­

so, a 450 nm (KENDRICK e FRANKLAND, 1976). Entretanto, alguns 

autores ac r ed it a m que os efeitos fi s io ló gicos induzidos pela 

luz azul sejam m e di ad os por outro pigmento, que não o f i toc r£ 

mo'.

A riboflavina parece ser o mais provável fotor- 

receptor da luz azul na resposta de cu rvatura f ót ot rópica de
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co le o pt i le  de A v e n a  sativa (BARA e GALSTON, 1968). SCHMIOT e_t 

a 1 . (1 977) tr ab alhando com respostas fototrópicas  em co leopti- 

les de milho, usaram inibidores de flavinas e ob ti v er a m i n ib i ­

ção da cu rv at ur a fototrõpica. Sugerem que as flavinas sejam os 

fo to rr e ce p to r es  da luz azul não só em fo to tr o pi s mo s  como t a m ­

bém em fo t o m o r f o g ê n e s e .

Em Stevia, choques curtos de luz azul de 60 e 

I80 minuto s de duração, não reverteram o efeito do choque de 

luz verm el ha  de 60 mi nutos de duração. 0 fato da luz azul não 

promover a g er mi nação de S tevia poderia sugerir que ela atue 

m a n t en d o o fi to cromo na forma inativa Fv ou inibindo sua sfnte_ 

se. Poderia também reverter o efeito promotor da luz vermel ha  

caso atuasse man t en d o o fit oc romo na forma F v . Os choques de 

luz azul utili zados nesse trabalho foram s u fi c ie n te me n te  l o n ­

gos para reverter o efeito da luz ver melha p ri n ci p al m en te  se 

for levado em co ns id e ra ç ão  que a luz azul é mais energética 

que a luz verm el ha (KENDRICK e FRANKLAND, 1976). A hipótese 

mais viável é que realmente outro pigmento esteja en v ol vi do na 

a bsorçã o de luz azul, p ro du zi ndo um efeito sem elhante ao do es_ 

curo constant e na germi n aç ã o de Stevia r e b a u d i a n a  e que s i m ­

plesment e aquênios fotoblásticos positivos dessa es péc ie sejam 

indiferentes â luz azul.

Sem entes . fo tos sensfveis , na a us ên ci a ou na p r e ­

sença de luz podem ter a ge r mi n aç ão  dr a st i c a m e n t e  m o di f ic a da  

pela temperatura.

0 termo "t em peratu ra  óti ma " é usado para desc re 

ver a tem peratura ou faixa de temperatura na qual a melhor t a ­

xa de g er m in aç ã o é obtida. Fica e viden te  que qualquer processo
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fisio lógico, onde um passo med ia d o por enzimas está envolvido, 

só pode ocorrer dent ro de certos limites de temperatura. Cada 

semente contém os substratos para realizar os vários processos 

bio químic os  da germinação. A a t ividade  de muitas enzimas é c a ­

ract erizada por uma fase de latência cuja duração pode ser d e ­

pen dente da temperatura. Parte do processo que contribui para 

a Presença da fase de latência na g e rm i na çã o  ê es t ri ta mente fí 

sico (etapas iniciais da embebição) e não são dep en de ntes da 

tem peratura. Outros processos preparató ri os  envolve m a l t e r a ­

ções bioquímicas que tornam sua fase de latência de pe nd en t e da 

tem pe ra tura (KOLLER, 1972). A atuação da temp eratura na s e m e n ­

te se faz presente também no fitocromo. A temperatura afeta o 

número total de sementes que germina m em resposta à taxa de 

reidrataç ão  e síntese do fitoc ro mo  e is taxas de ação de Fve, 

reversão e destru iç ã o (TOOLE, 1973).

A melh or temperatura constante  para a g e r m i n a ­

ção de Stevia rebauâ i a n a  foi 25°C. Observa- se  que ocorre uma 

dimin u iç ã o g r a d u a 1 da porcentagem de germina çã o  à medida que a 

temperatura se elevou ou diminuiu a partir de 25°C. As tempera^ 

turas de 5 e 40°C inibiram totalmente a germinação. Embora a 

g er m in aç ã o no escuro seja bastante baixa, a maior porcentagem 

foi obtida a 25°C.

Experimento s mo st rando alt er a ç õe s  na germ in aç ão 

de sementes f o to bl ãs ticas quando submetidas a condições e s p e ­

ciais de temperatura foram bastante explo ra das em R umex obtusi_ 

folius, uma espécie que apresenta sementes f o t o b 1 ásticas p o s i ­

tiva s . V I CENTE e_t a_l_. (1968) obser va ra m que choques de 1 hora, 

a A0°C após 86 horas de em bebição no escuro, promoviam a germj_
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nação de Rumex obtusifolïus em condições não indutoras, sendo 

que a promoção era revertida pela subsequente ex po sição ao ver 

me lh o extremo a 25°C. MENEGHINI , VICENTE e NORONHA (1 968) o b ­

servaram que choques de temperatura alta ou baixa promoviam a 

g e rm i na ç ão  de Eumex e que a porcentagem de g er m in a çã o  a u m e n t a ­

va quanto mais as temperaturas dos choques se di st a nc ia vam da 

te mperatura controle a 2 5°C.

FELIPPE (I9 8O) mostrou que temperaturas alterna^ 

das- pro movem a ger mi na ção de R u m e x  o b tusifolius  no esc ur o con_s 

tante. Os pares de alternância 15 “ 35°C e 25 - 35°C foram ba£ 

tante efetivos em promover a germ in aç ão de R umex em condições 

nio indutoras.

A semente fo toblástica negativa de C u cumis angu^ 

ria também tem sua ge rm inação  promovida por te mp eraturas alter_ 

nadas quando exposta ã luz contfnua (FELIPPE, I9 8O) .

Sementes indiferentes â luz também podem ter 

sua ge r mi n aç ão  promovida por ciclos de a lt er nâ ncia de t e m p e r a ­

tura, como se observa em Ra panea guianensis  (JOLY e FELIPPE , 

1979).

Há várias hip óteses para exp licar o efeito da 

al ter n ân c ia  de temperaturas na ge rm i na ç ão  de sementes. 0 e f e i ­

to da a lt ernância  de temperaturas poderia aumentar o processo
/

de c r e s ci me n to  do embrião, o que iria produzir uma ruptura da 

casca, fato que poderia não ocorrer com a mes ma força caso fos_ 

se m a nt id o  um regime de temperatura co nstante  (KOLLER, 1972). 

Outra idéia proposta por TOOLE e t a 1 . (1956) é que intermedia^ 

rios do m e t a b o l i s m o  respiratório poderiam se acumular durante 

o período de alta temperatura do ciclo, que seria desfavorável
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para a germinação. Esses intermediários ficariam dis poníveis 

para o pro cesso de g er minação  durante o perfodo de baixa tempe 

ratura, que é desfavorável para a respiração. COHEN (1958) pro 

pôs que poderia existir, por exemplo, um precursor enzimãtico, 

que inibiria a ge rmi n aç ã o no escuro. Este composto hipotético 

seria termolãbil e poderia ser sufici en t em e nt e  mo d if i c a d o  pela 

mu dança de temperat ura permiti nd o que a g e rm in a ç ã o  se ini c ia s­

se. MENEGHINI e_t aj_. (1968) postularam um mode l o  f fs i co-qu Tm i - 

co para explicar a resposta de R u m e x  obtusifol-Cus ãs temperatu_ 

ras alternadas. De acordo com esses autores haveria um interm£ 

diário, um inibidor, em um sistema de duas reações químicas re_ 

ve r s íve i s .

Essas respostas têm um si gn ificado ecológico. 

ma a lt er nância diurna de temperatura é uma c ar a ct er ística c o ­

mum de todos os ambientes que estão sob a influência do ciclo 

diurno da energia radiante solar. Parece provável que o m e c a ­

nismo de resposta de ge rm i na çã o  a regimes específi co s de altejr 

nância de temperaturas é de gran de valor para as espécies em 

ca ra c t er i za r seus ma cr o e m ic ro  ambientes. Mais importante aiji 

da é o provável papel na c a r a c t er i za ç ão  do submicro ambiente, 

uma vez que muitas sementes de plantas culti vadas exibem uma 

p ro f undidad e ótima no solo^ que permite a ger mi nação, a emergêr^ 

cia da plântula e a sobrevivência. £ provável que o me smo o c o ^  

ra para plantas invasoras, na natureza. As al ternânc ia s d i á ­

rias na troca de energia entre a superfície do solo e o arnbier^ 

te resultam em alt erações  da superfície do solo, que são trans_ 

mitid as para as regiões mais profundas, onde as c a r a c t e r i s t i - 

cas físicas do solo d e t er m in ar ã o a tem peratura. Certas s e m e n ­
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tes que requerem uma te rm op e ri o di c id ad e  diurna para ger minar i 

rio en co ntrar a condição ambiental ótima quando enterradas a u 

ma pr of un di d ad e  específica do solo de seu habitat (KOLLER,

1972). Para Rumex obtusifolius , FELIPPE (19^0) con cluiu que e£  

sa es pécie fotoblá st ic a positiva pode vir a g e rm in ar  me sm o

quando as sementes estiverem enterradas a uma de t er mi nada p r o ­

fu ndida de  do solo onde as alte rn ân cias diárias de te mperaturas 

ainda se fazem presentes, fenômeno esse que é de grande im por­

tância para a so br ev ivência da espécie.

As altern ân cias de te mp eratura não tiveram efe_i_ 

to em promover a germi na ç ão  de aqu ênios de Stevia rebaudiana  

no escuro constante. Choques de temperatura não promoveram a 

g e rm i na ç ão  de Stevia no escuro constante.

Com relação a temperatura c o nc l ui - se  que a máxj_ 

ma ge rm i na ç ão  de Stevia  ocorre a 25°C. A maior ia  dos aquênios 

dessa planta não poderão germinar se es ti ve re m enterr ados no 

solo, visto que a espécie é fo to bl ástica positiva e as a l t e r ­

nâncias de temperatura não têm efeito em promover sua g e r m i n a ­

ção. A g er mi n aç ã o da espécie também não é pr omovida por c h o ­

ques de temperatura. Dessa forma, os aqu ênios devem permanecer 

sempre sobre a super fície do solo para que ocorra sua máxim a 

ger minação.

Um grande número de evidê nc ias de mo ns t ra r am  a 

influência de fatores provenien te s do em br iã o no d e s e n v o 1vimen 

to da a ti v id ad e enzimát ic a em cot il éd ones e endo sperma, ou v i ­

ce versa, a ti vidade essa que muitos autores a cr edit am  estar 

sob controle hormonal (MAYER e SHAIN, 1974).

As gib erelin as  podem es ti mu la r a g e r mi n aç ã o no
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escuro, em sementes f o t o b 1 ástícas p o s i t i v a s , mas não está e l u ­

cidad o se essa resposta ocorre na ausência de Fve (TAYLORSON e 

HENDRICKS, 1977).

As citocininas, assim como outras substâncias 

hormonais, estão envolvidas em muitos fenômenos fisiol óg icos 

tais como do rmência de sementes e ge r mi n a ç ã o  (TAYLORSON e H E N ­

DRICKS, 1977). As citocininas muitas vezes são mais efetivas 

que GA em neutralisar o efeito de inibidores tais como ácido 

abscfsico, em vários processos sensfveis a GA. Em sementes de 

várias espécies, o etileno parece ser liberado durante a germj_ 

nação. Sementes dormentes parecem liberar menos etileno do que 

sementes não dormentes (TAYLORSON e HENDRICKS, 1977). 0 e t i l e ­

no não afeta a germina çã o de sementes de muitas espécies, e n ­

tretanto pode estimular a de outras (TAYLORSON e HENDRICKS,

1 9 7 7 ) .

0 etileno, a cinetina e o ácido gib er é l ic o  r e ­

ve rt er am a dormência induzida por altas tempera tu ra s em Laotu_ 

ca sativa c v . Premier Great Lakes (DUNLAP e MORGAN, 1977).

W E B B , STADEN e WAREING (1973) ob s er v a r a m  a 1te 

rações nos níveis endógenos de citoc in in as, g ib er elinas e i ni ­

bidores da g e r mi na ç ão  em sementes dor mentes de A o e v  sacchavurn 

s ubmetidas a est ratific aç ão .

Foi m o s tr a do  que após choque de luz, em s e m e n ­

tes de Rumex o b t u s i f o t i u s  havia um aum e nt o  na quant id ad e de c_[_ 

tocininas en dó genas (STADEN e WAREING, 1972) e de gi bere li na s 

(FELIPPE et a_l_. , 1970) .

A ap l ic aç ão de auxinas em sementes tem p r o d u z i ­

do resultados ambíguos (MAYER e P O L J A K O F F - M A Y B E R , 1975).
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0 ácido abs cf sico (ABA) inibiu a ge rmi n aç ão  de 

S tevia vebaud i a n a  em luz constante. 6BA e etrel não tiveram e- 

feito sobre a germi na ç ão  de Stevia no escuro. Conc en tr ações de 

AIA, acima de 1 mg/l inibiram a germi na çã o de Stevia no escuro 

e GA^ na c o nc e nt ra ç ão  de 50 mg/l promoveu.

Como se observa, a ge rm i na çã o  de Stevia r e bau-  

d iana foi promovida pela luz vermelha e pelo GA^ , que parece 

substit uir em parte o efeito da luz nessa espécie, atuando na 

quebra da do rmência  imposta pelo escuro.

A luz vermelha poderia então atuar induzindo a 

síntes e de giberelinas. COOKE, SAUNDERS e KENDRICK (1975) o b ­

ser varam que folhas estioladas de trigo homogene i zadas ,apresen^ 

tam au mento no nível de gib er e li n as  quando tratadas com luz 

vermelha. COOKE e SAUNDERS (1975) obser v a ra m também que a luz 

ve rmelha aumenta o nível de sub stâncias sem elhantes a giberel_i_ 

nas em folhas es tio ladas de trigo e que essas substâncias são 

capazes de causar o d e se n r o l a m e n t o  de folhas manti da s no e s c u ­

ro, efeito c ar a ct e r í s t i c o  de giberelinas.

Em Stevia vebaud i a n a  os resultados sugerem que 

o f it o cr om o Fve esteja atuando na síntese ou liberação de g i be_ 

relinas, vi sto que tanto a luz vermelha  como essa substância 

pro movem a germinação. Por causa da próxima relação entre fi t £ 

cromo e gi be relinas na germinação, é provável que a ação da 

luz na es ti m u la ç ão  da germ in a çã o  de sementes possa ser mediada 

por au me nto nos níveis endógenos de gi berelinas. Esta hipótese 

ainda não está confirm ad a em sementes (TAYLORSON e HENDRICKS, 

1977) mas os resultados obtidos neste trabalho dão ma r ge n s a 

futuros ex pe r im e nt o s en vo l ve n do  a ação da luz na síntese de gj_
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berel inas de Stevia.

FELIPPE e LUCAS (1971) av entaram  a hipótese de 

que o es t ev i o s í d e o  pudesse ser um inibidor de germinação. 0 es_ 

te viosídeo foi testado na g er m in a çã o de Laoiuoa sativa L c v . 

Crespa de Picar, Cucumis anguria L, Cucumis m e t o  L, Rumex obtu 

sifolius L e Stevia r ebaudiana Bert., o b s e r v a n d o - s e  que a g e r ­

mi na ç ão  dessas espécies foi normal. Portanto o e s t e vi o sí de o  

não deve ser um inibidor de germinação.

A ob se r va çã o  de aquênios escuros clari fi cados 

de S tevia r ebaudiana mo st r o u que 16 a 59 por cento desses a q u £  

nios são estéreis e por esse m o ti vo  nunca se obtem 100 por cen 

to de g er m i n a ç ã o  visto que é impossível se disting ui r aquênios 

férteis de aquênios escuros estéreis, sem se utilizar mé todos 

de clarif icação. Durante a reproduç ão  sexuada em Stevia  podem 

ser formados aquênios férteis, aquênios escuros estéreis e a- 

quênio s claros estéreis, c on fo rme foi mostrado, em detal h e, p or  

M ONTEIR O (1980, tese de me strado, inédito).

ZAIDAN et aj_. (1 980) ob se rv ar a m que o esteviosj^ 

deo ocorre nas partes aéreas de plantas de S tevia e está auseji 

te na parte radicular. No pre sente trabalho foi v er i fi c a d o  que 

o e s te v io s íd eo  também está presente nos tres tipos de aquênios 

de Stevia rebaudiana. Uma vez que o es te v i o s í d e o  foi detecta do  

também em aquênios claros estéreis, parece que esse g l uc o sí d eo  

o co rr e  na parede do aquênio (pericarpo) vi st o que estes não a- 

pre sentam  embriões.

A presença de su bs tân cias com a t iv id ad e gibere- 

línica foi obser va da  somente em extratos de aquênios férteis. 

Nos exp e ri me n to s  de germina çã o o bs e r v o u - s e  que GA^ na c o n c e n ­
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tração de 50 mg/l pode substituir a luz, pr omov e nd o a g e r m i n a ­

ção de aqu ênios de Stevia em condições não indutoras, é p r o v á ­

vel que a presença de g i berel in as  seja uma con di çã o i m p r e s c i n ­

dível para a germin aç ã o desses aquênios e pode-se concluir por 

esses r e s u 1tados que sua o co rrência  está restrita ao embrião 

v isto que extratos de aquênios claros e de aqu ênios escuros es_ 

téreis não apre s en t ar a m picos de promoção de cres c im e nt o  de h_i_ 

po cótilo de alface.

A presença de i n d o l - 3 - a c e t o n i t r i la foi veri fi ca 

da em extratos dos tres tipos de aquênios de Stevia rebaud i a n a  

u sa nd o-se reagentes c r o m o g ê n i c o s . Essa substância parece o c o r ­

rer na parede do fruto visto que aquênios claros também a p o s ­

suem.

Indo1 - 3 - a c e t o n i t r i 1 a ê uma auxina que foi isol£ 

da por J O N E S , H E N B E S T , SM I TH e B E N T L E Y , em 1 952 , a partir de 

folhas e caules de Brassiea o l e r a c e a . A presença de uma substân_ 

cia com alta ati vi dade de auxina em extratos já havia sido v e ­

rificada também em espécies de outras Cruciferae, como r a b a n e ­

te, cou veflor  e nabo (JONES e_t aj_. , 1952).

Essa substância é sintetizada a partir do trip- 

tofano via g 1ucobras si ci na ou in d o 1 - 3 - a c e ta 1d o x i me (SCHNEIDER 

e WIGHTMAN, 197*0. Através da enzima ni trilase ocorre a conver_ 

são de in d o1 - 3 - a c e t o n i t r i 1 a a á c i d o - i n d o 1 - 3 -acético (THIMANN e 

MA HADEVAN, 1964). Essa enzima parece ter d i s t r i b u i ç ã o  bastante 

limitada, sendo que apenas alguns membro s de Gramineae, Cruci- 

ferae e Mu s ac ea e  parecem contê-la (RAJAGOPAL e LARSEN, 1972).

RAJA GAPAL e LARSEN (1972) infiltraram tecidos 

vivos de diversas espécies que representam 17 famílias, com in̂
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d o l - 3 - a c e t a l d o x i m e  e observara m que 8 espécies a cu mularam 

IAN. Dentre essas espécies está Helianthus a n n u u s , da família 

Compositae. Nessa planta, o i n d o 1- a c e ta 1do x ime foi c on vertido 

em AIA, mas houve ac úmu lo de IAN em extratos de gemas apicais 

e cotilédones. Parece que na maior parte das espécies e s t u d a ­

das ocorreu a formação de AIA via indol - 3 - a c e t a 1 d e í d o . Esses 

autores sugerem que o caminho m e ta b ó l i c o  via IAN pode operar a_ 

penas em ci rcun s tâ nc i as  especiais, mas é provável que seja de 

importância limitada. LIVERMAN e DANNENBURG (1957) sugeriram 

que a forma çã o de nitrila poderia funcionar como um me ca n is mo  

de controle dos níveis de AIA nos tecidos. Uma vez que a germj_ 

nação de Stevia  em condições não indutoras foi to ta lm en t e ini­

bida pelo AIA em con ce nt ra ções de 1 mg/1 a formação de nitrila 

nesses frutos poderia realmente ser uma forma de evitar o açú- 

mu lo  de AIA nesses tecidos.

, Não foi possível confirmar a presença de AIA 

nos extratos dos tres tipos de aquênios de S tevia r e b a u d i a n a , 

por mei o da croma to g r af i a em camada delgada. Esses dados p o d e ­

riam sugerir que a enzima nitrilase não estaria pre sente n e s ­

ses aquênios de manei ra  que ocorre um acúmulo de IAN.

0 papel das auxinas no cres c i me nt o  de raízes foi 

° - 
bastante di sc u ti d o por ABERG (1957). A e s t im u la çã o  do c r e s c i ­

m e nt o  de raízes por baixas co ncentraç õe s de auxinas foi verif_i_ 

cada em diversas espécies. Foi m o s t r a d o  que em H elianthus a n ­

nuus AIA a 10 n M, du rante um período de cresci me n to  de 5 h o ­

ras promoveu f or temente o cre sc i m en t o das raízes. 0 c r e s c i m e n ­

to longitudinal de raízes de plantas intactas submetidas a baj_ 

xas co n ce n tr a çõ e s de auxinas foi estu da do  e s pe c i a l m e n t e  em a-



67

gríão e a est im u l aç ã o foi usada como um critério pelo qual as 

auxinas v er da de iras podem ser d iferenc ia da s de inibidores que 

atuam no cr e sc im en to de raízes. Em raízes de agrião com um com 

pri mento inicial de 5 mm e cr es cendo por um perfodo de 17 h o - , 

ras em papel de filtro umedecido, ob se r vo u -s e uma es tim u la çã o  

máx im a de cresci me nt o de cerca de 15 por cento quando se a p l i ­

cou 5,7 x 10 de AIA. Em alguns casos, a es ti m ul aç ã o do 

c r e sc im e nt o  parece surgir apenas depois do de s ap a r e c i m e n t o  da 

auxina aplicada ao meio. Tais efeitos podem ser interpretados 

como uma adapt aç ão  das raízes a altos níveis de auxinas e logo 

são comp at ív eis com o clássico efeito da re gu lação do cresci-

O
m en to  de raízes pelas auxinas (ABERG, 1957).

Em segmentos isolados de raízes, ob se r vo u- s e que 

-9
AIA na conc e n tr aç a o de 10 M promove o cr es ci m en t o em 30 por 

cento. Esses fatos sugerem uma curva ótima para cr e sc im ento 

de raízes, como aquela para caules, mas com o ponto ótimo d e s ­

locado para cerca de 0,02 Jig/l, ou 10 de AIA (TH I M A N N , 1972) .

0 fato de que auxinas em c oncentr aç õe s mais e l £  

vadas inibem o cresc im e nt o  de raízes de pli ntulas de aveia p o ­

de ser devido a um efeito indireto das auxinas via etileno 

(TH I M A N N , 1972).

Foi v er i fi c ad o que indo l- 3 - a c e t o n i t r i 1 a inibe o 

c r es c i m e n t o  de raízes de plântulas de aveia de mane i ra  s e m e ­

lhante ao AIA, enqu an to que r,o agrião, o efeito de inibição é 

60 a 100 vezes menor do que o AIA (ABERG, 1957).

Neste trabalho testou-se o efeito de i n d o l ~ 3“£  

cetonitri la  no cres c im en t o de radículas de plântulas intactas 

de alface e o b se r vo u -s e  que a co n ce n tr a çã o  de 0,07 mg/l p r o m o ­
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veu o c r es c im e nt o  das radículas de alface em 10 por cento. C o n ­

cen trações  de 0,31 mg/l e 0,625 mg/l inibiram o cr esc i me nt o  de 

radículas de alface.

Extratosdos tres tipos de aquênios de Stevia re 

b a u ãiana ap r es e n t a m  uma região de pro moção de c r escim en to  de ra 

dículas de plântulas de alface. A promoção é menor em extratos 

de aquênios claros e maior em extratos de aquênios férteis. P e ­

la c r o m a tografia em camada delgada v e ri f i c o u - s e  que os tres t i ­

pos de aquênios de Stevia rebau ã i a n a  a p r es e nt am  i ndol - 3 -aceton_i_ 

trila na região entre os R^s 0,80 e 1,00. Embora essa s u b s t â n ­

cia pareça ocorre r na parede do fruto é possfvel que o embrião 

também a contenha, visto que extratos de aquênios férteis a p r e ­

sentam ma ior promoção do c r es c im e nt o  da radfcula. Os resultados 

sugerem que essa substância poderia estar promo vendo o c r e s c i ­

mento de radfculas de alface. Entretanto, a promoção observada 

em biotestes onde se verificou o efeito dos extratos sobre o 

cr es c i m e n t o  de radículas é muito maior do que a pro moção e n c o n ­

trada quando se u ti li za ram soluções de I A N . Nos cro ma togram as  

ficou bem nítida a presença de outras substâncias nos extratos 

dos tres tipos de aquênios, na referida região. O b se rv o u - s e  tam 

bém que nos extratos de aquênios escuros foram d e te ct a da s  tres 

substâncias nessa região, incluindo o IAN e que nos extrato s de 

aquênios claros foram detectadas apenas duas. £ possível que o- 

corra uma interação sinergí st ic a entre essa auxina e outras sub£ 

tâncias presentes no extrato, de forma que ocorra uma intensifj_ 

caçio da promoção do c r e s ci m en to  da radícula. Um resultado d i f e_ 

rente foi en co n tr a do  por FELIPPE et_ aj_. (1971)- Esses autores 

v e r i f i c a r a m  que havia um inibidor do c re sc i me n to  da radícula de
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alfac e em ext ratos de aquênios escuros de Stevia, entre os R^s 

0,80 e 0,90, no sistema de solventes que utilizaram. Su ge riram 

também que este inibidor poderia ser o responsável pelo apareci 

me nto de plântulas de Stevia com radículas atrofiadas e que tal 

efeito pudesse ser causado pelo e s t e v i o s í d e o .

Foi o b se rv ado neste trabalho que não ocorreu i- 

nibição do cr es c i me n to  de radfculas de alface na região c o r r e s ­

pondente ao e s t e v i o s í d e o , portanto, não é essa substância a res 

ponsável pelo a p a r ec im e nt o  de plantulas de Stevia com radfculas 

at ro fi ad as. É possível que nos biotestes realizados por esses 

autores, a substância presente nessa região tenha se c o n c e n t r a ­

do de tal forma que du rante a realização do bio teste as plântu- 

las de alface tenham ab so rv id o uma c o nc e nt ra ç ão  supraótima d e s ­

sa substância de forma que ocorreu uma inibição do c re sc im ento 

das rad f c u 1 as .

0 apa r ec im e nt o  de plântulas com radfculas a t r o ­

fiadas em placas de Petri também poderia ser devido aos altos 

nfveis endógenos desse hormônio em aquênios férteis.

0 f o t o b 1 astismo positivo em aquêni os  de Stevia 

r e b a u d i a n a  foi c on firmado  nesse trabalho onde ficou também esta 

bel ecido que a temperatura ideal para a ge rm in aç ã o de aquênios 

dessa planta, sob luz branca co nstante é 25°C. A ger mi n aç ã o é 

prom ovida pela luz vermelha e GÁ^ pode su bstituir parci al me nte 

o efeito promotor da luz. Pelos resultados ob tidos em bioen- 

saios e cr om atograma s de extratos de tres tipos de aquênios de 

S tevia ficou e vi denciad a a presença de uma substân cia promotora 

de c r es c im e nt o  de radfculas de alface, p o s s i v el m en t e uma auxi- 

na , in d o l a c e t o n i t r i 1 a .
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RESUMO

A 25°C, os aquênios de Stevi-a rebaud i a n a  Bert. 

são fo to blãsti co s positivos. Luzes verde e azul não afetaram a 

ge rminação, a qual era promovida por luz verm el ha  e inibida 

por ve r me lh o  extremo. Choques de ve r me l ho  ex tremo reverteram o 

efe ito promotor de vermelho. 0 efeito promotor de vermelh o não 

foi revertido pela luz azul.

Em temperatura constante, sob luz branca, a m e ­

lhor por centage m de g er mi nação ocorreu a 25°C. As temperaturas 

de 5 e 40°C inibiram totalmente a germinação. 0 efeito de t e m ­

peraturas alternadas foi ve ri fi ca d o em aquênios mantido s no e £  

curo. Nenhum dos pares de temperaturas  utiliz ad os  promoveu a 

g e r m i n a ç ã o  de S tevia no escuro. Choques curtos de 45°C e 0°C 

não afet ar am a g er m in a çã o de Stevia, no escuro.

Acido abscfs ic o inibiu a ge r mi n aç ão  de aquênios 

man ti d os  em luz.

Em aquênios man ti do s no escuro constante, a ger^ 

m i n a çã o  foi pr omovida por ácido giber é li c o na conc en t ra ç ão  de 

50 mg/l. Etrel e 6 benzil adenina em con c en t ra ç õe s baixas não 

af etaram a germinação, enquanto que ácido in d o l - 3 -acético na 

co n ce n tr a çã o  de í a 10 mg/l inibiu a g e rm in a ç ã o  no escuro (em 

relação ao controle).

A germina çã o  a 25°C em luz branca foi sempre ao 

redor de 40 a 60 por cento. Pela cla r if ic a çã o  dos aquênios foi 

d e mo n st r ad o  que apenas 40 a 60 por cento dos aquênios escuros 

eram férte i s . ,



71

E st ev ío sfdeo , em várias concentraç õe s,  foi t e s ­

tado na ge rm i na ç ão  de Stev-Ca r e b a u d i a n a  Bert., R u m e x  o b t u s i f o - 

lius L, Cuoumis melo L , Cucumis anguvia  L e Lactuoa sativa L.

c,v. Crespa de Picar. 0 este v io s íd eo  não afetou a germ in a çã o  

dé nenhuma das espécies estudadas.

Por extração, com o uso de c romat og ra fia (uni e 

bidimensi onal) e revelação por antrona, ficou de m on s t r a d o  que 

os tres tipos de aquênios de Stevia  (claros, escuros estéreis 

e férteis) possuem est e v io sf d eo  .

Ut ilizando o biensaio do h ip o có ti l o de alface, 

foram de te ct adas substâncias g i b e r e 1 inicas so men te nos a q u ê ­

nios fér te i s .

Foi ve ri fi ca d o que os extratos de tres tipos de 

aquênios promo viam o cr esci me nt o de radículas de a 1 f a c e ,d a n d o , 

por tanto a idéia de que os extra to s possuiam alguma substância 

aux í n i c a .

Atrav és de c r om at og rafia (uni e bid imensional) 

com dif er e n te s  sistemas de solventes e revelaçã o por métodos 

qu ímicos foi m os tr ada a e xi stênci a de uma substância a p r e s e n ­

tando o m e sm o R^ e a mesma cor que o padrão de i ndo 1 - 3 -acetonj_ 

trila, nos extratos dos tres tipos de aquênios.

\
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SUMMARY

Achenes of Stevia rebaud i a n a  have been shown to 

exhibit a pos itive photoblastic reaction at 25°C. Germination 

is not affected by blue or green lights, but is promoted by 

red light and inhibited by far red light.

Exposure to far red reversis the promotive 

effect of red light, whilst blue light has no such action.

Under white light at constant temperature

m ax im u m ger mination  rate occurs at 25°C, and germ in at ion is
o n

c om p le t e l y  inhibited at 5 C and 40 C.

The effect of a varying temperature was 

investigated by ma nt ai ning achenes in darkness and comparing 

ge rmi n at i on  in a series of diurnal te mp erature ranges. None of 

these treatments promoted ge rmination. Exposure to short 

periods of 45°C and 0°C likewise did not promote germination.

It was es tablished t h a t a b s c i s i c  acid inhibits 

g e rm i na t io n  in light whilst gibbe r el l ic  acid at 50 mg/1 

promoted g er mi nation  in darkness. Ethrel and 6 - B e n z y l a d e n i ne at 

low co ncen t ra t io n s did not affect ge rm in a ti o n but IAA at 

co ncentr at i on s  of 1 - 10 m g / 1 inhibited germ i na t io n in darkness.

G ermina ti on  under white light at 25°C was 

always of the order 40 - 60%. It was su bs equently  establis hed 

by using a c 1e a r i n g - s q u a s h technique that only 40 - 60% of

achenes have fully formed embryos, whilst the remainder are 

inviable due to ma 1-formation of the embryo.

The effect on g e rminat io n of stevi os ide at
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variou s co nc en t ra t io n s was tested with seeds of Stevi-a r e b a u -  

diana Bert, Rumex obtusi-folius L, Cuaumis melo L, C u o u m i s  angu_ 

via L and lettuce c v . Crespa de Picar. It was concluded that 

stevioside  has no effect on the ge rm i n at i on  of any of these 

spec i es .

C hr om at og r ap h ic  analysis (one and two dimension 

with  anth ro na 's reagent) of achene ex tracts indicated that both 

fertil e and sterile achenes contain stevioside, whilst lettuce 

hypocotyl bioassay showed gibbere 1 in- 1 ike substances to be 

present only in fertile achenes. It was estab li sh ed that 

ext racts from cell types of achenes which contain an auxin -l ik e 

s ub stance promoted growth of the roots of lettuce seedlings. 

An alysis by thin-layer c hr om a to g ra p hy  under di fferent solvent 

systems revealed a substance with the R̂ . and colour reaction 

c h ar a c t e r i s t i c  of IAN.
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