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INTRODUGAO

‘0 processo de germinacao de sementes de plantas
superiore; envolve uma série de etapas que induzem uma semente
quiescente, com um baixo contetido de agua a apresentar um au-
mento geral da atividade metabGlica e iniciar o desenvolvimen-
to de uma plSntula} a partir do embriao. 0 momento exato no
qual a germinacio termina e o crescimento comeca & extremamen=-
te dificil de ser definido. Geralmente, a germinagao é identi-
‘ficada pela protusao de alguma parte do embrido através da cas
ca da semente, o que e resultado do crescimento. Em muitas se-
mentes, observa-se inicia]mente‘a protusao da radicula (BROWN,
1972) .

Em certos casos,\uma semente. viavel pode nao
germinar. Os fatores que regulam o processo de germinagao sao
chamados de agentes de germinacgao. Uma semente esta quiescente
quando nao sao fornecidos a ela os agentes necessarios para
que se desencadeiem os procéssos metabolicos que culminam com
a germinagao. Uma semente quiescente germinara quando submeti-
da a condig¢des favoraveis de umidade, temperatura e aeragao,fa
tores esses chamados de agentes nao especificos. Uma semente
dormente requer estimulos ambientais especificos, nem sempre

.

constantes, mas que determinam sua germinacao. Os mecanismos |
nibitorios mais comuns na dormencia de sementes incluem a im-
permeabilidade da casca, periodos de amadurecimento e fotoblas

tismo (sensibilidade 3 luz). A luz vermelha quebra a dorméncia

de sementes fotoblasticas porque induz niveis adequados de fi-



tocromo na forma'Fve, fitocromo vermelho extremo (JANN e AMEN,
1977) .

| 0 fotoblastismo de sementes ja havia sido veri-
ficado ha muito tempé, embora suas bases fisioldgicas fossem
desconhecidas. Em 1860, Caspary (SMITH,.1975) observara que se
mentes de BullZarda aquatica nao germinavam na auséncia de
luz.

Ainda no fim do século XIX e infcio do século
XX haQia evidencias de que a luz branca afetaya a germinagao
de dois modos: estimulando a germinagao de certas sementes e |
nibindo a de outras. 0 fato da luz branca afetar a germinacgao
de sementes levou a diversos experimentos, usando-se diferen-
tes eSpectros.luminosos. Comprimentes de onda abaixo de 290 nm
inibiam a germinacao de todas as sementes testadas.-Comprimen-
tos de onda entre 290 nm a 400 nm n3o apresentavam efeitos ni-
tidos sobre a_germinagSO. Entre 560 nm e 700 nm e especialmeh-
te luz.vermelha, observou-se promocao da germinagéo‘ (MAYER e
POLJAKOFF-MAYBER, 1975) .

SSQ chamadas sementes fotoblasticas positivas
as que germinam.na presenca de luz e fotoblasticas negativas
as que germiaam ﬁa auséncia de luz.

FLINT e MCALLISTER (1935, 1937) usando sementes
fotoblasticas positivas de alface, constataram que a promogao
de germinacgao ocorria emkluz vermelha com um pico a 670 nm e
que a inibigao maxima ocorria no vermelho extremo com um pico
a 760 nm. | ‘

WAREING e BLACK (1957, 1958) e EVENARI, NEUMAN
e STEIN (1957) mostraram que a luz azul poderia inibir a germi

nacdo, mas sob certas condigdes a luz azul poderia também esti-



mular.

BORTHWICK et al (1952) mostraram que sementes
de alface cuja germinagao havia sido estimulada pela luz verme
~1ha poderfam ser fnibidas pela subsequente iluminacao com ver-
melho extremo.

0 fitocromo, pigmento responsavel pelas respos-
tas fotobléstfcas em sementeé,existe em duas fofmas'fotoconvei
siveis: fitocromo vermelho (Fv) e fitocromo vermelho e*tremo
(Fve): A forma ativa € o Fvé, ou seja, quando sementes sao em-
bebidas sob luz vermelha, a 660 nm, o fitocromo qﬁe se achava
na forma inativa Fv se converte para a forma ativa Fve determi
nando a germinagao. Sob agao do vermelho extremo (730 nm) o fi
tocromo que estava na forma ativa Fve se converte a forma ina-
tiva Fv.

A alternancia detexposigéo a luz vermelha ou ao
vermelho extremo vai induzir promocao ou inibicao da germina-
cao sendo que a resposta final € deterhinada pela Ultima expo-
sicao éu seja, luz vermelha na Gltima exposigcao promove a ger-
minang e vermelho extremo inibe. Na verdade, para se afirmar

que determinado fendomeno esta sob a acao do fitocromo, € preci

so mostrar a reversao vermelho-vermeiho extremo. Va-
rios autores mostraram essas respostas em sementes de varias
espécies como tomate e pepino (YANIV, MANCINELLI e SMITH,

1967), Rumexz obtusifolius (ISIKAWA e FUJIL, 1961; VICENTE, EN-
GELHARDT e SILBERSCHﬁle, 1962) e Cuoumis anguria (NORONHA, VI
CENTE e SILBERSCHMIDT, 1971; NORONHA, VICENTE e FELIPPE, 1978).

Sementes fotobfésticas posftivas quando secas,

apresentam um certo nivel de fitocromc na forma Fv. Fv nao po-



de ser revertido a Fve na semente desidratada e por esse moti-
vo € necessario um periodo de embebigcao que torne a semente
i i a j F;EaségAtou 3 conls

mais sensivel a luz, ou seja, a reversao de Fv a Fve
(KENDRICK, 1976). Ha algumas evidéncias para a sintese de fito
cromo em sementes. Em Amaranthus, KENDRICK e FRANKLAND (1968)

, p——
observaram duas fases no aumento do fitocromo em sementes embe

. o . ; . - .

bidas a 25°C. A primeira ocorre entre a oitava e a decima hora
e € seguida de uma. fase de lateéncia ap6s a qual ocorre um
grande aumento no nivel de fitocromo, culminando com a germina

¢ao. A primeira fase € uma fase de reidratacao do fitocromo ja

. - . ~ .
existente e a segunda fase € devido a sintese de fitocromo.

Stevia rebaudiana Bertoni € uma composta origina
ria do Nordeste do Paraguai (BERTONI, 18399; BERTONI, 1918). No
Brasi}, essa planta foi encontrada no atual Estado do Mato
Grssso do Sul, em Ponta Pora, na divisa com o Paraguai (SCHME-
LING, 1967).

Suas folhas possuem sabor marcadamente docé, fa
to esse ja ha muito conhecido pelos indfgénas do Paraguai, que
a chamam, em guaréni, de ca-a-jhei ou ca-a-yupi (THOMAS, 1937)
ou de kaa-he (FLETCHER, 1955), que quer dizer efva doce. Esses
indfgenas'utifizam folhas secas e segmentos de caule de Stevia
para adogar bebidas (BERTONI, 1899; THOMAS, 1937; FLETCHER ,
1955; BRUCHER, 1974). Mulheres indigenas tambeém utilizam infu-
soes de folhas dessa planta para fins anticoncepcionais (PLA-
NAS e KUC, 1968; BRUCHER, 1974; AKASHI e YOKOYAMA, 1975).

Em 1900, REBAUDI referiu-se & existéncia de uma
substancia doce, extraida das folhas de Stevia, que declarou

ser um glucosideo, a glicirrizina (BERTON!, 1918; BRIDEL e LA-



VIEILLE, 1931a, b; BRUCHER, 1971).

Inicialmente, Bertoni classificou a planta como

Eupatorium rebaudianum (BRIDEL e LAVIEILLE, 1931a, c, d; ROBIN
SON, 1930). |

Na Europa, a planta foi mencionada pela primei-
ra vez no Kew Bulletin (GOSLING, 1901). Examinando o material
fornecido por Gosling, os cientistas de Kew, baseando-se nas
carac;erfsticas florais da planta, acreditaram que ela fosse u
ma Stevia e nao um Eupatofium.'Em 1905, ao publicar uma tfadg
" ¢3o dos trabalhos de Rebaudi, Bertoni transferiu a planta ~ do
généro Eupatorium para o género Stevia (FELIPPE, 1977a).

0 esteviosideo, um glucosideo 300 vezes mais do
ce que a sacarose € a substancia encontrada em Stevia rebaudia
na, que lhe confere o sabor doce (BRIDEL e LAVIEILLE, j931a,
b, ¢, d).

- Pelo fato das folhas de Stevia rebaudiana apre-
sentarem grandes quantidades de esteviosideo, cerca de 7  por
cento do peso seco das mesmas (BRIDEL e LAVIEILLE, I931a),essa
planta passou a ter gfande interesse economicosvisto que o es-
teviosideo podera ser utilizado como adogante desprovido de va
lor calorico (POMARET e LAVIEILLE, 1931). Uma vez que os ci-
clamatos foram proibidos e a sacarina podera ser retirada do
mercado (COHEN, 1978) mais uma vez o esteviosideo torna-se uma
op¢ao na substituigio desses adogantes sintétiéos.

Como o esteviosideo possui poder adogante extre
mamente alto e nido & fermentavel pelo organismo humanc (BERTO-
NT, 1918; THOMAS, f937; POMARET e LAVIEILLE, 1934) isso o tor-

na vantajoso com relagao ao aglcar comum e aos adogantes sinte
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ticos. E um adogante em potencial para as industrias de alimen
tos. -

0 interesse industrial pelo esteviosideo € o fa
tor que tem estimulado o cultivo de Stevia rebaudiana no Ja-
pao, Coréia do Sul e mesmo em algﬁmas regices do Brasil (FELIP
PE, 1977b; FELIPPE, 1978).

No Japao foram reaiizadas varias pesquisas 6nde
o esteviosideo foi ministrado a ratos e foi mostrado que esse
glucogfdeo nao € toxico e nao apresenta propriedades anticon-
cepcionais (AKASHI e YOKOYAMA, 1975a, b; KATO, 1975). Assim,
neése pais ja ha préduggo comercial pela Toyo Menka Larisha
Co. (PARKER, 1978) e ha varios trabalhos que especulam sobre a
possivel utilizac3do industrial como substituto do aglcar e sa-

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

ESTUDOS BIOQUIMICOS EM STEVIA REBAUDIANA

0s estudos bioquimicos em Stevia rebaudiana ti-
veram inicio com Rebaudi, em 1900, quando este menciona um glu
cosideo, nas folhas de Stevia, que chamou de glicirrizina (BER
TONI, 1918; BRIDEL e LAVIEILLE, 1931a, b; BRUCHER, 1974).

Em 1908, RASENACK cristalizou uma substancia de
sabor doce, das folhas de Stevia. Essa substancia era solivel
em agua, alcool etilico e dificilmente solivel em acetona ou
adlcool metilico.

DlETERiCH (1909) isolou duas substancias doces
de folhas e ﬁau]es de Stevia rebdudiéna, que chamou de eupato-

rine e rebaudine. Eupatorine era 150 vezes mais doce que a sa-



carose e solldvel em etanol, enquanto que rebaudine era 180 ve-

zes mais doce que a sacarose e insolﬁvel em etanol,

| A resolugao do problema a respeito da substan-
cia.doce presente em Stevia rebaudiarna coube, entretanto, a
BRIDEL e LAVIEILLE (1931a) que conseguiram cristalizar o este-
viosTdeo por meio de extragao alco6lica-aquosa de folhas. Eles
obtiveram 60 a 65 g desse glucpsfdeo por Kg de folhas secas de
Stevia, que correspondem a 7 por cento do peso seco das mes -~
mas”_Verificaram que essa substancia tinha sabor doce quando
em pequenas doses, mas que se tornava amargo quando em grandes
‘doses. 0 ponto de fusao dessa substancia foi estabelecido en-
tre 238-239°C. Essa substancia era soliivel em etanol, metanol
e .agua, porém insollvel em eter de petréleo e cloroformio. Es-
teviosideo era a substancia que DIETERICH (1909) chamava de eu
patorine e rebaudine era constifufda de uma mistura de estevio
sideo e substancias organicas e inorganicas.

o Por meio de hidrolise com_écido sulfuarico 5 por
cento a 100°C, durante tres horas,BRIDEL e LAVIEILLE (1931a,
e) obtiveram uma fragao glucosidica e outra ndo glucosidica. A
aglucona € o isosteviol. A fragao glucosidica apresenta apenas
D-glicose. 40,38 por cento constituim-se de fragao nao glucidi
ca e 67,08 por cento de glucidica. A hidrélise de esteviosideo
é possivel também por via enzimatica utilizando-se suco de he-
patopancreas de Helix pomatia, o que foi verificado pelos mes-
mos autores. Entretaﬁto, a hidrélise enzimatica apresentou uma
diferenga quando comparada a hidrolise Gcida. Na primeira, ob-
teve-se uma fracdo n3o glucidica denominada de esteviol e uma

fracao glucidica. Na segunda, a fragao nao glucidica foi deno-



minada de isosteviol (BRIDEL e LAVIEILLE, 193]6; woobD ef al,
1955), uma vez que esse tratamento provocou uma isomerizagao
do esteviol a isosteviol. Os autores definiram_a formula do es
teviol como sendo C20H3003 e a do esteviosideo como sendo
c38H60018‘ A molécula do esteviosideo seria constituida por u-
ma molécula de estevioT ligada a tres moléculas de glucose.

Em 1931, a moftevprematura de Bridel pos fim a
fase inicial de pesquisas bioquimicas sobre o esteviosideo,que
somente foram retomadas na década de 1950 pelo “National Insti
tute of Arthritis and Metabolic Discases', em Bethesda,
Maryland. Na época, interesses médicos a respeito de substan-
cias antiartriticas incluiram estudos em Stevia rebaadiana,com
o intuito de uma possivel aplicacao de substancias extraiveis
dessa planta para fins terapéuticos (FLETCHER, 1955). Dos estu
~dos liderados por Fletcher, concluiu-se que o esteviosideo nao
apresentava propriedades antiartriticas, mas avancaram os co-
nhecimentos a respeito da estrutura quimica da substancia (ANQ
NiMO, 1956).

Apenas em 1963, a estrutura quimica do estevio-
sideo pode ser cohpletamente elucidada. Ficou constatado que o
esteviol, aglucona do esteviosideo, € um diterpeno tetracicli-
co dcido (MOSETTIG e NESS, 1955; W0OD et al, 1955; WOOD e FLET
CHER, 1956; VIS e FLETCHER, 1956; DJERASSI, RINIKER e RINIKER,
1956; . DOLDER. et al., 1960; DJERASSI et al, 1961; ARYA, 1962;
WATERS, BECKER e MOSETTIG, 1962; MOSETTIG et al, 1963) .

Quanto & ligagao das unidades de‘glucose a aglu
cona de esteviosideo, verificou-se que duas unidades ligam=-se

entre si, por ligagdo tipo C-2, rara na natureza, e ao oxige-



nio da aglucona, pelo carbono 1 de uma das unidades de g]ucg
se. A terceira unidade de glucose 1liga-se pelo carbono 1 ao
grupo.carboxflico da aglucona.

A Stevia rebaudiana apresenta outros glucosi-
deos de esteviol: esteviolbiosideo, rebaudiosideo A (2 por cen
to do peso seco) rebaudiosideo B (0,07 por cento do peso seco)

e dulcosideo A e B, 30 vezes mais doce que a sacarose (SAKAMO-

TO et al., 1975; KOHDA et al., 19765 YAMASAKI et al., 1976; KO
BAYASHI et al., 1977). 0 que difere esses glucosideos do este-

viosideo sao as ligagoes dos aglcares ao esteviol e a natureza

‘quimica dos acglicares que se ligam a aglucona.
PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO ESTEVIOSIDEO

Em 1915, KOBERT étribuiu propriedades hemoliti-
cas ao esteviosideo aplicado a globulos sanguineos humancs. En
tretanto, essas propriedades foram desacreditadas por POMARET
e LAVIEILLE (1931) que acreditavam que tal efeito fosse causa-
do por impurezas presentes no esteviosideo, o que evidenciava
a existéncié-de outras substancias nas folhas de Stevzia, que
seriam responséveis pelo poder de hemolise.

A toxicidade do esteviosideo foi verificada tam
bém por esses autores que ministraram doses de esteviosideo a
cobaias, coelhos e galinhas. Em nenhum desses animais; o este-
viosideo causou distlirbios orgadnicos, constatando-se auséncia
de toxicidade. Esses mesmos autores alegam que um homem de 60
quilos pode ingerir sem problemas 144 ¢ de esteviosideo em 48

horas. Essas evidéncias indicam que o esteviosideo podera ser



10

utilizado por pessoas portadoras de diabetes sacarino, uma vei
que o poder hipoglicemiante de Stevia rebaudiané tem sido veri
ficado em caes e coelhos (SHMELING, 1967; SCHMELING, CARVALHO
; ESPINOSA, 1976). POMARET e LAVIEILLE (1931), ja haviam mos-
trado que o esteviosideo ingerido nao era hidrolisado no orga-
nismo, sendo eliminado como tal e dessa forma nao tem valor e-
_nergeéetico.

AKASH! e YOKOYAMA (1975) mostraram certa.toxicl
dade éausada pelo esteviosideo. Esses autores ministraram a ra
tos, extratos de folhas de Stevia, por sonda estomacal. Os ani
mais apresentaram sintomas de paralisia, seguidos de morte, a-
pés ‘duas horas. Quando, porém, se aplicou esteviosideo puro,
os animalis apresentaram certa dificuldade em se locomover, mas
se recdperaram. 0 po de folhas de Stevia poderia apresentar e-
feitos deletérios ao organismo humano (FELIPPE, 1977a).

Infusao de folhas de Stevia &€ usada pelas mulhe
res indfgenas do Paraguai, como anticoncepcional (PLANAS e
KUC, 1968; BRUCHER, 1974; AKASHI e YOKOYAMA, 1975).

Nos trabalhos realizados por PLANAS e KuC
(1968) observa-sé'que o cha de folhas de Stevia, tal qual & u-
sado pélas mulheres indfgenas do Paraguai, reduziu em 80 por
cento a fertilidade de ratas. N3ao se observou efeitos secunda-
rios nas ratas e descendentes. 0Os autores acreditam que nao €
o esteviosideo, a substancia anticoncepcional, mas sim outra

substancia presente nas folhas de Stevza.
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PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO ESTEVIOL

0 esteviol{ aglucona do esteviosideo, € um di-
terpeno tetraciclico muito semelhante &s giberelinas, de modo
que poderia atuar como as mesmas (FELIPPE, 1977a). 0 esteviol
estimulou o créscimento de mutantes.de milho an3do d-5 (RUDDAT,
LANG e MOSETTIG, 1963; NITSCH e NITSCH, 1965) an-1 (KATSUMI et
al., 1964) que € promovido especificamente por giberelinas; A-
preseﬁtou o mesmo efeito das giberelinas promovendo a sintese
da alfa-amilase, provocando a hidrélise do endosperma de ceva-
‘da (0GAWA, 1975).

VALIO e ROCHA (1976) mostraram que o esteviol a
tua como acido giberélico promovendo o alongamento do hipocoti
lo de bepino e crescimento de feijao e ervilha. Entretanto, o
esteviol nao teve efeito em tes£es de alongamento de mutantes
d-1 e d-2 de Zea mays, sensiveis a giberelinas, bem como ém
plantulas de arroz, hipocotilo de pepino, ervilha ana e plantu
la de ipoméia (KATSUM! et al., 1964). )

0 esteviol nao teve efeito em induzir o escapo
floral e a floragao em Kalonchde gastonis-bonnieri, partenocar
pia e alongamento de caule em Stevia rebaudiana (VALIO e ROCHA,
1976) . |

Quanto a forma quimica, o esteviol &€ muito seme
lhante ao caureno, um dos intermedidrios da biossintese de gi-
berelinas. Para que os compostos derivados do caureno atuem
biologicamente como giberelinas é imprescindivel a ligacgao et

lenica exociclica (CHZ) do sistema de quatro anéis desses diter

penoides. Se houver substituigao desse grupo por outro, no a-
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nel D, o composto torna-se biologicémente inativo (KATSUMI et
al., 1364). 0 isosteviol, provavelmente, por nao apresentar es’
se tipo de ligacgdo etilénica C16 - C17, no anel D, & biologice
mente inativo (RUDDAT et al., 1963).

Devido & semelhanca estrutural entre caureno e
estevibl, sugeriu-se que este pudesse ser convertido em gibere
linas quando aplicado a mutantes d-5 e an=-1 de milho (KATSUMI
et alf, 196L4) . Enfase foi dada quanto a esse aspecto. Conse-
guiu-se avincorporagéo de DL-Mevalonato de sodio Z-IAC em es-
teviol (HANSON e WHITE, 1968). Também foi mostrado que caureno

(BENNET, LIEBER e HEFTMANN, 1967; HANSON e WHITE, 1968) e aci-
do caurendico (HANSON e WHIfE, 1968) podem agir como precurso-
res de esteviol em Stevia. A sintese de esteviol e impedida pe
lo AM6-1618 (cloreto de 4-hidroxi-5-isopropil-2-metil-fenil-
trimetil-amonio-carboxilato de l-piperidina), um inibidor da
biossintese de giberelinas que atué impedindo a ciclizagao ao
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e, portanto, a formacgao do
caureno (DENNIS, UPPER e WEST, 1965; BARNES, LIGHT e LANG,
1969). 0 CCC (Cloreto de 2-cloroetil-trimetil-amdénio) causou e
feito semelhante; essa substancia impede a transformacao de
transgeranilgeranil pirofosfato a copalil pirofosfato (SCHECH-
TER e WEST, 1969) e portanto, impede a sintese de caureno.

ROCHA (1975) mostrou uma diminuicao dc conteudo
de esteviol.em apices de blantas de Stevia rebaudiana tratadas
com CCC. RUDDAT et al (1968), trataram mutantes de milho d-5
e d-1 com esteviol e observaram um aumento de giberelinas endé
genas nestas plantas. Esses resultados sao mais uma evidencia

de que o esteviol & convertido em substancia de atividade gibe
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relinica.
Estudou-se a via biossintética do esteviol, a-

plicando-se a folhas de Stevia, precursores marcados com ]hC

14

=

(acetato Z-IAC,Vécido meyaIGniéo—Z— C,Vcaureno-l7-]hc, acido
caurenéico-7—3H) e ficou estabelecido que nessa planta, a bios
sintese do esteviol ocorre a partir do acetato, acido mevaloni
co, caureno e acido caurenéiﬁo, ou seja, por meio do mesmo ca-
minho biossintético das giberelinas (RUDDAT et al., 1965; BEN-
NET et al., 1967; HANSON e WHITE, 1968).

0s estudos para elucidar a via biossintética do
esteviol tém sido conduzidos também em linhagens de fungos.

A ifnhagem Bl - 4la de Gibberella fujikuroi a-
presenta um bloqueio metabolico entre caurenol e acido caure-
néico,'bloqueio esse que pode ser superado fornecendo-se este-
viol que é metabolizado a GAI’ éA|8’ GA]9, GA20 e 13«hidroxi
GAIZ’ que aparecem também em plantas'superiores (BEARDER et
al., 1975; BEARDER et al., 1976; HEDDEN et al., 1978). Obser-
va-se que em fungos, o esteviol € convertido a substancias que
apresentam atividade giberelinica.

Em Stevia rebaudiana, entretanto, o esteviol
nio atua como giberelina, podendo até inibir o crescimento des
sa planta como foi verificado por VALIO e ROCHA (1976).

HEDDEN et al (1978) sugerem que, uma vez que O
aparecimento de esteyiol parece estar restrito a Stevia rebau-
diana, é possivel que nessa planta, a sua sintese seja apenas
um caminho alternativo para a sintese de giberelinas ou um fa-'

mo terminal, sem ter relacdo com a posterior biossintese de gi

berelinas.
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ESTUDOS FISIOLOGICOS EM STEVIA REBAUDIANA

Muito ja se fez a respeito da bioquimica do es-
" teviosideo e do esteviol, bem como a respeito das propriedades
bioloégicas dos mesmos.

Do ponto de vista fisioldogico, as pesquisas co-
mecaram a se desenvolver a partir da década de;1970. Antes,
pouco se sabia a (espeito da fisiologia de Stevia rebaudiana.

| Estudos a respeito da floracao de Stevia rebau-
diana foram feitos por VALIO e ROCHA (1977) com plantas trazi-
"das do Paraguai, cultivadas no Instituto de Botanica do Estado
de Sao Paulo, na década de 1960. Séus resultados mostraram que
é planta de‘dias curtos para a floragao, com fotoperfodo criti
co entre 13 e 14 horas (VALIO e ROCHA, 1977).

ZAIDAN, DIETRICH.e FELIPPE (1980) “trabalhando
com plantas de Stevia recém introduzidas do Paréguai, observa-
ram qﬁe essas plantas poderiam ser agrupadas em tres grupos
distintos quanto ao seu comportamento a variagao fotoperiodi
ca: grupo A - floragao ocorre apenas em fotoperiodos de 8, 10
ou 12 horas; grupo B - floragao ocorre apenas em fotoperiodos
de 10 ou 12 horas; grupo C - floragao ocorre em fotoperiodos
de 8, 10, 12 e 14 horas.

A planta esta madura para a indugao floral a
partif do estigio de quatro pares de folhas (VALIO e ROCHA,
1977). CCC inibiu o Epescimento de plantas de Stevia rebaudia-
na, crescimento esse acelerado por GA3, que também reverteu o
efeito inibidor do CCC. 0 esteviol exdgeno inibiu o crescimen-

to de plantas de Stevia rebaudiana (VAL10 e ROCHA, 1976) . 0



conteudo de esteviosideo em folhas foi reduzido por tratamento
com CCC (ROCHA, 1975). Em apices, ROCHA (1975) encontrou uma
substancia com atividade gjberelfﬁica, cujo nivel foi reduzido
por tratamento com CCC. GA3 induziu partenocarpia, enquanto
que CCC e esteviol foram inefetivos (VAL!O e ROCHA, 1976).

METIVIER e VIANA (1979a) realizaram uma série
de tr=h=thos a respeito do contelddo de esteviosideo, aglicares
totais e prote?na,.em folhas de Stevia, submetida a dois foto-
perfo&os diferentes.

Condigoes de dias longos aumentam o comprimento
do entreno, a area foliar e o pego seco e reduzem o intervalo
entre o aparecimento dos sucessivos pares foliares em relacao
a condicoes de dias curtos. Em condigoes de'dias longos, o con
teddo de aglicares solliveis totais e proteinas aumentou, em ter

mos relativos e absolutos, bem como a sintese de esteviol, que
aumentou em 45 por cento (METIVIER e VIANA, 1979a).

Usando métodos diferentes de extracao e dosagem
de esteviosideo, tanto METIVIER e VIANA (1979a, b) como ZAIDAN
et al (1980) mostraram que dias longos aumentam o conteudo de
esteviosideo.

Observou-se que o peso seco da folha e os ni~-
veis de aglcares soliveis e proteinas mostram um desenvolvimen
to em duas fases, durante o crescimento da folha, em Stevia re
baudiana. 0 grande aumento inicial no tamanho da folha foi de-
vido, principalmente, ao aumento de. agua. 0 aumento no conted-
do de proteina absoluta foi inicialmente lento, mas rapido na
segunda fase, concomitantemente ao aumento em peso seco e no

conteldo de aglicar soluvel. Em termos relativos, entretanto, a



concentragao de aglcares livres diminuiu, conforme a folha
cresceu. 0Os resultados indicam que a sintese de proteinas nas
folhaé, provavelmente seja dependente de um suprimento de car-
bono proveniente da fotossintese (VIANA e METIVIER, 1979).

ZAIDAN et al (1980) observaram que o esteviosi-
deo ocorre apenas nas porgoes aéreas de plantas de Stevia e es
t5 ausente no sistema radicular.

Jimenez em 1917 (in ANONIMO, 1920) dizia que em
gerallos frutos de Stevia eram estéreis. FLETCHER (1955) read-
mitiu essa afirmagao, o que foi novamente confirmado em 1956
(ANONIMO) . |

0s primeiros estﬁdos a respeito da germinacao
de‘Steqia rebaudiana foram feitos por FELIPPE et al (1971) e
FELIPPE e LUCAS (1971). Stevia rebaudiana apresenta dois, tipos

de frutos nitidamente distinguiveis a olho nu: frutos escuros

e frutos claros. 0s frutos claros s3ao estéreis. Apenas 40 por

cento dos frutos escuros a 25 C em luz

constante (FELIPPE et al., 1971). Utilizando o teste do tetra-
zolio, FELIPPE e_LUCAS (1971) mostraram que cerca de 50 por
cento dos frutos escuros de Stevia eram férteis, sendo que es-
ses resultados eram compatheis com os testes de germinacao em
luz constante. Verificou-se, também, que os frutos de Stevia e
ram viaveis somente até o oitavd més apos a coleta (FELIPPE e
LUCAS, 1971). ROCHA (1975) mostrou que a porcehtagem de frutos
ciaros produzidos pelas plantas por ela estudadas foi de 78
por cento.

MONTEIRO (1980) mostrou que em Stevia rebaudia-

na a polinizagao € cruzada e tres tipos de aquenios podem ser
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formados: a) aquénio claro estéril: nao ocorre a polinizacgao,
ndo hd portanto embrido; b) aquénio escuro fertil: em que ela
ocorre e ha fecundagao da oosfera, havendo a formagao de um em
brido normal; ¢) aquénio escuro estéril: ocorre a polinizagao,
ha o desenvolvimento do tubo polinico, porém este tem seu cres
cimento interrompido antes de atingir a oosfera (possivelmente
por uma incompatibilidade espordfftica); a parede do aquenio
(peri;arpo) fica com a cor escura, mas o aquénio nao possui em
brido. FELIPPE et al. (1971) constataram que a germinagao era
maior em luz constante e se completava ao redor do décimo quar
to dia, enquanto que no escuro,'a porcentagem de germinacao e-
ra bastante baixa. Os frutos de Stevia, sdo portanto, fotoblds
ticos positivos (FELIPPE, 1977a). Verificou~se que havia certa
variagao na porcentagem de germinagao em luz constante, que es
tava na faixa dos 30 a 60 por cento (FELIPPE et al., 1971). Al-
.gumas plantulas germfnadas em placas de Petrf apresentaram ra-
diculas atrofiadas. lsto poderia ocorrer devido a um ipibidor
presente nos frutos'considerados férteis. A fim de verificar a
‘validade dessa hipétesex fELlPPE et al. (1971) fizeram biotes-
tes com extratos de égggggaionsiderados ferteis e verificaram
que havia um inibidér de crescimento de radfcula de alface nas
regioes entre os Rfs 0,80 e 0,90 no sistema.de solventes por e
les utilizados. Esse inibidor poderia ser o responsavel pelo a
parecimento de plantulas de Stevia, com radicula atrofiada. A-
ventou-se a hipotese de que o inibidor do crescimento de radi-
‘cula pudesse ser o esteviosideo (FELIPPE e LUCAS, 1971).

Dois sao os objetivos principais deste traba-

lho: a) verificar em detalhe a germinagao de Stevia, estudando
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quais os fatores que a afetam, de modo a se estabelecer as con
‘digoes otimas para a germinagao; b) verificar se os aquenios
(claros e escuros) possuem esteviosideo como também dar uma i-.
déia de quais substancias de crescimento existem nesses aqué-

nios.



MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Aquénios de Stevia rebaudiana Bert. foram obti-
dos a partir de plantas cultiyadas'na Universidade Estadual de
Campinas ou fornecidos pelo Instituto de Botdnica da Secreta-
ria dé Agricultura do Estado de Sao Paulo. As amostras eram u-

tilizadas até seis meses de idade

to—em—que—foi—tes g
gérRrERaTaT) |

Em alguns experimentos foram também wutilizadas
Lactuca sativa L. cv. Crespa de Picar, Rumex obtusifolius L.,

Cucumis anguria L. e Cucumis melo L.
METODOS

A. Germinagao

O0s aquénios de Stevia rebaudiana podém ser sepa
rados em claros e escuros a olho nu. Aquénios claros nao pos-
suem embriao e sao, portanto, estéreis. S6 ha germinagao de a-
quénios escuros (FELIPPE et al. l97l).a0$vaquénios escuros fo-
ram separados um a uh, sendo levemente pressionados com uma
‘pinga. Eram selecionados apenas os mais rijos e consistentes.

0s aquenios selecionados para os experimentos

foram esterilizados de acordo com as seguintes etapas:
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- lavagem rapida em solugcao de detergente.

-~ lavagem em agua corrente.

- imersao em solugao de hipoclorido de sédio 4%, durante 30 mi
nutos. |

- lévagem em agua destilada corrente durante 5 minutos.

- imersao em agua destilada durante 60 minutos.

- secagem em papel de filtro.

Par; cada tratamento, sempre se utilizaram duas
placa; de Petri, de 9 cm de diametro, com 50 aquénios por pla-
ca. As placas eram revestidas com uma folha de papel de filtro
qualitativo (Klabin) e esterilizadas a 100°C durante 60 minu-
tos. O0s aquenios foram embebidos cdm 5 ml de agua destilada ou
da solugao a ser testada.

O0s experimentos de germinacao foram realizados
em camara de crescimento "Fbrma'Scientific“, com temperatura
controlada de ZSOC, a nao ser quéndo o efeito de temperatura e
ra testado.

Na germinacao em luz branca constante eram uti-
lizadas duas lampadas fluorescentes de 15 W e intensidade de
3,6 uW/cmz.nm.

Os experimentos de escuro constante foram reali
zados colocando-se asvplacas de Petri dentro de tres sacos
plasticos pretos. Previamente foi testada a germinagao no escu
ro constante dentro aos sacos pretos e sem os sacos pretos,nas
camaras. Nao houve diferenga na germinagao entre esses doistri
tamentos.

Testes de Qerminagéo sob luz branca constante e
escuro constante foram realizados como controle para a maioria

dos experimentos.



. Geralmente fizeram-se tres a quatro contagens-
de germinacao, a cada dois ou tres dias.
| 0 efeito de luzes monocromaticas também foi ve-
rificaao.

. . A Shr S

s comprimentos de onda desejados foram obtidos
a partir de lampadas fluorescentes e incandescentes e filtros
feitos de papel celofane colorido, ajustando-se a intensidade
ao redor de 1,2 uW/cmZ.nm, por meio de um espectro- radidmetro
ISCO,‘modelo SR (Figura 1).

A luz azul, com pico a 450 nm, foi obtida com
uma !3mpada fluorescente azul (Westinghouse) de 15 W e filtro
formado por uma folha de papel! celofane azul. A luz verde; com
pico a 525 nm foi conseguida com lampada fluorescente | verde
(Generél Eletric) de 20 W e filtro formado por uma folha de pa
‘pel- celofane verde. Luz vermelhé, com pico a 650 nm foi obtida
a paftir de uma lampada vermelha (Westinghouse) de 15 W. 0 véL
melho extremo, com pico a 730 nm foi obtido a partir de uma
lampada incandescente de 25 W (General Eletric) e filtrolformi
do por duas folhas de papel celéfane vermelho e tres folhas de
papel celofane azul. As contagens dos experimentos mantidos em
escuro constante, ou sob os diferentes comprimentos de onda fo
ram feitas sob luz verde de seguranga, cujo espectro apresenta
um pico a 525 nm e intensidade de 0,02 uW/cmz.nm (Figura 1).

0 efeito de choques de vermelho (de curta ou
.longa duragao) também foi estudado.

Em um determinado experimento, os aquenios fo-
ram embebidos por 72 horas sob luz vermelha e a seguir foram

transferidos para o escuro constante.



Figura 1. Espectros luminosos utilizados nos

germinacgao.
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Em outros experimentos, os aquenios embebidos
no escuro constante por 24 e 48 horas receberam choques de ver
melhb com duragao de 24 horas (choques longos). Apds os cho-
ques, os aquenios retornaram ao escuro, onde permaneceram até
o final do experimento. |

Aquénios embebidos também por 48 horas no escu-

ro constante eram transferidos para camara iluminada por lampa
da vermelha, onde recebiam choques de 60, 180 e 300 minutos
(choques curtos). Apds os choques, retornaram para o escuro

constante.

A reversao do vermelho pelo vermelho extremo
foi estudada.

Aquenios que recebiam choques curtos de verme-
lho de 60 minutos (apds 48 horas de embebigao no escuro) fo-
ram tratados com choques curtos de vermelho extremo, de 60,
180 e 300 minutos de duragao. Apds osrchoques de vermelho ex-
tremo retornaram para o escuro constante.

Aquénios também foram embebidos sob vermelho ex
tremo, durante 72 horas e a seguir transferidos para camara i-
luminada com luz branca, onde permaneciam até o final do expe-
rimento. Em um outro experimento, os aquénios foram embebidos
sob luz branca duranfe 72 horas e a seguir transferidos para
camara iluminada com vermelho extremo, ondé ficaram até o fi-
nal do experimento.

A reversao do vermelho pelo azul tambem foi ve-
rificada.

Aquenios que recebiam choques curtos de luz ver

melha, de 60 minutos de duragido, apoés 48 horas de embebicao no
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escuro, foram expostos a luz azul por 60 e 180 minutos e a se-
guir retornaram para o escuro, onde ficavam até o final do ex-
perimento. Em todos os expgrimentds de choques de luz, a trans
ferencia de aquenios de uma camara para outra, foi feita man-
tendo-se a sala totalmente no escuro.

No que diz respeito ao efeito de temperaturas,
testaram-se temperaturas constantés de 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 e BOOC com aquénios mantidos em luz branca constante e escu
ro constante.

Verificou-se o efeito das seguintes alternan-
cias de temperatura na germinacao de Stevia mantida no escuro:
25 - 0%, 25 - 5%, 25 - 10%, 25 - 15%, 25 - 20%C, 25 - 30°%
e 25 - 35°¢C. | ‘
| 0 controle das temperaturas dentro das camaras,
durante o decorrer desses exper%mentos foi feito por meio ~-de
um termometro digital marca Digitec tipo 581 c. Esse termome-
tro acusou uma alteragao diaria de % 1°¢ para cada temperatura
testada. Experimentalmente, verificou-sé o tempo de mudanca de
temperatura a partir da temperatura inicial basica de ZSOC.‘IE
to foi feito para as camaras de crescimento e placas de Petri
fechadas e forradas com papel de filtro umedecido, colocadas
dentro das camaras.

Para medidas das temperaturas dentro das cama-

ras e das placas de Petri utilizou-se o termometro digital
Digitec tfpo 581 ¢, com um termopar dentro da camara e outro
dentro da placa de Petri. A variacao da temperatura foi verifi

cada de minuto a minuto (FELIPPE, 1978; JOLY e FELIPPE, 1979),

confirmando os resultados desse autores.
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A Figura 2 mostra curvas de alternancia de tem-
peraturas dentro das camaras, determinada a cada minuto. Expli
citamente, as curvas de alternancia de temperaturas mostram o
periodo de tempo decorrido até que a camara atingisse a tempe-
ratura alternante desejada e retornasse a temperatura inicial.
Nessas camaras, o reldgio de alternancia de temperaturas foi
regulado para 12 horas de temperatura basica e 12 horas de tem
peratura altefnante, em ciclos de 24 horas. A Tabela 1 mostra
o0 tempo necessario para a camara atingir a temperatura alter
nante e retornar a temperatura basica. Assim, por exemplo, no
par de alternancias 25 - 20°C, ‘a camara leva 10 minutos pafa a
tingir a temperatura alternante e 15 minutog para retornar a
temperatura de ZSOC. Pela Talela 1, pode-se verificar que né
placa, o tempo decorrido ateé at?ngir a temperatura alternante
foi de 18 minutos.

A Figura 3 representa curvas de alternancia de
températura dentro das placas de Petri expostas a periodos de
temperaturas alternantes. Obviamente, como é mudanca de tempe-
ratura € gradual, .nunca se obteve um periodo de 12 horas de ex
posicao a cada temperatura alternanfe (Tabela 2). Assim, para
o par alternante de 25 - OQC, a placa permaneceu durante 10 ho
ras e 52 minutos na temperatura basica de 25%° e 10 horas e 8
minutos na temperatura alternante.

Denomina-se choque de temperatura ao perfodo
curto de tempo, durante o qual os aquénios permaneceram a uma
temperatura diferente da temperatura controle (25°C) . Nos expg
rimentos com choques de temperatura estas foram 0°¢cC e 45°c.

' R -~ . o)
Previamente, requlou-se uma camara de crescimento a 0°C e uma



Figura 2. Alternancia de temperatura nas camaras. A variacao
de temperatura foi verificada a cada minuto.

. Temperatura bisica de 25°C

@ 25 - 35%

0O 25 - 30%%
O 25 - 20%
@ 25 - 15%
O 25 - 10°%
& 25 - 5°C
Q 25 - 0%
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Tabela 1 - Alternancia de temperatura em um ciclo de 24 horas.

Temperatura basica de 25°C. Alterndncia regulada Pa

ra 12 horas.

'.Alternéncia de Tempo para atingir a Tempo para retornar
temperatura alternancia desejada a 25°C
°c - minutos minutos
Dentro "Dentro Dentro Dentro
da da -da da
camarfa placa camara placa
25 - 35 16 35 31 43
25 - 30 ' 11 17 17 51
25 - 20 10 18 | 15 | L7
25 - 15 20 35 19 46
25 - 10 33 . 62 21 69
25 - 5 45 87 30 76

25 - 0 61 112 39 68




Figura 3. Alternancia de temperatura dentro de placas de Petri
fechadas e forradas com papel de filtro umedecido. A
.variagéo da temperatura fol verificada a cada minuto. -
Temperatura basica de 25°¢.

25 - 35%%

25 - 30°

9 0 @ OO0
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Tabela 2 - Perfodo em que o interior da placa de Petri permane

~ ceu em uma determinada temperatufa.
Alternancia de Temperatura basica Temperatura alternante
temperatura : 25°% . horas
°c horas
25 - 35 10 h. e 17 min. 11 h. e 25 min.
25 - 30 11 h. e 9 min. 11 h. e 43 min.
25 - 20 _ 11 h. e 13 min. 11 h. e 42 min.
25 - 15 M h.elkmin. . 11 h.e 25 min.
25 - 10 10 h. e 51 min. 10 h. e 58 min.
25 - 5§ 10 h. e 44 min. 10 h. e 33 min.

25 -~ 0 10 h. e 52 min. 10 h. e 8 min.
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a 45°.

0s choques de femperatura foram realizados a--
pos diferentes periodos de embebig¢ao no escuro constante: 24,
L8 e 72 horas.

Na Figura 4 observam-se as curvas de alteracao
da temperatura, dentro das placas de Petri. Isso foi feito co-
locando-se placas de Petri até entado -mantidas a 25°C, dentro
das camaras ja reguladas na temperatura do choque. As placas ¢
ram-férradas com papel de filtro umedecido.

Mediu-se também a temperatura dos aquenios por
meio de termometria termoeletrica. Utilizou-se um multimetro,
ao qual se conecta Qm termopar composto por dois metais dife-
rentes, que desenvolvem diferencas de potencial eletrico, quan
do as jungoes acham-se em diferentes temperaturas. 0 multime-
tro mede a vdltagem desenvolvidé pelo termopar,

0 termopar utilizado foi o de cobre-constantaﬁ.
Esse termopar desenvolve a ségﬁinte relacao: a cada °C corres-
pondem quarenta microvolts (uV) de maneira que:

Temperatura medida = uV lido no aparelho

Lo

A temperatura de referencia foi °c.

0 aparelho utilizado nas medidas da voltagem de
senvolvida pelo termopar foi um multimetro digital/ marca. Hew
let-Packard, tipo 3465 B, com fundo de escala de 20 mV a
100 v - cc e sensibiiidade de 1 pV na menor faixa de ﬁedigéo.

| A Figura 5 mostra a mudanga de temperatura nos
aqﬁénios.

Em um choque de hSOC, os aquenios demoram 30 mi



Figura 4. Tempo decorrido para as placas de Petri atingirem as
temperaturas dos choques. A variagao da temperatura
foi verificada a cada minuto.

Temperatura basica deuZSOC
O 45°%

O 0%
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nutos para atingirem a temperatura do choque, a partir da tem-
peratura basica de 25°¢ (Figura 5). 0 tempo decorrido para os
aquenios atingirem 0°¢c foi de 20 minutos, também a partir da
temperatura basica de 25°C (Figura 5). Durante um choque de
temperatura, as placas foram transferidas para camaras ja cali
bradas para a temperatura do choque.

Nos choques de 0°c; que tiveram duracao de duas
horas, os aquénios permaneceram 20 minutos na camara, até atin
gir a'temperatura do choque e a seguir permaneceram durante
mais duas horas nesta temperatura, na camara. Concomitantemen-
te, fez-se um controle que permanecia na camara a 0°c durante
20 minutos, além dos controles mantidos a 25°C. Esse controle
foi feito para os tres periodos diferentes de embebigao no es-
curo.

O0s choques de 456C também tivéram duracao de
duas horas e nesse caso, os aquénios permaneceram durante 30
minutos na camara até que atingissem a temperatura do choque e
entao, por mais duas horas. Fez-se também o controle no qual
os équénios permaneéeram na camara por 30 minutos e a seguir

oC. Esse controle foi feito tam-

retornaram para a camara a 25
bém para os tres periodos de embebig¢ao no escuro. Controles
mantidos o tempo todo a 25°C também foram utilizadog.

As seguintes substancias e reguladores de cres-
cimento forém ensaiados na germinacao no escuro, de Stevia re-
baudiana,‘nés concentragoes abaixo citadas}

- acido giberelico, GA3 (Baker): 50 e 100 mg/1
- acido indol-3-acético, AIA (Sigma): 0,1; 1,0; 10,0; 25,0;

50,0 e fO0,0 mg/ 1.



Figura 5. Tempo decorrido para os aquénios‘de Stevia rebaudia-
na atingirem as temperaturas dos choques. A variacao
da temperatura foi verificada a cada minuto.
Temperatura basica de 25°C.

O 45°
0O 0%
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- 6-benzil adenina, 6BA (Sigma): 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e
100,0 mg/1. |

- acido 2-cloroetilfosf6nipo, etrel (Amchen): 5,0; 10,0 25,0;
50,0 e 100,0 mg/1.

d acido abscisico, ABA (Sigma) foi aplicado a
aquénios mantidos sob lﬁz branca constante, nas concentracoes
de 1,0 e 10,0 mg/1.

| Em um exper;mento preliminar verificou-se o e-
'feito da variacao do pH da solugao de embebigao na germinagao
de Stevia. Variou-se o pH da solugao de embebicgao usando-se al
gumas gotas de solugao diluidas de NaOH (0,1 M) e HC1 (0,1 M).
Os seguintes.pHs foram testados: 5;5 (controle de agua destila
da), 6,2; 4,2; 3,7 e 3,0. Ao final do experimento todas as so-
lugaés.apresentavam pH semelhante ao pH da agua destilada. Nao
houve diferenca estatisticament; siénificativa, a nivel de 5
por cento, entre germinacao de aquénios embebidos com solugoes
de embebig¢ao que apresentaram pHs variados (Tabéla 3) e o con-
trole.

Na Tabela 4 sao dados os valores de pH para él-
gumas cohcentragaes de substgﬁcias e reguladores de crescimen-
to utilizados, onde pode-se ver que a faixa de pH esté dentro

'da faixa de pH utilizado no experimento preliminar.

B. Clarificacao de aquénios de Stevia

Aquénios escuros previamente selecionados foram
separados em lotes de 100 ou 200 e foram clarificados. A clari

ficagdo foi feita pelo método de HERR (1971).

N



Tabela 3 - Efeito da variagao do pH da solucao de embebigao na
germinacao de Stevia em luz continua.

Dados em porcentagem de germinagao. F nao significa

tivo a 5%.
pH : ' Dias de germinacao pH ao final do-
: ’ : experimento
7 9 1

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

6,2 14,00 29,00 42,00 ‘ 6,0

L,2 29,00 43,00 51,00 5,5

3,7 18,00 34,00 38,00 5,5

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

*Controle - agua destilada.
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0 método consiste em passar os aquéenios, rapida
mente em bateria de alcool de concentragao crescente. Feito is
so,'diferencia-se o material em xilol, durante cinco minutos e
a seguir o material e transferido para o liquido diafanizador
por 2 a 4 horas.

0 liquido diafanizador de Herr consiste numa
mistura de hidrato de cloral, acido fénico, o6leo de cravo, aci
do lé;ico e xilol na proporcao de 2:2:2:2:1 (v/v).

| 0 material diafanizado foi entao dissecado sob
lupa binocular, os aquenios observados e verificada a presenca

ou ausencia de embrioes.

C. Efeito do esteviosideo em germinagao

Verificou-se o e%eito do esteviosideo na germi-
nacao de Iactuca sativa L ¢cv. Crespa de Picar,Rumex obtusifec~
lius L, Cucumis melo L, Cuoumis anguria L e Stevia rebaudiana
Bert.

0 esteviosideo utilizado nesses experimentos
foi cedido pelo ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos).

Para o preparo das solucces, o esteviosideo foi
dissolvido em etanél 100% e o volume completado com agua desti
lada. A relacao entre agua destilada e etanol foi de Loo: 1
v/v. Em todos os experimentos fez-se um controle onde se utili
zou essa relagao de Sgua destilada e etanol.

Usaram-se solucoes de esteviosideo nas concen-
tragdes: 5,05 10,0; 50,0 e 100,0 mg/1. .

A germinacao de Cucumis anguria foi realizada



Tabela 4 - pH de algumas concentragoes de substancias e regula

dores de crescimento testados.

Substancia Concentracgao pH
mg/ 1
50,00 4,5
AlA 20,00 _ : 5,0
10,00 5,6
GA3 o 100,00 ' 5,0
5,00 6,2
6BA
10,00 - 5,0
ABA 1,00 5,7

Etrel . 10,00 4,6
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sob escuro continuo, pois as sementes degsa‘espécie sao foto
blasticas negativas (NORONHA, VICENTE e SILBERSCHMIDT, 1971;
NORONHA, VICENTE e FELIPPE, 1976, 1978). As demais sementes

sao fotoblasticas positivas.

D. Extracao de substancias enddgenas

s

1. Separacao dos aqueénios

MONTEIRO (1980) mostrou que em Stevia rebaudia-
na ocorrem tres tipos de aquenios: a) claro estérfl; b) escuro
fertil; c) escuro estéril.

Nésté trabalho a nomenclatura utilizada sera a
- seguinte: a) aquénio claro; b) aquénio fértil; c) aquénio escu
ro esteril, .

Duzentos aquénios escuros foram pesados em' ba-
langa analitica, com cinco casas décimais e verifiﬁou-se que o
peso dos aduénios variou de 100 pug a 540 ﬁg-sendo que a 'média
foi de 309 ug. Nota-se, portanto que ha umgrande variagao = no
peso dos aquénios escuros. A partir desses dados tentou-se a se
paracao de aquenios férteis e aquénios escuros estéreis, por
diferenca de peso. Amostras de aquénios escuros foram coloca-
das em bequer contendo agua destilada e eéte era.ieyado a um a
gitador magnético. Apos | ou 2 minutos em agitagéo, verificou-
se que parte dos aquenios submergia eiparte flutuava, quando
se desligava o agitador. ProVavelmente; os aquenios sem em~
brido eram mais leves e flutuavam e os aquénios com embrido e-
ram>mais’pesados e ‘submergiam. Desta forma; a técnica poderia

ser usada para a separacdo dos aquénios. Antes de adota-la,foi
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preciso testar a sua eficiéncia. lstb foi feito separando-se u
ma amostra de aquenios da qual 100 aquenios que submergiram fo-
ram clarificados, conforme o método de HERR (1971) e disseca-
dos sob lupa binocular, observando-se que 93 por cento apresen
tavam embrices e apenas 7 por cento eram estéreis. ba mesma
forma, 100 aquénios que flutuaram foram clarificados e consta
tou-se que 90 por cento eram estéreis, concluindo-se que a téc
nica poderia ser adotada para a separacao dos aqueénios a serem
uti!iéados nas extragdes.

As extragoes foram feitas com aduénios claros,
férteis e escuros estéreis. Algumas vezes as extragoes foram

feitas com aquénios escuros férteis e estéreis juntos.
2. Método de extragao

0 metodo de extr;gSo de substancias enddgenas
foi baseado no de ZEEVART (1966).

Quinhentos aquenios foram macerados em almofa-

339, v :

riz, com 5 ml de metanol Thﬂ% a 5°C e mantidos em extragao nes
sa temperatura durante 24 horas. Apos esse periodo, o macerado
foi filtfado e o residuo foi re-~extraido em metanol 99% duran-
te 24 horas na temperatura ambiente. Novamente filtrou-se o ma
cerado e repetiu~se a extragao. Os tres filtrados foram mistu-
rados e evaporados até que o extrato ficasse completamente se-
co. Ao extrato brutp obtido eram adicionados 2 ml de etanol e
0 extrato era aplicado em cromatoplacas a serem utilizadas em
biqtestes ou para rgvelagSo de substancias endogenas a serem

estudadas. Os extratos foram utilizados também para detecgao

de esteviosideo.
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3 - Bioensaio utilizado

Para substancias giberelinicas e inibidores foi
utilizado o bioteste do alongamento de hipocotilo de alface.

Esse bioteste .foi descrito por FRANKLAND e
WAREING (1960) e é especifico para detecgao de substdncias pré
motoras de <crescimento, com atividade giberelinica, as qﬁais
promovem o alongamento do hipocotilo de alface. 0 bioteste mos
tra também a presenca de inibidores no extrato,

0s extratos obtidos eram aplicados em placas de
vidro de 20 x 20 cm onde se espalhou silica gel G (Typ 60
Merck) dissolvida em agua destilada na proporgéo de 1:2 v/v e
espessura de 0,5 mm. 0 sistema de solventés utilizado como fa-
se movel foi butanol: metanol: égué 8:1:1 v/v (GLGR!A, 1966) .
Cada éromatograma foi dividido em 10 faixas iguais, correspon-
dentes agsvalores de Rf' Assim, a primeira faixa correspondia
ao intervalo entre o Rfs 0,0 e 0,1. Cada faixa, por sua vez,
foi dividida no sentido transversal correspondendo a tres repe
ticoes. Apos completa evaporacao dos solventes utilizados no
desenvolvimento das cromatoplacas, as faixas eram raspadas e a
sflica era colocada em cubeta de polietileno de 2,5 cmx 3,5 cm
e recoberta por dois retangulos de papel Whatman n? 3. A se=
guir, acrescentavam~se 2 ml de agua destilada a cada cubeta, 0
controle foi feito utilizando-~se faixas de cromatoplaca onde
nao se aplicou o extrato.

Utilizaram-se sementes de alface cv. Crespa de
Piéar. As seﬁentes germinéram sob luz fluoréscente branca, em
camara de crescimento Forma, a 259C e apos 24 horas §elecioni

ram-se plantulas cujas radiculas mediam cerca de 3 mm de com-
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primento.

Foram colocadés 5 plantulas por cubetas. As cu
bas de bioteste eram mantidas durante 3 dias sob luz branca
contfnua a 25°C e ap6s esse perfodo mediu-se o comprimento dos
hipocotilos. -

0 mesmo bioteste foi wutilizado para a verifica
¢ao do efeito dos extratos e de padréo de auxinas no crescimen
to das radiculas de alface. Além das medidas do comprimento
dos Hipocétilos de alface, mediu-se também o ‘comprimento das
radiculas.

0 efeito de IAN (indol-3-acetonitrila) no cres-
cimento de radicula de alface também foi testado. Nesse caso,
eram feitas tres repeticoes de cada concentracao a ser testa-
da. No.caso testou-se o efeito das seguintes concentragoes:

0,015; 0,07; 0,15; 0,31 e 0,625 mg/1.
4 - Revelacao de substancias enddgenas por métodos quimicos.

A detecééo por métodos quimicos, de substancias
contidas nos extratos, foi feita utilizando-se a cromatografia
em camada delgada. Para a detecgdo de esteviosideo usou-se co-
mo fase movel o sistema de solventes butanol: mefanol: agua na
proporcao de 8:1:1 v/v (GLORIA, 1966) em‘cromatogramas unidi-
mensionais. Os cromatogramas bidimensionais para a revelagao
de esteviosfdeo foram desenvolvidos nos seguintes sistemas de
solventes, segundo METIVIER e VIANA (1979b):

a. butanol: acetato de etila: isopropanol: agua - 35:100:60:30
v/v. |

b. dcido acético: acetato de etila: agua - 4:8:1 v/v.
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Os extratos ensaiados em cromatografia bidimen-
sional foram aplicados na extremidade inferior esquerda das-
cromatoplacas. Os cromatogramas bidimensionais foram feitos do
seguinte modo: ap6s o cromatograma ter sido desenvolvido no
primeiro sistema de solventes, deixava-se secar por 24 horas a
temperatura ambiente. A seguir, a cromatoplaca era inclinada
em dngulo de 909 a partir da diregao do primeiro desenvolvimen
to e era desenvé]vida no segundo sistema de solventes. Como pa
drac ﬁtilizou-se o esteviosideo fornecido pelo ITAL (Instituto
de Tecnologia de Alimentos). A pureza do esteviosideo foi veri
ficada por METIVIER e VIANA (1979b) que wutilizaram a cromato-
grafia unidimensional e 15 sistemas de solventes, observando
sempre uma unica mancha apds a reveléggo. Neste ‘trabalho, 5 mg
de estéviosfdeo eram dissolvidos em 4 ml de etanol e 100 pl e-
ram aplicados domo padrao. A revelagao do esteviosideo foi fel
ta com antrona (UMBREIT e BURRIS, 196L4). 200 mg de antroﬁa
(Fisher Scientific Co.) foram dissolvidos em 100 ml de acido
sulfdrico 95%. Foram aplicados 100 a 200 ﬁl de extrato diifuido
em 2 ml de etanol, na cromatoplaca dividida em faixas verti-
cais (cromatografia unidimensional) ou numa das extremidades
da placa (cromatografia bidimensional). Apés a pulverizagao
com reagente de antrona, o esteviosideo aparece como mancha
de cor azul.

Para a defecgéo de ~substancias indélicas usou-
se como. fase movel o sistema de solventes clorofdrimo: acetato
de etila: 3cido acético 60:40:5 v/v (ZEEVART, 1966) em cromato
grafia unidimensional ou bidimensional. Alem desse. os seguin
tes sistemas de solventes foram também usados em cromatografia

‘bidimensional para a detecc3o de substdncias inddlicas: a) ben
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zeno: acetona 90:10 v/v (KALDEWEY, 1969), no primeiro desenvol
vimentq e b) cloroformio: metanol 93:7 (KALDEWEY, 1969) no se- -
gundo desenvolvimento, sistemas estes que foram utilizados em
cromategrafia unidimensional.

Paré a revelacao de substancias indé]icas foram
utilizados os seguintes reagentes:
a. Reagente de Salkowsky (MERCK, 1971).

3 ml de cloreto ferrico 1,5 M eram acrescenta-
dos-a 60 m! de acido sulfurico e 100 ml de agua deionizada A-

pés pulverizacio as placas eram aquecidas a 100°C por 10 a 20

minutos.

b. Reagente de Ehrlich (MERCK, 1971).

10 g de b-dimetilaminobenzaldeido (Carlo Erba)
eram dissolvidos em 25 ml de acido clorfdri;o 37% e completa-
dos com 75 ml de metanol. Apos pulverizagao, as placas eram a-

quecidas a 100°C por 10 a 20 minutos.

c. Reagente de acido nitrico-nitrito (SMITH, 1969).

1 ml de nitrito de sddio 5% era acrescentado a
5 ml de acido nitrico concentrédo e 45 ml de acetona. Esse rea
gente é especifico para indol-3-acetonitrila sendo que reage
com essa substancia produzindo cor azul cinzento ou verde oli-
va, com fluorescencia azul ou verde sob luz ultra violeta.

Como padroes de auxinas utilizaram-se AIA(] mg:
2 ml de etanol) e IAN, indol-3-acetonitrila (1 mg: 2 ml de eta
no]).iForam, em geral, aplicados 10 ul de cada padrao.

| Cs desenhos do; cromatogramas foram sempre fei-

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

solventes.
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E. Analise estatistica

Para a analise estatistica os valores de germi-
nacao dados em porcentageﬁvforam transformados em arﬁ sen \/E;
Ou extraiu-se a raiz quadrada desses valores, que foram utili-
zados na analise de variancia, onde se usou o feste F. Quando
os valores obtidos para F foram'significativos a 5%, determi-
nou-se a Diferenca Minima Significativa (DMS), que foi usada
para analise das dfferengas entre as medias dos tratamentos pe
lo teste de Tukey (SNEDECOR e COCHRAM, 1967). No caso dos
bioenséios foram utilizados os valores obtidos (sem transforma

¢ao) para a analise de variancia e a DMS foi calculada sendo a

presentada nos histogramas pelas regioes hachuradas.
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RESULTADOS
" A. Germinacgao

1. Efeito de luz
1.1. Germinacdo em luz branca constante e escuro constante

Quinze amostras de fres coletas diferentes, com
diferentes periodos de armazenamento foram testadas quanto a
germinagao, sob luz branca constante e es;urovconstante, a
ZSOC. Como se observa na Figura 6, o percentual de germinagao
sempre foil maior sob luz branca constante do que no escuro
constante, sendo que a diferenca sémpre foi estatisticamente
significativa (teste t a 95 por cento). Nas quinze amostras,cu
jo periodo de armazenamento variou de 48 dias a 175 dias, a
maior porcentagem de germinagao observada para luz branca cons
tante foi de 65 por cento e é menor de 38 por cento. A maior
porcentagem de germinagao no escuro constante foi de 19 por
cento e a menor de 4 por cento. 0 fotoblastismo positivo & in-
dependente da coleta e do periodo de armazenamento, como se ob
serva na coleta a, de 48 dias de armazenamento, cuja porcenta-
gem de germinagao sob luz branca constante foi de 63 por cen-
to, enquanto que no escuro constante foi de 12 por cento, e na
coleta b de 175 dias, com um percentual de germinacao sob luz
branca constante de 52,5 por cento e 15,5 por cento no escuro

constante. Esses dados evidenciam que a resposta fotoblastica



Figura 6. Germinacao de Stevia rebaudiana em luz branca e escy
| ro constantes, a 25°C apés 12 dias de embebicdo. A-

quenios de coletas diferentes e perfodés diferentes
de armazenamento foram usados. Em todos os casos, a
diferenga entre a germinagéo na luz e no escuro € es
tatisticamente significativa (teste t).Usaram-se 100
aquénios por tratamento. As letras a, b e c indicam
as tres coletas diferentes utilizadas:
Coleta a - UNICAMP, novembro de 1377
Coleta b -~ UNICAMP, marco de 1977

Coleta ¢ - Instituto de Botanica, SP - novembro de

1977.

[j Luz branca constante

(/
éﬁ Escuro constante
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nao variou (embora tenha variado a porcentagem de germinacao)

conforme o periodo de armazenamento e a coleta.

1.2, Efeito de luzes de diferentes comprimentos de.pnda

Verificou-se o efeito de luzes verde, azul, ver
melha e vermelho extremo constantes na germinacao de Stevia, a
25°¢.

0s resultados apresentados na Tabela 5 indicam
-qué as luzes azul (a) e verde (b) nao tém efeito na germinacgao
de Stevia, sendo que as porcentagens de gérminagéo para aque-
nios embeb|dos sob esses comprimentos de onda sao estatistica-
mente iguais a germinagao no escuro constante. '4%§ig§%ﬁ/
rimento§ onde se verificou o efeito de luz azul na germinagao
de aqueénios de Stevia rebaudiana observou-se 17 por cénto de
.germinagéo no escuro e 15 por centc sob luz azul. Em-um segun-
de experimento, a porcentagem de germinacao no escuro foi de
16 por cento e de apenas 1 por cento sob luz azul. A luz verme
lha (Tabela 5 c¢) promoveuka germinacao, sendo que o percentual
de germinagSO de aquenios submetidos a esse tratamento lumino-
SO € estatisticamente igual ao percehtual de germinacao sob
luz branca constante. Vermelho extremo inibiu a germinagao e o

percentual de germinagao sob esse comprimento de onda € menor

do que o de escuro constante (Tabela 5 d).



Tabela 5. Efeito de luzes azul, verde vermelho e vermelho ex-

tremo constantes na germinacao de Stevia rebaudiana.

Dados em porcentagems

a. Luz azul

Dias de germinacao

5 7 9 12
Luz branca constante bo,00 47,00 48,00 49,00
Escuro constante 2,00 5,00 10,00 14,00
" Azul constante | 2,00 8,00 15,00 21,00
DMS 5% L » 18,90

b. Luz verde

Dias de germinacao

b 7 9 1
Luz branca constante - 15,00 42,00 47,00 47,00
Escuro constante ‘ 0,00 6,00 17,00 20,00
&gul constante 1,00 11,00 18,00 21,00

DMS 5% | 11,00




Tabela 5. Continuagao

c. Luz vermelha

Dias de germinacao

7 10 12
Luz branca constante 31,33 33,33 43,33
Escuro constante 3,33 5,33 10,66
Vermelho constante 37,33 40,00 46,00
DMS 5% 3,32

d. Vermelho extremo

Dias de germinacao

6 1 13
Luz branca constante 33,00 57,00 65,00
Escuro constante 1,00 5,00 9,00
Vermelho extremo consténte 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 aquénios sem embeb i

Gao previa no escuro constante

Na Figura 7 a observa-se que choque longo de
vermelho, de 72 horas, em aquenios que nao foram previamente
embebidos em condigées de escuro constante, € parcialmente re-
vertido pelo escuro constante, que foi fornecido até o final
do éxperimento. Diz-se que a reversao € parcial ‘uma vez que o
percentual de germinagao obtido ao final do experimento é esta
tisticamente maior do que o de‘controle de escuro constante e
estatisticamente menor do que o controle de luz vermelha cons-

tante. .

1.3.2. Choques curtos de vermelho apos 48 horas de embe
bigao no escuro.
Na Figura 7 b, observa-se que choques curtos de
vermelho, de 60, 180 e 300 minutos promovem a germinacao de

Stevia. 0 mesmo foi verificado quando os choques eram dados a-

p6s 24 e 72 horas de embebigao no escuro.

1.3.3. Reversao vermelho-vermehho extremo

Choques curtos de vermelho, de 60 minutos de
duracao, apos 48 horas de embebig¢ao no escuro, foram reverti
dos por choques curtos de vermelho extremo, de 60, 180 e 300

minutos. Os percentuais de germinagao para aquénios submetidos

a esses tratamentos sao estatisticamente iguais ao de controle



Figura 7. Efeito de choques de vermelho em Stevia rebaudiana.

Foram usados 100 aquenios por tratamento. DMS a 5%
para os valores finais é apresentado. Temperatura =
25,

a. Reversao de escuro pelo vermelho e vermelho pelo

€scuro.
< Vermelho constante

@ Escuro constante
O 72 horas de embebicao sob luz vermelha segui-
das de escuro até o final do experimento.
b. Choques curtos de vermelho ap6s 48 horas de embe-
bicao no escuro.
@ Escuro constante
O cChoque de 60 minutos
B Choque de 180 minutos
O

Choque de 300 minutos
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de escuro constante, ao final do experimento (Figura 8 a).
1.3.4. Reversao vermelho extremo - luz branca

Na Figura 8 b, observa-se que choque longo de
vermelho extremo, de 72 horas, em aquéniés nao submetidos a em
bebicao no escuro, foi revertido pela luz branca constante até
o final do experimento. 0 resultado obtido apos esse tratamen-
to fof estatisticahente igual, a nivel de 5 por cento, ao con-
trole de luz branca constante.

Choque longo de luz branca, de 72 horas, em a-
quénios nao submetidos a embebigao prévia no escuro, foi rever
tido pelo vermelho extremo fornecido até o final do experimen-
to. 0 resultado obtido ap6s esse tratamento mostrou que ele
foi estatisticamente igual, a nivel de 5 por cento, ao contro-

le de escuro constante.

1.3.5. Reversao de vermelho pelc azul

Choques curtos de luz vermelha, de 60 minutos
de duracao, apés 48 horas de embebicao no escuro, foram segui-
dos por choques de luz azul, de 60 e 180 minutos de duragao. A
p6s esses tratamentos, as placas foram mantidas no escuro ate
o final do experimento.

Na Figura 9 observa-se que os choques de luz a-
zul nao reverteram o efeito de luz vermelha, que promoveu a
germinacao. Os resultados apresentados na Figura 7 b, 550 com-

paraveis aos resultados obtidos nesse experimento, visto que

choques curtos de luz vermelha promovem a germinagao de Stevia.



Figura 8. Efeito de reversao de vermelho pelo vermelho extremo
e reversao de vermelho extremo pela luz branca e luz
branca pelo vermeiho extremo em Stevia rebaudiana.
Foram Qsados 100 aquenios por tratamento. DMS 5% pa-
ra os valores finais & apresentado.

a. Reversao de vermelho ‘pelo vermelho extremo apods
k8 horas de embebicao no escuro.
Choques de vermelho tiveram duragao de 60 minutos.
O Luz branca constante.
® Escuro constante.
O Choque de vermelhq, seqguido de choque de ver-

melho extremo de 60 minutos de duragao.

_Choqué de vermelho, seguido de choque de ver-
melho extremo de 180 minutos de duragao.
O Choque de vermeiho, seguido de chogue de ver-

melho extremo de 300 minutos de duragdo.

b. Reversao de 1luz 'branca pelo vermelho extremo e
vermelho extremo pela luz branca.
O Luz branca constante.
@ Escuro constante.
O 72 horas de embebigao sob vermelho extremo se
guidas de luz branca até o final do experimen
to.

72 horas de embebicao sob luz branca seguidas

de vermelho extremo até o final do experimen-

to.

Todos os experimentos foram realizados a 25°¢C.
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'Figuré 9. Efeito dé luz vermelha seguida de luz azul, na germj
nacao de aquénios de Stevia rebaudiana. Choques de
luz realizados apos 48 horas de embebigao no escuro.
Foram usados 100 aquénioélpor tratamento. DMS a 5%
péra o valor final € apresentada.

@ Escuro constante

O Choque de vermelho de 60 minutos de duraggor

o

Choque de vermelho de 60 minutos de durangao, se
guido de choque de azul de 60 minutos de duracao.
(N Choque de vermelho de 60 minutos de duragao, se-

guido de choque de azul de 180 minutos.



DE GERMINACAO

3

FIG 9

40 <
30
oMS
20 4 5%
&
10 4
Jl/l T 3
6 9

12 -
DIAS DE GERMINACAO



Lo

2. Efeito de temperatura
2.1. Efeito de temperatura constante na germinacao.

0 efeito de temperaturas constantes foi verifi-
cado na germinacao de aquénios mantidos sob luz branca e escu-
ro constantes. Verificou-se o efeito das seguintes temperatu-
ras: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C.

Na Figura 10 a, observa-se que a maior porcenti'
gem de germinag¢ao no escuro constante, ocorre a.ZSOC, mas por-
centagens de germinacao a 10 e 15°C s30 estatisticamente i-
guais a de 25°C, a nivel de 5 por cento. As porcentagens de
germinacdo a 20, 30 e 35°C foram estatisticamente iguais entre
si, mas menores que 10, 15 e ZSOC. A germinacao foi totalmente
inibida nas temperaturas de 5 e.QOOC.

A Figura 10 b mostra que em luz branca constéﬂ
te, a maior porcentagem de germinagao ocorre a 25°C. As demafs
‘temperaturas testadés inibiram, estatisticamente a germinagao
de Stevia, a nfvel.de 5 por cento. Observa-se'que ocorre . uma
diminuigao gradual da porcentagem de germinacao a medida que a
temperatura se elevou ou diminuiu, a partir de 25°C. As porcen
tagens de germinagao a 20 e 30°C foram iguais entre si, mas me
nores.que a do contro]é a 25°C e maiores que nas demais tempe-
raturas; as porcentagens de germinagéo‘a 15 e 35°C foram i-
guais entre si, mas estatisticamente menores do que as porcen-
tagens de germinacao a 20 e 30°C. A porcentagem de germinagao
a 10° fof estatiscamente menor do que a ISQC, porem igual a

de 35°C. As temperaturas de 5 e 40°C inibiram totalmente a ger



Figura 10.

Efeito de temperaturas constantes na germinacao de
Stevia rebaudiana. Foram usados 100 aquénios por

tratamento. DMS a 5% para os valores finais & apre-

sentada.

a. Germinacao no escuro constante.

b. Germinac3o sob luz branca constante.
O 25%

® 5 e bhoc
o 10

& 15°¢C

O 20°%

307¢

o 35°¢C



DE GERMINACAO

%

-

DE GERMINACAO

X

FIG 10

e N
15-, 25
| 10
10- g — A 1°

704

60

50—

S
o
|

w
o
|

20 -

10~

DMS 5%
20
59
%h
_/l/ 7 . % : T T “
6 7 8 9 10 11 12 13 14
DIAS DE GERMINACAOQ

|
6 7 8 9 - 10 kN 12 a3 14
DIAS DE GERMINACAQ

e m——— . . - - B e e s s aed T AT . TR S s XS € e e pm e



LR

minacao. Entretanto, aquénios que permaneceram durante 12 dias
o. . i a
a 5°C germinaram normalmente quando transferidos para camara a
o ' s e
25°C (luz constante) o que significa que a temperatura baixa
nao causa morte do embriao. A temperatura de 40°C causa a mor-

te dos aqueéenios.

2.2, Efeito de temperaturas alternadas na germinacao no es-

curo constante.

Verificou-se o efeito das seguintes alternan-
cias de temperaturas: 25 - 35°c, 25 - 30°, 25 - 20°C, 25 -
15°¢c, 25 - 10%, 25 - 5% e 25 - 0°c.

Na Figura 11, observa-se que nenhuma das alter
nancias testadas promoveu a gefminagEo de Stevia no escuro
constante.

0 grafico da Figdra 11 e umé sobréposiggo de di
ferentes experimentos. Dessa forma, nao foi possivel a realiza
¢ao de uma uUnica analise estatistica para a referida figura, u
ma vez que nem sempre os dias das contagen§ de germinagao fo-
ram coincidentes. Entretanto, para cada experimento realizado,
fez~-se a analise estatistica, e observou-se que os valores ob-
tidos para F sempre foram nao significativos a 5 por cento, em

relacao a germinacao a 25°C no escuro.
2.3. Choques de temperatura baixa

Na Tabela 6, observa-se o efeito de choques de

o - . o
0°C em aquenios mantidos no escuro constante, a 25 C. Nesses

experimentos foram feitos tres controles complementares, alem



Figura

11.

Efeito de alterndncia de ‘temperaturas na germinagao
de Stevia rebaudiana no escuro constante.

Forah usados 100 aquenios por tratamento. 0 grafico
representa uma sobreposicao de experimentos isola-
dos, A anilise estatistica foi feita para cada expe
rimento isolado, sendo que F foi nao significativo
a 5%, para a germinacao no escurc a 25°C, em todos

Os experimentos.

O  Luz branca constante, a 25°C

S E‘scuro constante, 2 25°Cv

¥ 25 - 35°%

¥ 25 - 30°%

O 25 - 20%

é 25 -15°%

O 25 - 10°% | .
25 - 59

Q 25 - 0%
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dos usuais controles de luz branca constante e escuro constan-
o .

te, a 25 ¢, 0s choques de temperatura foram realizados ap6s 24,
48 e 72 horas de embebig¢do no escuro a 25°C. 0s aquenios perma
"neceram no escuro durante os choques. OS tres controles referi
dos dizem respeito ao perfodo de tempo que os aduénios devem
permanecer em uma camara até que atinjam a temperatura regula-
da para o choque. Como se obéervé.na Tabela 6, os aquénios per
maneceram durante 20 minutos em camara a 0°C (ver material e
métodés). 0s resultados dos controles de escuro constante a
25°¢ s3o semelhantes aos resultados dos controles de 20 minu-
‘tos na camara a 0°c, para 24, 48 e 72 horas de embebicao no es
curo a 25°C.

0s choques de 2 horas tiveram inficio apos per-
manéﬁcfa dos aquénios por 20 minutos na camara a 0°C. 0s resul
tados dos choques apés 2L, 48 e\72 horas de embebigao no escu-
ro a 25°C sdo semelhantes ao resultado do .controle de escuro a

0.

C. O0s dados apresentadoé foram determinados a partir de va-

25

rios experimentos.

2.4, Choques. de temperatura alta.

Para a realizaééo dos choques de temperatura al
ta (QSOC) procedeu-se da mesma maneira que para os choques de
temperatura baixa. Nesse caso, o controle do tempo da elevagao
da temperatura do choque, dgntro dos aquenios, foi de 30 minu- .
tos. Os choques tiveram inicio apos decorrido esse intervalo
de tempo. Os periodos de embebigéo_no escuro foram de 24, L8 e

72 horas. Os tres controles foram semelhantes ao controle de

escuro constante, a 25°C. 0s choques realizados apés 24, 48 e



Tabela 6. Choque de temperatura baixa (0°C) em aquénios de Ste
via rebaudiana mantidos no escuro., Temperatura con-
trole 25°c. Resultados em porcentagem, para 10
dias de germinagdo.
Controle de ldz branca constante a 25°C = 49%

Controle de escuro constante = 21%

Germinacao

Periodo de embebigao , 5
Tratamento a 0 C (Choque)

antes do choque

20 min. ' 20 min.

: +
- horas - ' 2 horas
24 17,00 16,00
SN | 13,00 16,00

72 , : 20,00 17,00




72 horas de embebigao no escuro apresentaram percentuais de
germinacao semelhantes aos de controle de escuro a 25°C (Tabe-

la 7). 0s dados apresentados foram determinados a partir de va

rios experimentos.

3. Efeito de substancias e reguladores de crescimento na germi

nagao.
3.f.IEfeito de acido giberélico (GA3)'

~Na Tabela 8 observa-se o efeito de GA3 na germi

nagao de aquénios mantidos no escuro constante a 25°¢c.
GA3 na concentragao de 50 mg/l promoveu estatis
ticamente, a nivel He 5 por cento, a germinacao de Stevia, en-
quanto que na concentragéo.de 100 mg/1 a porcentagem final de

germinacao foi estatisticamente igual ao controle de escuro.

3.2. Efeito de 6 benzil adenina (6BA)

0 efeito de 6BA na germinagao de Stevia no escu
o constante € mostrado na Tabela 9.

Os resultados finais de porcentagem de germina-
¢ao mostram que 6BA nao tem efeito em promover a germinagao de
aquénios de Stevia mantidos no escuro. 0Os dados apresentados
na Tabela S e confirmados em outros experimentos parecem mos-
trar que a referida substancia induz uma inibiééo da germinaf

-~ ’ i ' ,
¢ao de aquenios de Stevia mantidos no escuro. '



Tabela 7.

Choque de temperatura alta (45°C) em aquénios de Ste
via rebaudiana mantidos no escuro. Temperatura con- .
trole = 25°C. Resultados em porcentagem, para 10
dias de germinaééo.

60%

Controle de luz branca constante a 25°C

Controle de escuro constante a 25°C = 19%

Perfodo de embebicao .

antes do choque

Germinacao

Tratamento a 45°C (Choque)

. 20 min. 20 min,
horas +

2 hcras

24 10,00 ' 11,00

48 9,00 10,00

72 11,00 14,00




Tabela 8. Efeito de GA, na germinacao de Stevia rebaudiana no

3
escuro. Resultados em porcentagem. Temperatura =
o B
25 ¢.
GAg Dias de Germinagao
mg/ 1 6 8 "
0,00 1,00 3,00 6,00
50,00 6,00 18,00 28,00
100,00 _ : 2,00 9,00 i0,00
Luz branca constante (&gua) ‘ 36,00 38,00 38,00

DMS 5%

5,18




Tabela 9. Efeito de 6BA na germinacao de Stevia rebaudiana no

escuro. Resultados em porcentagem. Temperatura =
- 25, )
6BA Dias de Germinagao
mg/1 7 9 1
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 0,00 1,00
50,00 1,00 1,00 2,00
Lu% branca constante (agua) 28,00 42,00 43,00

DMS 5% ' 1,50




Ly

3.3. Efeito de acido indol-3-acético (AlA)

0 efeito de yérias concentragoes de acido in- .
dol-3-acetico pode ser visto na Tabela 10. 0s aquénios foram
mantidos no escuro constante a 25°C.

A.germinagéo de Stevia, no escuro, nao foi afe-
tada por AIA a 0,) mg/1, ou seja, os valores finais de germina
¢ao nesse tratamento sao estatisticamente iguais ao contro-
le dglégua destilada. Ja, as concentragBes de l-mg/l e 10 mg/1
cauéam uma inibigao de.germinagao estatisticamente significati

Va a nivel de 5 por cento. A germinagao foi totalmente inibida

nas concentracoes de 25 e 50 mg/1.
3.4, Efeito de acido 2-cloroetil fosfdnico (ETREL)

. Etrel foi aplicado em aquénios mantidos no escu
ro con§tante; em vériés concentragoes. Na Tabela 11, observa-
se que oOs valores f}nais de germinagao de aquénios tratados
com as referidas concentracoes de Etrel sao estatisticamente |

guais, a nivel de 5 por cento, ao controle de agua destilada,

em aquenios mantidos no escuro.
3.5. Efeito de acido abscisico (ABA)

Acido abscisico, nas concentracoes de 1 mg/l e
10 mg/1 foi aplicado a aquénios mantidos sob luz branca cons-
tante. A concentracdo de )| mg/l inibiu estatisticamente, a ni-

vel de 5 por cento, a germinacao de Stevia em luz constante. A

s



Tabela 10. Efeito de AlA na gefminagéo de Stevia rebaudiana no

escuro. Resultados em porcentagem. Temberatura' =
25°¢.
ALA Dias de germinacao
mg/1 6 8 10 13
0,00 0,00 1,50 6,50 14,50
0,10 0,00 3,00 7,00 13,00
1,00 o 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 (agua) 36,00 Lo,o00 L2,00 46,00

‘DMS 5% : - o 3,34




Tabela 11. Efeito de Etrel na germinacao de Stevia rebaudiana

no escuro. Resultado em porcentagem. Temperatura =

25°¢,

Etrel : Dias de Germinagao

mg/ | : 7 ‘ ‘ 11
0,00 - 6,00 11,50
5,00 | 4,50 12,50
10,00 ' 4,50 14,00
25,00 6,00 o 1k,00
50,00 C 4,50 9,00
100,00 , 2,00 9,50
200,00 4,00 10,50
Luz branca constante (agua) - 32,00 36,00

DMS 5% o ' 7,06
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inibicao de germinacao foi total em aquénios embebidos com ABA

10 mg/1 (Tabela 12),
B. Observagao de aquénios clarificados

Na Tabela 13 observa-se o resuttado obtido em
testes onde nove amostras de aéﬁéhios foram clarificadas e es~
tes dissecados e observados sob lupa binocular. Em seis dessas
amost;as foi feito também um controle de germinagao sob luz
branca constante.iA porcentagem de aquénios férteis variou de
um minimo de 41 por cento a um maximo de 84 por cento, enquan-
to que a porcentagem mfnimavobtida para aquénios escuros este-
reis foi de 16 por cento e a maxima de 535 por cento. No contro
le de Qerminagéo obteve-se um percentual minimo de 38 por cen-
to e um maximo de 63 por cento. Pela andlise estatistica foi
mostrado que nao ha diferencas significativas entre os valores
de germinacao e os de aquénios férteis.

\

C. Efeito de Esteviosideo em germinagao

Na Tabela 14 observa-se o efeito de estevios?f
deo na germinagao de Lactuca sativa L ¢ v. Crespa de Picar,
.Rumex obtusifolius L, Cucumis melo L, Cucumis anguria L e Ste-
via rebaudiana Bert. ©

0 esteviosideo nio teve efeito na germinagao
das espécies testadas, ou seja, oOs valores finais de germina-
¢ao das sementes tratadas com esteviosideo sao estatisticamen=-

te iguais a nivel de 5 por cento, ao controle. Observa-se que

B



Tabela 12, Efeito de ABA na.germinagéo de Stevia rebaudiana em
luz branca constante. Resultados em porcentagem.
Temperatura = 25°¢.

Teste t 95% para 2 graus de liberdade, entre contro
le (agua) e ABA 1,0 mg/l = 6,64,
ABA Dias de Germinacao
mg/ 1 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




Tabela 13. Aquénios clarificados de Stevia rebaudiana. Relagao
entre porcentagem de germinagao e proporcao de aqué
nios férteis e escuros estéreis, Resultados em por-

centagem.
Diferencas nao significativas entre os valores de
germinagao e a porcentagem de aquénios férteis (tes

te t a 95%).

Controle de germinacao Proporgcao de aquénios férteis e esté
‘em luz branca constan reis na amostra.
| fe a ZSOC Aquénios ferteis Aquénios escuros
: ‘ : estéreis
% 3 : 3
54,0 ' » 69,0 31,0
63,0 . 68,0 32,0
63,0 : 74,0 26,0
47,0 B . 62,0 38,0
63,0 _ 84,0 16,0
‘38,0 k1,0 _ 59,0
-- o 50,0 50,0
== . 54,0 L6,0

- . 55,5 Lh 5
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o controle de agua destilada: etanol (400:1 v/v) causou uma .i-
nibicao de germinagao, em Stevia.

D. Deteccao de Esteviosideo

A Figura 12 representa cromatografia wunidimen-
sional de extratos de aquénios claros, aquénios escuros este-
reis e aquénios férteis (Figura 12b, ¢ e d respectivamente). 0
padrao de esteviosideo foi detectado no R¢ 0,34 e apreéentou
cor azul (Figura 12a). 0s extratos de aquenios claros (Figura
12b), de aquénios escuros estéreis (Figura 12c) e de aquénios
férteis (Figura 12d) apresentaram Qma subst3ncia de cor azul
em Rfs~pr6ximos ao do esteviosideo padrao. Portanto, os tres
tipos de aquenios de Stevia rebaudiana parecem apresentar este
viosideo.

A Figura 13 mostra resﬁltados de <cromatografia
bidimensional para a defecgéo de esteviosideo em aquénios escu
ros (estéreis e férteis juntos). O cromatograma representado
na Figura 13 parece confirmar a existéncia de esteviosideo no
extrato.

Nos tres tipos'de-extratos de aquénios de Ste-
vta, além da presenca de esteviosideo também se detectou uma
mancha de cor marrom no Rf 0,90 (Figura 12b, c e d). Na croma-
tografia bidimensional onde foram usados dois sistemas de sol~-
ventes, a mancha marrom detéctada na cromatografia unidimensig

nal separou-se em tres manchas. As duas primeiras apresentaram

cor rosa e a terceira, cor marrom.



figuré 12, Cromatografia unidimensional para detecgao de este
viosideo.
Sistema de solventes: butanol: metanol: agua (8:1:1
v/v).

Revelacao: Antrona

a. Padrao de esteviosideo
b. Extratec de aquenios claros
¢. Extrato de aquénios escuros estéreis

d. Extrato de aquénios feéerteis.

A mancha do Rf menor e azul e a do Rf maior € mar-

rom.
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Figura 13. Cromatografia bidimensional para detecgao de este-

.

viosideo.

Sistemas de solventes:
'.a. n-butanol: acetado de etila: isopropanol: agua
(35:100:60:30 v/v) no primeiro desenvolvimento
e).
b. acetatc de etila: écido acético: agua (8:4:1
v/v) no segundo d;senvolvimento (M) . A seta indi

ca a direcao e o sentido do desenvolvimento.

Revelagcao - Antrona
a. Extrato de aquénios escuros (mancha azul, R¢
mais baixo).

b. Esteviosideo padrao (mancha azul).



ORIGEM

ORIGEM

SEGUNDA FRENTE

FIG13

PRIMEIRA FRENTE

SEGUNDA FRENTE

PRIMEIRA FRENTE




47

E. Substancias reguladoras de crescimento
1. Detecgao por testes de'crescimento

O0s extratos dos tres tipos de aquénios de Ste-
via rebaudiana foram usados no bioteste do hipocotilo de alfa-
ce (FRANKLAND e WAREING, 1960). N3o foram detectadas substan-
cias com atividade giberelinica em extratos de aquénios ciaros
(Figura l4a) e extratos de aquénios escuros estéreis (Figura
14b) . Somente em extratos de aquénios férteis uma regido  de
Promo¢ao de crescimento foi detectada entre os Rfs-0,90 e 1,00
(Figura 14c).

Numa variacao do bioteste do hipocotilo de alfgl
ce, verjficou—Se também o efeitq dos extratos no crescimento
das radiculas de alface. Na ngura 15a observa-se que extratos
de aquénios claros apresentam uma regiao de promogao de cresci

mento de radfcula entre os R_s 0,90 e 1,00. A promogao de cres

f
cimento de radiculas de alface ocorre também em extratos de a-
quénios escuros estéreis (Figura 15b) sendo que a faixa esten-

de-se do Rf 0,80 ao R, 1,00. A promocao de crescimento de radi

f
cula de alface foi observada em quase todos os Rfs dos extra-

tos de aquenios férteis, n3ao havendo promocao apenas entre o0s

Rfs 0,1 ¢ 0,2 e entre os Rcs 0,3 e 0,4. Entretanto, a maxima
prbmogSo de crescimento de radicula ocdrreu entre os Rfs 0,8 e
0,9 (Figura 15c). A promogao de crescimento de radicula de al-
face parece ocorrer para extratos dos trés tipos de qquénids

de Stevia rebaudiana. Entretanto, a menor promogao ocorreu em

extratos de aquenios claros onde houve um aumento de crescimen



Figura 14, Bioteste de hipocotilo
a. Extrato de aquenios
b. Extrato de aquénios

c. Extrato de aquénios

de alface.
claros
escuros estereis

férteis
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Figura 15. Efeito dos extratos de aquénios de Stevia rebaudia
na no crescimento da radicula de plantulas de alfa~

Ce.

a. Extrato de aquénios claros
b. Extrato de aquénios escuros estéreis

€. Extrato de aquenios férteis
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to de 36 por cento em relagao ao controle e a maior promogdo o
correu em extratos de aduénios férteis, observando-se um cres-
cimento de 169 por cento, em relagao ao controle. Comparando-
se os resultados obtidos nesse bioteste com os dados obtidos
nos crométogramas citados anteriormente, observa~-se que a man-
cha de cor marrom detectada com antrona no Rf 0,9 parece coin-
o
cidir com a regiao de promogao do crescimento de radfculas de
alface.

Houve pouca diferenca na taxa de prﬁmoéio obti-~
da em extratos de aquénios claros e aquénios escuros estéreis.
Na Figura 16, esses dados ficam bem evidenciados visto que es-
sa figura represénta uma sobreposigSo dos resultados obtidos
em‘biotestes feitos para os tres extratos de aquénios de Ste-

via rebaudiana.
2. Revelacao por métodos quimicos.

A fim de se determinar a natureza quimica da
substancia (ou grupo de substancias) promotora do crescimento
de radiculas de alface, passoﬁ-se a usar reagentes quimicos es
pecificos paré determinados grupos de substancias, as auxi-
nas, pois sabe-se que este grupo de substancias promove o cres
cimento de raizes, quando em baixas concenfragGes. Inicialmen-
te, testou-se o reaggnte de Salkowsky,"comumente usado para a
detecgao de substancias indSlicas.

A Figura 17 representa cromatografia wunidimen~-
sional de extrato de aquénios claros e de aquénios ferteis. Na

regiao da mancha de cor marrom, detectada pelo reagente de An-



N

Figura 16. Efeito dos extratos dos aquénios de Stevia rebaudia
na no crescimento de radiculas de plantulas de alfa

ce.

sesees Extrato de aquenios claros
-=----- Extrato de aquénios escuros estéreis

Extrato de aquénios férteis
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trona (ngura 12) foram reveladas tres manchas marrons de Rfs
proximos para extrato de,aquéniés claros (Figura 17a) e de a-’
quenios feérteis (Figura 17b).

Padroes de AlA e IAN.foram aplicados em faixas
isoladas do cromatograma ou juntamente com.o0s extratos (co-crg
matografia), o que é visto na Figura 18. 0 sistema de solven-
tes usado, embora seja utilizado para a separagao de substan-
cias com atividade giberelinica mostrou-se bastante eficienté
' na separac3o de substdncias inddlicas.

A Figura 18a representa a cromatografia de pa-
dr3o de AIA (canal 1), sendo que esta substdncia, apés a reve-
lagSO apresentou cor rosa e -foi detectada no Rf 0,65. 0 IAN pa
drao (Eanal 2) apresentou cor cinza azulado e foi detectado no

R 0,87 (Figura 18a).

£

Pela Figura 18 pode ser verificado nos demais
canais (Figura 18a, canais 3 e 4; Figura 18b, canais 3, 4, 5
e 6) que nos eXtrétbs dos tres tipos de aquénios ocorrem uma
mancha de cor rosa ﬁue coincide com o AlA padrao e uma de cor
cinza azulada que coincide com o padr3o de IAN,

Esses resultados mostram que os tres tipos de a
quénios de Stevia rebaudiana parecem conter as auxinas acido
indol-3-acético (AlA) e indol-3-acetonitrila (IAN), quando a
révelagSo e feita com.réagente de Salkowsky.

Utilizando-se o mesmo sistema de solventes foi
feita a cromatografia unidimensional para extrato de aquénios
escuros estéreis, porém a revelagao foi feita com o reagenfe
de Ehrlich (Figﬁra 19). 0 padrao de AlA (canal 3) desenvolveu-
0,70 e a cor obtida apds a revelacao foi azul escuro.

f
o IAN padrao canal 4 (Figura 19) desenvolveu-se no Re 0,87 e a

se no R



Figura 17. Cromatografia unidimensional para deteccao de subs-
tancias indolicas em extratos de aquénios de Stevia

rebaqudiana.

Sistema de solventes - butanol: metanol: agua
(8:1:1 v/v).

Revelagao: Reagente de Salkowsky

a. Extrato de aquénios claros

b. Extrato de aquenios ferteis
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Figura 18. Cromatografia unidimensional para detecgao de subs

tancias

Sistema de solventes

la:

Revelagao - Reagente de Salkowsky

l.a.

2.a

3.a.
h.a.
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presentou a cor roxo claro apds a revelagao.

Na cromatografia dos extratos nao apareceu ne-
nhuma mancha correspondente ao AlA, mas apareceram manchas cor
respondentes ao IAN., Na co-cromatografia, o AIA foi detectado
no Rf 0,72, nao havendo substancia correspondente em 19 (canal
1). Na cromatografia do extréto nao apareceu mancha correspon-
dente ao AlA.

A Figura 20 representa a cromatogfafia bidimen
sional para extrato de aquénios escuros estéreis. Novamente, o
IAN padrao se desenvolveu junto a uma subst3ncia presente no
extrato. Na co-cromatografia (Figura 20c) foi aplicado também
um.padrso de AlA que foi detectado nos Rcs 0,64 e 0,65 (primeli
ro e segundo desenvolvimentos), apresentando a cor roxa. Obser
va-sé que na regiao correspondepte ao AlA, no cromatograma on-
de foi aplicado somente o extrato (Fi§ura 20a) nao se detectou
substancia alguma, mostrando que aquénios de Stevia rebaudiana
parecem nao possuir AIA. Portanto, com o uso do reagente de
Ehrlich mostra-se que o extrato de aquenios estéreis | parece
possuir IAN, mas nao AIlA. | |

Extratos de aquenios claros, férteis e escuros
estéreis foram aplicados em cromatogramas bidimensionais usan-
do-se padrao de IAN e a revelagao foi feita com o reagente de
Salkowsky. Foi feita também a co-cromatografia onde se aplicou
o padrao de !AN juntamente com o extraio a ser analisado (Figu
ras 21, 22 e 23). Pelas Figuras 21, 22 e 23 nota-se que 0 pa-
drao de !AN se desenvolveu exatamente junto a substancia que
apresentou a mesma cor e O mesmvaf, presente nos extratos.

Nos extratos dos tres tipos de aquénios ha uma



Figura

19.

Cromatografia unidimensional para detecgao de subs-

tancias indélicas em extratos de aquénios de Stevia

rebaudiana.

Sistema de solventes - cloroformio: acetato de eti-

la: acido acetico (60:40:5 v/v)

Revelacao - Reagente de Ehrlich

a. Extrato de aquénios escuros estéreis

b. Extrato de aquénios escuros estéreis e padroes

de AIA e IAN

C

. Padrao de AlA

d. Padrao de AN

1. 0,12
0,48

0,55

0,62

0,69

0,84

0,88
0,93

3. 0,70

Cor

verde , 2.
roxo claro

azul claro

roxo claro

roxo claro
roxo claro
roxo -

marrom

azul escuro _ L.
(AlA)

Cor

verde

roxo claro
azul claro
roxo claro
roxo claro
azul escuro
roxo claro
roxo

marrom

roxo claro
(1AN)
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Figura 20. Cromatografia bidimensional

tancias

indolicas em

para detecgao de subs

estéreis de Stevia rebaudiana.

extratos de aquénios escuros

Sistema de solventes - Cloroformio: acetato de eti

la: 5¢ido acético (60:40:5 v/v).

Revelacao - Reagente de Ehrlich.

a. Extrato de aquenios escuros estéreis

b. Padrao de

[ AN

C. Extrato de aquénios escuros estéreis e padrao de

{AN e de AlA.

a. 0,10
0,05
0,1
0,20
0,88
0,91
0,95

b. 0,80

0,09
0,18

- 0,27

0,41
0,85
0,88
0,91

0,87

Re (+) Re 1) Cor.

amarelo
roxo

roxo

roxo

rosa claro

roxo

amarelo

rosa claro

'Rf ) Re (1) Cor

c. 0;09
0,08
0,14
0,23
0,64
0,80
0,88
0,97

0,08
0,17
0,29

0,50

0,65

0,87
0,89

0,92

amarelo
roxo

roxo

roxo

roxo

rosa claro
roxo

amarelo
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Figura 21.

Cromatografia bidimensional para detecgao de subs-
tancias indélicas em extratos de aquénios de Stevia
rebaudiana.
Sisfema de solventes - Cloroférmio: acetato de eti-
ia: dcido acético (60:40:5 v/v).
Revelagao - Reagente de Salkowsky
a. Extrato de aquénios claros
b. Padrao de IAN
c. Extrato de aquéenios claros e padrao de IAN
Rf (+) Rf ) Cor Rf (») Rf +) Cor
. 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
‘0,8 . 0,88 cinza azulado 0,81 0,84 cinza azulado
0,95 0,97 cinza 0,89 0,94 marrom
. 0,72 0,90 <cinza azulado
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Figura 22. Cromatografia bidimensional

para detecgao de subs~-

tancias indolicas em extratos de aquénios escuros

estereis de Stevia rebaudiana.

Sistema de solventes - Cloroformio: acetato de eti-

la: acido acético (60:40:5 v/v).

a. Extrato. de aquéenios escuros estéreis

b. Padrao de IAN

RevelaéSo - Reagente de Salkowsky.

¢c. Extrato de aquénios escuros estéreis e padrao de

AN,

R, () R (1)

a. 0,06
0,21

0,33

0,47

0,86
0,87
0,92

b. 0,87

0,04
0,04
0,08
0,21
0,81
0,88

0,94

0,75

Cor

azul
rosa
rosé
rosa

cinza azulado
marrom claro

marrom claro

cinza azulado

Re ) R (1)

c. 0,08
0,21
0,34
0,47
0,87

0,91
0,96

0,04
0,06

Cor

azul

rosa -

rosa

rosa

cinza azulado

marrom claro

marrom claro
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Figura 23.

b.

Cromatografia bidimensional para detecgao de subs-

tancias indolicas em extratos de aquenios féerteis
de Stevia rebaudiana.
Sistema de solventes - Cloroformio: acetato de eti-

la: dcido acético (60:40:5 v/v).

Revelagao - Reagente de Salkowsky

a. Extrato de aquenios férteis

b. Padrao de I[|AN

c. Extrato de aquenios férteis e padrao de I[AN.

Re (+) Re (4) Cor Re (=) Re *) 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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substancia que corre juntamente com o lAN. Pelos resultados a-
Presentados nas Figuras 21, 22 e 23 fica evidente que os tres
tipos de aquénios de Steviq rebaudiana-apfeséntam a mesma dis
'tribuiggo de substincias indélicas, basicamente. A substancia
que apresenta a cor cinza azulado apés revelagao com o reagen-
te de Salkowsky parece ser [AN. Deve ainda ser mencionado que
a mancha marrom clara s6 aparece nos extratos de aquénios escu
ros (férteis e estéreis, Figuras 22 e 23).

| Um éerceiro reagente Considérado especifico pa-
ra AN foi utilizado na revelacgao de substéncias.preseﬁtes nos
extratos de aquénios escuros estéreis (Figura 24). Pela Figu-
ra 24 pode-se ver que uma das manchas do extrato correu junto
com o [AN confirmando mais uma vez a possivel presenga dessa
substancia em aquénios de Stevia rebaudiana. Parece que o ex-
trato possui ainda uma outra suSstSncia que responde ao reagen
te, emitindo fluorescencia, coho o IAN.

A Figura 25 representa cromatogramas bidimensio
nais de extratos de'aquénios férteis, porém usando sistema de
solventes diferentes. A revelacao foi feita com o reagente de
Salkowsky. A mudanca do;sistema de solventes permitiu que o
IAN apresentasse uma alteracgao de Rf. Novamente, a substancia
presente nos extratos coincidiu em cor e em Rf com AN, o que
permitiu uma confirmacao da possivel presenga dessa substancia.
em aquénios de Steviq rebaudiana. Tanto em 25a como em | 25c¢
ndo foram representadas outras substdncias indédicas presentes
no extrato uma vez que o objetivo era confirmar a presenga de

LAN.

0 efeito de solugdes de IAN no crescimento  de



Figura 24. Cromatografia bidimensional para detecgcao de subs-

tancias indolicas em extratos de aquénios escuros

estéreis de Stevia rebaudiana.

Sistema de solventes - Cloroférmio: acetato de eti-

la:

acido acetico (60:40:5 v/v).

Revelacao - Reagente de acido nitrico-nitrito.

Extrato de aquenios escuros estéreis

Padrao de IAN

Extrato de aquénios escuros estéreis e padrao de

LAN
Rg (~) Re (+) Cor Fluorescencia
(luz UV longa)

0,08 0,17 rosa -
0,19 0,43 rosa -

0,72 0,68 rosa -

0,82 0,91 amarelo verde claro (I1AN)
0,90 0,94 amarelo verde claro

0,74 0,80 amarelo verde claro (I1AN)
0,30 0,29  rosa -

0,47 0,49 rosa -

0,50 . 0,60 rosa -

p
0,74 0,80 amarelo verde claro (1AN)

0,94 0,94 amarelo verde claro
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Figura 25.

Cromatografia bidimensional
tancias indolicas em
de Stevia rebaudiana.

Sistemas de solventes

1. benzeno: acetona (90:10 v/v) no primeiro

volvimento.

extratos de aquénios

para detecgao de subs-

ferteis

desen-

2. cloroformio: metanol (93:7 v/v) no segundo desen

volvimento.

Revelagcao - Reagente de.Salkowsky

a. Extrato de aquenios férteis

b. Padrao de |

c. Extrato de aquénios férteis eApadrEO de I1AN

b. 0,45

c. 0,28
0,28

AN

0,77

0,77

0,76

Cor

cinza
cinza

cinza

cinza

azulado
azuladb

azulado

azulado

I
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radiculas de alface foi verificado, constatando-se que essa

substancia induz uma promogao do crescimento de radficulas de

alface de 10%, na concentragao de 0,07 mg/1 (Figura 26). Houve

inibicao nas concentragoes mais altas utilizadas.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

al

0 fotoblastismo positivo é ihdependente da época da éoleta
e do periodo de armazenamento. Luz verde e lpz azul n§o‘afg
tam a germinagao de Stevia; vermelho extremo inibe e verme-
l1ho constante ou choques de vermelho promovem a germinacgao
de Stevia. Vermelho extremo reverte o efeito promotor do

vermelho.

A melhor temperatura constante para a germinagao em luz e
escuro é a de 25°C. Nessa temperatura Steviag é fotoblastica
positiva. A altern3ncia de temperaturas nao afeta a germina
¢3o de Stevia no escuro. Choques curtos de 0°c e 45°C nio a

fetam a germinacao no escuro.

No escuro, GA3 promove, 6BA parece inibir, etrel nao afeta

a germinagao de Stevia e AIA inibe. ABA inibe a germinagao

em luz constante.

Pela clarificagao dos aquénios escuros & mostrado que nao
ha diferenga entre o numero de aquénios que germinam em

luz constante e o numero de aquénios férteis.

0 esteviosideo n3o afeta a germinacao das espécies testa-

-das.

0s tres tipos de frutos apresentam esteviosideo. Parece que

o esteviosideo ocorre na parede dos aquénios (pericarpo)



Figura 26. Efeito de IAN no crescimento de radiculas de plSntg‘

las de alface.

) Foi feito o teste F e o valor de DMS foi determina-
do quando F significativo a 5%.
A parte hachurada do histograma representa regiao

estatisticamente significativa.
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pois foi detectado em frutos claros.

Substancias giberelinicas foram detectadas somente em aqué-.
nioé_férteis. : -

Substéncfas promotoras‘ocorrem nos tres tipos de “équénios,
mas a quéntidade aumenta de aquénios claros para escuros es
téreis e férteis. Entre as substancias promotoras do cresci
mento de radicula, os aquénios parecem nao possuir AlA (tes

tes realizados com reagentes de Salkowsky e Ehrlich).

Pelo uso de cromafografia unidimensional e bfdimencional,

sistemas de solventes diferentes na bidimensional (dois sis
temas) e pelo uso dos reagentes de Salkowsky, Ehriich e aci
do nitrico-nitrito parece que os aquenios claros, férteis e
escuros estéreis de Stevia rebaudiana apresentam (AN. Pelo
reagente de acido nitrico-nitrito parece que uma substancia

semelhante ao AN também ocorre nesses aquénios.
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DISCUSSAO

A Stévia rebaudiana apresenta -aquénios fotoblas
ticos positivos (FELIPPE et al., 1971). Neste trabalho, obser
vou-se que a resposta fotobléstica é ihdependente da época da
coleta e do periodo em que bs aquénios permaneceram armazena-
dos. Observou-se também que a maior porcentégem de germinagao
em lui constante foi de 65 por cento e a menor de 38 por cen-

to, resultados esses que confirmam os encontrados por FELIPPE

‘et al. (1971) que afirmaram haver certa variacao na porcentan

gem de germinacdo de aquénios de Stevia em luz branca constan-
te.

O0s experimentos conduzidos com luzes dé diferen
tes comprimentos de onda mostraﬁ que luzes azul e verde cons-
tantes nao afetam a germinagao de Steviq, embora em aquénios
de Bidens pilosa a germinacao seja prombvida por choques bre-
ves de luzes azul, verde, vermelha eYVermelho extremo (VALIO,
KIRZENZAFT e ROCHA, 1972). A luz vermelha constante promove a
germinacao de Stevia, enquanto que vermelho extremo inibe. Es-
tes resultados sugerem que essa especie € controlada pelo
fitocromo, quanto a germinacgao.

Choques breves de luz vermelha, apés embebicao
prévia no escuro constante promovem a germinacao de Stevia. Es
ses mesmos choques sao revertidos por choques breves de verme-
lho extremo.

Choques longos de vermelhd; de 72 horés, em a-
quénios nio submetidos 3 embebi¢ao prévia no escur§ constante -

sido parcialmente revertidos pelo escuro constante fornecido a-
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té o final do experimento. E importante salientar que o apare-
cimento do fitocromo em sementes & proporcional ao tempo ini-
cial de embebigao (TOOLE,.1973). Dessa forma, os choques de
luz vermelha fornecidos durante as primeiras 72 horas de embe-
bic¢ao, em aquénios de Stevia rebaudiana si3o revertidos apenas
parcialmente pelo escuro, visto que é_neﬁse perfodo'qué deve
ocorrer a sintese de fitocroho e sua conversao para a f%kma a-
tiva, na presenca de luz branca ou vermelha. Aquenios de Ste-
via cémegam a germinar apds o quarto dia de embebicao. 0 fato
de.que.a exposicao ao escuro, apos os choques longos de luz
‘'vermelha, apenas reverte parcialmente o efeito promotor desses
choques pode ser explicado pela reversao lenta do fitocromo da
forma ativa Fve para a forma inativa Fv que ocorre no escuro.A
defasagem de tempo que ocorre durante a reversao de Fve e Fv,
no escuro, permitiria que uma pérte de Fve continuasse desenca
deando as transformagoes metabélicaé que determinam a germina-
¢ao. A reversao de escuro de Fve para Fv € uma reversao térmi-
ca que parece ocorrer via uma série de intermediarios que nor-
malmente ocorrem na interconversio de Fve a Fv, mediada por
vermelho extremo (KENDRICK, 1976).

~ Quando sementes de alface embebidas a 20°¢C no
escuro foram irradiadas durante 10 minutos com luz vermelha o-
correu a germinagao devido a conversao de fFv a Fve, mas quando
foram submetidas a temperaturas mais altas (35°c) apés o cho-
que de vermelho, n3o ocorreu a germinagao, possivelmente devi-

do .a perda de Fve, provocada pela alta temperatura (BORTHWICK

—— c— ,

et al., 1954). Nesse caso, a reversao térmica de escuro deve
t

er sido antecipada pela temperatura alta.
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Quando aquénios de Stevia rebaudiana foram gub-
metidos a choques longos de vermelho extremo, de 72 horas, sem
embebicao prévia no escuro e a seguir foram transferidos para
luz branca, hoﬁve reversao total do efeito do vermelho extre-
mo. 0 vermelho extremo fornecido ap6s o choque longo de luz
branca (de 72 horas) sem embébigéo prévia no escuro reverteu
totalmente o efeito promotor da luz branca._Observa-se que em
ambos os casos houve revers3o total dos choques longos, sendo
que os tratamentos que induziram a reversao dos trétamentos aﬂ-

teriores foram realizados imediatamente apds os primeiros. Em

Rumex obtusifolius, VICENTE, ENGELHARDT e SILBERSCHMIDT (1962)

observaram que a maxima acdo do vermelho e#tremo em reverter o
efeito‘do vermelho ocorre quando o segundo € fornecido imedia-
tamente apés o primeiro, portanto, em Stevia, observou-se res-
posta semelhante. Nesses casos, € possivel que ocorra uma re-
versao total, ou a niveis que induzeﬁ uma resposta fisioldgi-
ca, do fitocrbmo, de uma forma para outré. Entretanto, nao se
pode concluir nada acerca.dos niveis de fitocromo em Stevia,
visto que este pigmento nao foi dosado neste trabalho.

A luz azul constante tem‘o mesmo efeito do escu
ro, na germinacao de Stevia rebaudiara. E sabido que o fitocro
mo mostra certa absorbancia na regiao azul do espectro lumino-
so, a 450 nm (KENDRICK e FRANKLAND, 1976). Entretanto, alguns
autores acreditam que os efeitos fisiologicos induzidos pela
qu azul sejam mediados por’outro pigmento, que nSé o fitocro
mo. | .

.A riboflavina pafece ser o mais provavel fotor-

receptor da luz azul na resposta de curvatura fototropica de
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coleoptile de Avena sativa (BARA e GALSTON, 1968). SCHMIDT et
al. (1977) trabalhando com respostas fototrdpicas em coleopti-
les de milho, usaram inibidores de flavinas e obtiveram inibi-
¢ao da curvatura fototropica. Sugerem que as flavinas sejam os
fotorreceptores da luz azul n3o sé em fototropismos como tam-
bem em fotomorfogeénese.

Em Stevia, choques curtos de luz azul de 60 e
. 180 minutos de duragao, nao reverteram o efeito do choque de
luz vermelha de 60 minutos de duracao. 0 fato da luz azul nao
promover a germinacao de Stevia poderia sugerir que ela atue
4mantendo o fitocromo na forma inét[va Fv ou inibindo sua sinte
se. Poderia também reverter o efeito promotor da luz vermelha
caso atuasse mantendo o.fitocrqmo na forma Fv. 0s choques de
luz azul utilizados nesse traba]ho foram suficientemente lon-
- gos para reverter o efeito da luz vermelha principalmente se
for levado em consideragao que a luz azul e mais energetica
que a luz vermelha (KENDRICK e FRANKLAND, 1976).. A hipotese
mafs viavel & que realmente outro pigmento esteja envolvido na
absorcao de luz azul, produzindo um efeito semelhante ao do es
curo constante na germinacao de Stevia rebau&iana e que sim-
plesmente aquénios fotobldsticos positivos dessa espécie sejam
indiféreﬁfes 3 luz azul. |

Sementes . fotossensiveis,na auséncia ou na pre-
sencga de luz podem ter a germinagao dr%sticamente modificada
pela températura,

0 termo ''temperatura otima' e Qsado para descre
ver a temperatura‘ou faixa de tehperatura na qual a melhor ta-

xa de germinagao € obtida. Fica evidente que qualquer processo
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fisiologico, onde um passo mediado por enzimas esta envolvido,
so pode. ocorrer dentro de certos limites de temperatura. Cada
semente contém os substratos para réalizar os varios processos
bioquimicos da germinagao. A atividade de muitas enzimas € ca-

racterizada por uma fase de laténcia cuja duracao pode ser de-

Pendente da temperatura. Parte do processo que contribui para

a8 presenga da fase de laténcia na germinacao € estritamente fi -

sico (eéapas iniciais da embebicao) e nao sao dependentes da
temperatura. Outros processos preparatorios envolvem altera-
¢oes bioquimicas que tornam sua fase de laténcia dependente da
'temperatura (KOLLER,VJ972). A a;uagéo da.temperatura na semen-
te se faz presente tambeém no fitocromo. A temperatura afeta o
nidmero total de sementes que germinam em resposta a taxa de
reidratagéo e sintese do fitocromo e as taxas de acgao de Fve,
reversao e destruigao (TOOLE, 1973).

A melhor temperatura constante para a germina-
¢ao de Stevia rebaudiana foi 25°C. Observa-se que ocorre uma
diminuicdo gradual da porcentagem de germinagao a medida que a
temperatura se elevou ou diminuiu a”paftir de 25°c. As tempera
turas de 5 e 40°C inibiram totalmente a germ}nagéo. Embora a
germinacao no escuro seja bastaﬁte baixa, a maior porcentagem
foi obtida a 25°C. |

Experimentos mostrando alteragces na germinagao
de sementes fotoblasticas quando submeiidas a condigoes espe=-
ciais de femperatura foram bastante explorades em Rumex obtus?i
folius, uma espécie que apresenta sementes fotoblasticas po;i-
tivas. VICENTE et al. (1968) observaram que choques de 1 hora,

a 40° apos 86 horas de embebigdo no escuro, promoviam a germji
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nacao de Rumex obtusifolius em condigoes nao indutoras, sendo
que a promog¢ao era revertida peia subsequente exposigao ao ver:
melho extremo a 25°C. MENEGHINI, VICENTE e NORONHA (1968) ob-

servaram que choques de temperatura alta ou baixa promoviam a

~germinacao de Rumex e que a porcentagem de germinagao aumenta-

va quanto mais as temperaturas dos choques se distanciavam da
temperatura controle a 25°¢.

FELIPPE (1980) mostrou que temperaturas alterna’
das- promovem a germinagéo de Rumex obtusifolius no escuro coni‘

tante. Os pares de alternancia 15 - 35°C e 25 - 35°C foram bas

tante efetivos em promover a germinagao de Rumex em condigoes

nao indutoras.
A semente fotoblastica negativa de Cucumis angu
ria tahbém tem sua germinagao promovida por temperaturas alter
nadas quando exposta a luz contfnua (FELIPPE, ]980);
Sementes indiferentes a luz também podem ter
sua germinacao promovida por ciclos de alternancia de tempera-

tura, como se obsefva em Rapanea guianensis (JOLY e FELIPPE ,

1979).

Ha varias hipoteses paré explicar o efeito da
alternancia de temperaturas na germinacao de sementes. 0 efei-
to da alternancia de temperaturas poderia aumentar o processo
de .crescimento doiembriéo,’o que “iria produzir uma ruptura da
casca, fato que poderia nao ocorrer com a mesma forga caso fos
se mantido um regime de temperatura cénstante (KOLLER, 1972).
Outra idéia proposta por TOOLE et al. (1956) € que intermedid

rios do metabolismo respiratorio poderiam se. acumular durante

o perifodo de alta temperatura do ciclo, que seria desfavoravel
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Para a germinagao. Esses intermediarios ficariam disponfveis
para o processo.de germinagao durante o periodo de baixa tempe
ratura, que € desfavoréve] pafa a respiragao. COHEN (1958) pro
pds que poderia existir, por exemplo, um precursor enzimatico,
que inibiria a germinacao no escuro. Este composto hipotetico

seria termolabil e poderia ser suficientemente modificado pela

mudancga de'temperatura permitindo que a germinagao se inicias-

se. MENEGHINI et al. (1968) postularam um modelo fisico-quimi-’

co para explicar a resposta de Rumex obtusifolius as temperatg\

ras alternadas. De acordo com esses autores haveria um interme

"diario, um inibidor, em um sistema de duas reagoes quimicas re

versiveis.

Essas respostas tem um significado ecologico. u
ma éltérnéncia diurna de temperatura € uma caracteristica co-
mum de todos os ambientes que e;t50'sob a influéncia do ciclo
diurno da energia-radiante solar. Parece prqvévél que o meca-
nismo de resposta de germinagao a regimes especificos de alter
nincia de temperaturas € de grande valor para as espécies em
caracterizar seus macro e micro ambientes. Mais importante ain
da € o provavel papel na cara?terizaggo do submicro ambiente,
uma vez que muitas sementes de plantas cultivadas exibem uma
profdndidade Gtima no sol%‘que permite a germinagao, a emergéen
cia da plantula e a sobrevivéncia. E provavel que o mesmo ocor

ra para plantas invasoras, na natureza. As alternancias dia-

rias na troca de energia entre a superficie do solo e o ambien

te resultam em alteracoes da superficie do solo, que sao trans

mitidas para as regioes mais profundas, onde as caracteristi-

cas fisicas do solo determinarao a temperatura. Certas semen-
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tes que requerem uma termoperiodicidade diurna para germinar |
rao enﬁontrar a condigao ambiental Stima quandd enterradas a u
ma profundidade especifica do solo de seu habitat (KOLLER,
1972). Para Rumex obiusifolius, FELIPPE (1980) concluiu que es
sa espécie fotoblastica positiva pode vir a germinar mesmo
quandovas sementes estiverem enterradas a uma determinada pro-
fundidade do solo onde as alternancias diarias de temperaturas

ainda se fazem presentes, fendmeno esse que € de grande impor-

tancia para a sobrevivencia da espécie.

As alternancias de temperatura nao tiveram efei
to em promover a germinacao de aquénios de Stevia rebaudiana
no escuro constante. Choques de temperatura nao promoveram a
germinagao de Stevia no escuro constante.

Com relagao a temperatura conclui-se que a maxi
ma germinagao de Stevia ocorre a 25°C. A maioria dos aquénios
dessa planta nao poderao germinar se4estiVerem enterrados no
solo, visto que a espécie é fotoblastica positiva e as alter-
ndncias de temperatura nao tém efeito em promover sﬁa germina-
¢ao. A germinagao da espécie também n3o € promovida por cho-
ques de temperatura. Dessa forma, os aquénios deyem permanecer
sempre sobre a superficie do solo para que ocorra sua maxima
germinagao.

Um grande ndimero de evidéncias demonstraram a
influéncia de fatores provenientes do embriao no desenvolvimen
to da atividade enzimatica em cotilédones e endosperma, ou Vvi-
ce-versa, atividade essa que muitos autores acreditam estar
sob controle hormonal (MAYER e SHAIN, 1974).

As giberelinas podem estimular a germinacao no-
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escuro, em sementes fbtoblésticas_positivas, mas nao esta elu-
cidado se essa resposta ocorre na ausencia de Fve (TAYLORSON e
HENDRICKS, 1977). |

o | As cifocininas, assim como outras substancias
hormonais, estao envolvidas em muitos fendmenos fisiologicos
tais como dorméncia de sementes e germinagao (TAYLORSON e HEN-
DRICKS, 1977). As citbqininés muitas vezes sao mais efetivas
que GA em neutralisar o efeito de inibidores tais como acido
abscfﬁico, em varios processos sensiveis a GA. Em sementes de
vérias;espécies, o etileno parece ser liberado durante a germi
‘nagao. Sementes dormentes parecem liberar menos etileno do que
sementes nao dormentes (TAYLORSON e HENDRICKS, 1977). 0 etile-
no nao afeta a germinagao de sementes de muitas espécies; en-
tretanfo pode estimular a de outras (TAYLORSON e HENDRICKS,
1977). o

0 etileno, a cinetina e o acido giberélico re-
verteram a dorméncia induzida por altas temperaturas em Lactu
. ea sativa cv. Premier Great Lakes (DUNLAP e MORGAN, 1977).

WEBB, STADEN e WAREING (1973) observaram alte
racoes nos niveis endégenos‘de citocininas, giberelinas e ini-
bidores da germinacao em sementes dormentes de Acer saccharum
submetidas a estratificagao.

Foi mostrado que ap6s choque de luz, em semen -
tes de Rumex obtusifolius havia um aumento na quantidade de ci
tocininas endogenas (STADEN e WAREING, 1972) e de giberelinas
(FELIPPE et al., 1970).

A aplicacao de auxinas em Sementes teh produzi-

do resultados ambiguos (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1975).

t .
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0 dcido abscisico (ABA) inibiu a germinagao de
Stevia rebaudiana em luz constante. 6BA e etrel n3ao tiveram e-.
feito sobre a germinagao de Stevia no escuro. Concentragoes de
AIA, acima de | mg/1 inibiram a germinagéo de Stevia no escuro
e GA3 na concentragéo.de 50 mg/1 promoveu.

Como se observa, a germinacao de Stevia rebau-
diana foi promovida pela luz vermelha e pelo GA3, que parece
‘substituir em parte o efeito da luz nessa espécie, atuando na
quebré da dorméncia imposta pelo escuro. |

A luz vermelha poderia entao atuér induzindo a
sintese de giberelinas. COOKE, SAUNDERS e KENDRICK (1975) ob-
servaram que folhas estioladas de trigo homogeneizadas,apresen
tam aumento no nivel de giberelinas quando tratadas com luz
vermelha. COOKE e SAUNDERS (1975) observaram também que a luz
vermelha aumenta o nivel de substancias semelhantes a gibereli
nas em folhas estioladas de trigo e que essas substancias sao
capazes de causar o desenrolamento de folhas mantidas no escu-
-ro, efeito caracteristico de giberelinas.

Em Stevia rebaudiana os resultados sugerem que
o fitocromo Fve esteja atuando na sintese ou liberagao de gibe
relinas, visto que tanto a luz vermelha como essa substancia
promovem a germinacao. Por causa da prékima relagao entre fito
cromo e giberelinas na germinacao, é provavel que a agao da
luz na estimulagao da germinagSo de sementes possa ser mediada
por aumento nos nfve}s endogenos de giberelinas. Esta hipotese
ainda n3o esti confirmada em sementes (TAYLORSON e HENDRICKS,
1977) mas os resultados obtidos neste trabalho dao margens a

futuros experimentos envolvendo a agdo da luz na sintese de gi
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berelinas de Stevia.

FELIPPE e LUCAS (1971) aventaram a hipotese de
que o esteviosideo pudesse ser um inibidor de germinagao. 0 es
teviosideo foi testado na germinagio de Laciuca sativa L cv.
Crespa de Picar, éucumis anguria L, Cucumis melo L, Rumex obtu
stfolius L e Stevia rebaudtiana Beft., observando-se que a ger-
minagao dessas espécies foi normal. Portanto o esteviosideo
nao deve ser um -inibidor de germfnagéo.

A observagao de aquénios escuro$ clarificadosA
de Stevia rebaudiana mostrou que 16 a 59 por cento desses équé
nios sao estéreis e por esse motivb nunca se obtem 100 por cen
to de germinagdo visto que é impossivel se'distinguir aquénios
férteis de aquénios escuros estéreis, sem se utilizar métodos
de clarificacao. Durante a reprpdu§50 sexuada em Stevia podem
ser formados aﬁuénios férteis, aquénios escuros estéreis e a-
quenios claros estéreis, conforme foi mostrado, em detalhe,por
MONTEIRO (1980, tese de mestrado, inédito).

ZAIDAN et al. (1980) observaram que o esteviosi
deo ocorre nas partes aéreas de plantas de Stevia e esta ausen
te na parte radicular. No presente trabalho foi verificado que
o esteviosideo também esta presente nos tres tipos de aquenios
de Stevia rebaudiana. Uma vez que o esteviosideo foi detectado
também em aquénios claros estéreis, parece que esse glucosideo
ocorre na parede do aquénio (pericarpo) visto que estes nao a-
presentam embrioces. |

A presenga de substSncias'com atividade gibere-
lIinica foi observada somente em extratos de aquénios férteis.

Nos experimentos de germinagao observou-se que GA3 na concen-
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tragao de 50 mg/1 pode substituir a luz, promovendo a germina-
¢ao de aquénios de Stevia em condi¢des nao indutoras. E prova-
vel que a presenga de giberelinas séja uma condicao imprescin-
- divel para a germinagéo desses aquénios e pode-~se concluir por
esses resultados que sua ocorréncia est3 restrita ao embriao
visto que extratos de aquenios ;laros e de aquenios escuros es
téreis nao apresentaram picds de promogao de crescimento de hi
lpocétilo de alface. |

| A presenga de indol-3-acetonitrila foi verificiu
da em gxtratosdos tres tipos de aquénios de Stevia rebdudiana
‘'usando-se reagentes cromogénicos. Essa substancia parece ocor-
rer na parede do fruto visto que aquénios Elafos também a pos-
suem, |

lndol-3-acetonitrila é uma auxina que foi isola

da por JONES, HENBEST, SMITH e EENTLEY, em 1952, a partir de
folhas e caules de Brassica oleracea. A presenca de uma substan
cia com alta atividade de auxina em extratos ja havia sido ve-
rificada também em espécies de outras Cruciferae, como rabane-
te, couveflor e nabo (JONES et al., 1952).

Essa substancia € sintetizada a partir do trip-
tofano via glucobrassicina ou indol-3-acetaldoxime (SCHNEIDER
e ‘WIGHTMAN, 1974). Através da enzima nitrilase ocorre a conver
sao de indol=-3-acetonitrila a acido-indol-3-acético (THIMANN e
MAHADEVAN, 1964). Essa enzima parece ter distribuigdo bastante
limitada, sendo que apenas alguns membros de Gramineae, Cruci-
ferae e Musaceae parécem contd-1a (RAJAGOPAL e LARSEN, 1972).

RAJAGAPAL e LARSEN (1972) fnfiltraram tecidos

vivos de diversas espécies que representam 17 familias, com in
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dol-3-~acetaldoxime e observaram que 8 -espécies acumularam
IAN. Dentre essas espécies estd Helianthus annuus, da famflia -
Compositae. Nessa planta, o indol-acetaldoxime foi convertido
em AlA, mas houve acumulo de !AN em extratos de gemasvapicais
e cotilédones. Parece que na maior parte das espécies estuda-
das ocorreu a formagao de AIA via indol-3-acetaldeido. Esses
autores sugerem que o caminho metabolico via IAN pode bperar a
penas em circunstancias especiaié, mas € provavel que seja de
importancia limitada. LIVERMAN e DANNENBURG (1957) sugeriram
que a formacao de nitrila poderia funcionar coﬁo um mecanismo
‘de controle dos niveis de AIA nos ‘tecidos., Uma vez que a germi
naéSo de Stevia em condigoes nao indutoras foi totalmente ini-
bida pelo AIA em concentragoes de 1 mg/1 a formagao devnitrila
nesses>frutos poderia realmente ser uma forma de evitar o acgu-
mulo de AlA nesses tecidos.

Nao foi possivel confirmar a presencga de  AIA
nos extratos dos tres tipos de aquenios de Stevia rebaudiana,
'por meio da cromatografia em camada delgada. Esses dado§ pode-
riam sugerir que a enzima nitrilase nao estaria presente nes-
ses aquenios de maneira que ocorre um acimulo de IAN.

0 papel das auxinas no crescimento de rafizes foi
bastante discutido por RBERG (1957). A estimulagao do <cresci-
mento de rafzes por baixas concentragoes de auxinas foi verifi
cada em diversas espécies. Foi mostrado que em HelZanthus an-
nuus AlA a ]O—IIM, durante um periodo de crescimento de 5 ho-
‘ras promoveu fortemente o crescimento das rafzes. 0 crescimen-
to longitudinal de rafzes de plantas intactas submetidas a bai

xas concentracoes de auxinas foi estudado especialmente em a-



griao e a estimulacao foi usada como um critério pelo qual as

auxinas verdadeiras podem ser diferenciadas de inibidores que’

atuam no crescimento de raizes. Em raizes de agriao com um com

primento inicial de 5 mm e crescendo por um periodo de 17 ho-.

ras em papel de filtro umedecido, observou-se uma estimulagao
maxima de crescimento de cerca de 15 por cento quando se apli-
cou 5,7 x IO-IIM de AIA. Em alguns casos, a estimulacao do
crescimento parece surgir apenas depois do desaparecimento da
auxina aplicada ao meio. Tais efeitos podem ser interpretados
como uma adaptacdo das rafzes a altos niveis de auxinas e logo
s3o compativeis com o classico efeito da regulacao do cresci-
mento de rafzes pelas auxinas (RBERG, 1957).

Em segmentos isolados de raizes, observou-se que
AlA na concentracao de 10-9M promove o crescimento em 30 por
cento. Esses fatos sugerem uma curva 6tima para crescimento
de raizes, como aquela para caules, mas com o ponto 6timo des-

locado para cerca de 0,02 ﬁg/l, ou 10_]0

M de AIA (THIMANN,1972)

0 fato de que auxinas em concentragdes méis ele
vadas inibem o crescimento de raizes de plantulas dé aveia po-
de ser devido a um eféito indireto das auxinas via etileno

(THIMANN, 1972).

Foi verificado que indol-3-acetonitrila inibe o

crescimento de raizes de plantulas de aveia de maneira seme- .

lhante ao AIA, enquanto que no agriéo,‘o efeito de inibigcao €
60 a 100 vezes menor do que o AIlA (ABERG, 1957).

Neste trabalho testou-se o efeito de indol-3¥3
cetonitrila no crescimento de radiculas de plSntufas intactas

de alface e observou-se que a concentragSo de 0,07 mg/1 promo-
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Veu o crescimento das‘radfculas de alface em 10 por cento. Con-
centracoes de 0,31 mg/1 e 0,625 mg/! inibiraﬁ o créscimento de
radiculas de alface.

Extratosdos tres tipos de aquénios de Stevia re
baudiana apresentam uma fegiéo de promogao de crescimento de ra
diculas de plantulas de alface. A promo¢ao € menor em extratos
de aqueénios claros e maior em exfratos de aquenios férteis. Pe-
la cromatografia em camada delgada verificou-se que os tres ti-
pos de aquénios de Stevia rebaudiana apresentam inddl-3-acetoni~
"trila na regiao entre os Rfs 0,80 e 1,00. Embora essa substan-
cia parega ocorrer na parede do fruto € possivel que o embriao
também a contenha, visto que extratos de aqﬁénios ferteis apre-
sentam maior promog¢ao do crescimento da radficula. 0s resultados
sugerem que essa substancia poderia estar pfomovendo o cresci-
mento de radiculas de alface. Entretanto, a promogao observada
em biotestes onde se verificou o efeifo-dos extratos sobre o
crescimento de radiculas € muito maior do que a promogao encon-
frada quando se utilizaram solugoes de 1AN. Nos cromatogramas
ficou bem nitida a presenca de outras substancias nos extratos
dos tres tipos de aquénios, na referida regiao. Observou-se tam
bém que nos extratos de aquénios escuros foram detectadas tres

substancias nessa regiao, incluindo o IAN e que nos extratos de

aquénios claros foram detectadas apenas duas. E possivel que o-

corra uma interacao sinergistica entre essa auxina e outras subs

tancias presentes no extrato, de forma que ocorra uma intensifi
cagao da promocao do crescimento da radicula. Um resultado dife

rente foi encontrado por FELIPPE et al. (1971). Esses autores

verificaram que havia um inibidor do crescimento da radfcula de
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alface em extratos de aqu?nios escuros de Stevia, entre os Rfs
0,80 e 0,90, no sistema de solventes que utilizaram. Sugeriram
também que este inibidor poderia ser o responsivel pelo apareci
mento de plantulas de Stevia com radiculas atrofiadas e que tal
efeito pudesse ser causado pelo esteviosideo.

Foi observado neste trabalho que n3o ocorreu i-
nibigao do crescimento de radiculas de alface na regiao corres-
pondente ao esteviosideo, portanto, nao € essa substancia a res
ponsavel pelo aparecimento de plantulas de Stevia com radfculas‘
‘atrofiadas. E possivel que nos biotestes realizados por esses
autores, a substancia presente nessa regiao tenha se concentra-
do de tal forma quevdurante a realizagdo do bioteste as plantu-
‘las de alface tenham absorvidovuma concentragao supraotima des-
sa substancia de forma que ocorreu uma inibicao do crescimento
das radiculas.

0 aparecimento de plantulas com radiculas atro-
fiadas em placas de Petri também poderia ser devido aos altos
nfveis endogenos desse hormonio em aquenios férteis.

0 fotoblastismo positivo em aquénios de Stevia
rebaudiana foi confirmado nesse trabalho onde'fibou também esta
belecido que a temperatura ideal para a germinagao de aquénios
dessa planta, sob luz branca constante & 25°C. A germinagao €
promovida pela luz vermelha ¢ GA3 pode substituir parcialmente
o efeito promotor da luz. Pelos resultaaos obtidos em bioen-
saios e cromatogramas de extratos de tres tipos de aquénios de
Stevia ficou evidenciada a presenca de uma substancia promotora

de crescimento de radiculas de alface, possivelmente uma auxi-

na, indolacetonitrila.
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RESUMO

A 25°C, os aquénios de Stevia rebaudiana Bert.
sdo fotoblasticos pesitivos. Luzes verde e azul nao afetaram a
germinagao, a qual era promovida por 1luz vermelha e inibida
por vermelho extremo. Choques de vermelho extremo reverteram o
efeito promotor de vermelho. 0 efeito promotor de vermelho nao
foi revertido pela luz azul. | |

Em temperatura constante, sob luz branca, a me-
lhor porcentagem de germinagao ocorreu a 25°C. As temperaturas
de 5 e 40°C inibiram totalmente a germinaéSO. 0 efeito de tem-
peraturas alternadas foi verificado em aquénios mantidos no es
curo. Nenhum dos pares de'tempgraturas utilizados promoveu a

°c

germinagao de Stevia no escuro.'Choques curtos de 45°C e 0
nao afetaram a germinagao de Stevia,vno escuro.

Acido abscfsiéo inibiu a germinagao de aquénios
mantidos em luz.

Em aquénios mantidos no escuro constante, a ger
minagao foi promovida por acido giberéfico na concentracio de
50 mg/1. Etrel e 6 benzil adenina em concentragdes baixas nao
afetaram a germinacao, enquanto que écidé indol-3-acético na

concentrac3o de | a 10 mg/1 inibiu a germinagdo no escuro (em

relagao ao controle).

A germinagao a 25°C em luz branca foi sempre ao
redor de 40 a 60 por cento. Pela clarificagdo dos aquénios foi
demonstrado que apenas 40 a 60 por cento dos aquénios escuros

eram férteis. .
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Esteviosideo, em varias concentragoes, foi tes-
tado na germinagao de Stevia rebaudiana Bert., Rumex obtusifo-
lius L, Cucumis melo L, Cucumis anguria L e Lactuca sativa L.
c.v. Crespa de Picar. 0 esteviosideo nao afetou a germinacgao
de nenhuma das espécies estudadas.

Por extragao, com o uso de cromatografia (uni e
bidimensional) e revelagao por antrona, ficou dgmbnstrado que
os tres tipos de aquénios de Stevia (claros, escuros esteéreis
e férteis) possuem esteviosideo.

Utilizando o biensaio do hipocétilo_de alface,
foram detectadas substancias giberelinicas somente nos aque-
niés férteis.

Foi verificado que os extratos de tres tipos de
aquénios promoviam o crescimenté de radfculas de alface,dando,
portanto a idéia de que és extratos possuiam_alguma substancia
auxinica.

Através de cromatografia (uni e bidimensional)
com diferentes sistemas de solventes e revelagao por metodos
quimicos foi mostrada a existéncia de uma substénéia apresen-

tando o mesmo Rf e a mesma cor que o padrao de indol-3-acetoni

trila, nos extratos dos tres tipos de aquénios.
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SUMMARY
Achenes of Stevia rebaudiana have been shown to

exhibit a positive 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.

Exposﬁre to far red reversis the promotive
effec£ of red'light, whilst blue light has no such action.

Under.white l}ght at constant,teﬁperature

. . . ' o R . .
maximum germination rate occurs at 25°C, and germination is

completely inhibited at 5°¢ and L40°C.
| The effect of a varying temperature was
investigated by mantaining achenes in darkness and comparihg
germination in a series of diurﬁal temperature ranges. None of
these treatments promoted germination. Exposuré to short
periods of 45°C and 0°C likewise did not promote germination.
It was established that abscisic acid inhibits
‘germiﬁation'in light whilst gibberellic acid at 50 mg/1
promoted germination in darkness. Ethrel and 6-Benzyladenine at
low concentrations did not affect germination but IAA at
concentrations of 1 - 10 mg/1 inhibited germination in darkness.
Germination under white light at 25°C was
always of the order 40 - 60%. It was subsequently established
by using a clearing-équash technique that only 40 - 60% of
achenes have fﬁlly formed embryos, whilst the remainder are
inviable due to mal-formation.of the embryo. |

The effect on germination of stevioside at
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various concentrations was tested with seeds of Stevia rebau-
diana Bert, Rumexz obtusifolius L, Cucumis melo L, Cucumis angu
ria L and lettuce cv. Crespa de Picar. It was concluded that
stevioside has no effect on the germination of any of these
species. |

Chromatographic analysis (one and two dimension
with anthrona's reagent) of écheﬁe extracts indicated that both
fertile and steri[e achenes contain stevioside, whilst lettuce
hypocétyl bioassay showed gibberelin-like substances to be
present only in fertile achenes. It was established that
extracts from cell types of achenes which contain an auxin-like
substance promoted growth of the roots of lettuce seedlings.
Analysis by thin-layer chromatography under different solvent
systemé revealed a substance with the Rf and colour reaction

characteristic of I|AN.
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