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RESUMO
A Stevia rebaudiana, um arbusto que tem na producgdo de esteviosideos seu principal

produto de interesse, foi objeto deste trabalho. Considerando sua cadeia produtiva, existem
lacunas que necessitam pesquisas, tanto no aspecto agrondmico, como o emprego de espécies
fingicas micorrizicas, quanto procedimentos pds-colheita, dos quais a secagem ¢ um dos
fatores. O presente trabalho teve como objetivos, identificar uma espécie de fungo micorrizico
arbuscular eficiente e sua relagdo com o desenvolvimento ¢ concentragao de esteviosideos em
plantas de estévia, cultivadas em campo, hidroponia e aeroponia, selecionar substrato
adequado para o desenvolvimento da colonizacdo micorrizica, avaliar sistemas de secagem no
teor de esteviosideos e determinar as isotermas de sor¢ao da estévia.

Para selecdo de fungo micorrizico foram testadas sete espécies, sendo cinco de um
banco de culturas e duas isoladas da propria cultura da estévia. O ensaio foi conduzido em
casa de vegetagdo em vasos com solo esterilizado e cinco repeti¢des. Foram determinados a
massa seca total da parte aérea e de folhas, teor e quantidade acumulada de esteviosideos nas
folhas e colonizagao micorrizica. Para selecdo de substratos, foram testados nove produtos
comerciais, utilizando-se como planta indicadora uma graminea (Brachiaria humidicola) e
como parametro avaliado a taxa de coloniza¢do fingica no sistema radicular.

Plantas de estévia inoculadas ou ndo com o fungo micorrizico Glomus intraradices
foram cultivadas em trés sistemas distintos, campo, aeroponia e hidroponia. Foram realizadas
trés colheitas em épocas distintas e determinada a massa da matéria seca total da parte aérea e
de folhas, teor e acimulo de esteviosideos nas folhas e colonizagdo micorrizica.

Foram testados trés processos de secagem, ao sol, secador a gas e estufa elétrica com
circulagdo for¢ada de ar, a temperatura de 45°C. Os processos foram avaliados em fun¢io do
teor de esteviosideos nas folhas. A determinacdo da umidade de equilibrio nas folhas de
estévia foi realizada nas temperaturas de 30 e 45°C e, as isotermas de sorgdo foram tratadas
com os modelos matematicos de BET, BET linear, Peleg, GAB, Halsey, Langmuir, Oswin,
Henderson e Chung e Pfost.

A espécie Glomus intraradices foi a mais eficiente para o desenvolvimento da estévia
e acumulagdo de esteviosideos. O substrato Rendmax Citrus sem adubagdo propiciou as

melhores condigdes para a colonizagdo micorrizica nas raizes da graminea.
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Dentre os sistemas de cultivo estudados a hidroponia mostrou-se o menos eficiente
para o cultivo de estévia. Em aeroponia obteve-se maior produtividade em termos de matéria
seca da parte aérea, enquanto no campo maior quantidade acumulada de esteviosideos.

Nao se observou diferenca entre a secagem na estufa e no secador para qualquer das
épocas de colheita. O teor de esteviosideos nas folhas de plantas secadas ao sol foi sempre
inferior, com perda de até 20% em relagdo aos outros dois sistemas.

Os modelos que apresentaram melhor ajuste, nas temperaturas de 30 e 45°C, foram
GAB e HALSEY. O modelo BET LINEAR também mostrou bom ajuste, mas somente para a
temperatura de 45°C.

Palavras chaves: estévia, micorriza arbuscular, pos-colheita, cultivo, campo, aeroponia,

hidroponia, umidade de equilibrio, secagem, substrato.
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ABSTRACT

Stevia rebaudiana, a shrub mostly interesting for its production of steviosides, was
the object of this work. In regard to its productive chain, further researches must be done, not
only in agronomical aspects, but also in the utilization of mycorrhizal fungal species, as well
as in the post-harvest processes, namely the drying one. The present work aimed at the
identification of an efficient arbuscular mycorrhizal fungal species and its influence in the
development and concentration of steviosides in stevia plants grown in hydroponic and
aeroponic systems; to select an adequate substrate for the development of mycorrhizal fungi;
to evaluate drying systems in steviosides rates and to determine stevia’s isotherms of sorption.

For the mycorrhizal fungi selection seven species were tested, five from a germplasm
bank and two were isolated from their own stevia culture. Five assays in pots with sterilized
soil were carried out in a greenhouse. The total dry mass of the aerial parts and of the leaves,
the rate and accumulated quantity of steviosides in the leaves as well as the mycorrhizal
colonization were determined. Nine commercial substrates were tested for the rate of
colonization of the root system of an indicating gramineous plant (Brachiaria humidicola).

Stevia plants that were inoculated (or not) with the mycorrhizal fungus Glomus
intraradices were cultivated in three different growing systems, field, aeroponic and
hydroponic. Three harvests were carried out in different periods and the total dry mass of the
branch and leaves sections, contents and accumulated steviosides in the leaves and
mycorrhizal colonization were determined. Three processes for drying leaves were tested: by
sunlight, gas dryer and electrical stove with forced air circulation, at 45°C. The processes were
evaluated in relation to the steviosides rate of the leaves. The equilibrium moisture content for
stevia leaves was done at 30°C and 45°C, while the isotherms of sorption were tested for the
best fit by mathematical models of BET, BET linear, Peleg, Gab, Halsey, Langmuir, Oswin,
Henderson and Chung and Pfost.

The Glomus intraradices species was the most efficient for the stevia development
and accumulation of steviosides. The Rendmax Citrus substrate without manure rendered the

best conditions for the mycorrhizal colonization in the gramineous roots.
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Among the growing systems studied, hydroponics turned out to be the least efficient
for stevia cultivation. Aeroponics brought the highest production in terms of dry mass from
the aerial parts, while in the field a larger accumulated quantity of steviosides was obtained.

No difference was observed between the stove and gas drying processes at any of the
harvesting periods. The steviosides rate from the leaves dried by sunlight was always inferior,
coming to a loss of 20% in relation to the others.

The best fit models were GAB and HALSEY. The BET LINEAR fitted by 45°C.

Key-words: Stevia, arbuscular mycorrhiza, post-harvest, cultivation, field, aeroponics,

hidroponics, equilibrium moisture content, drying, substrate.
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1. INTRODUCAO

Estudos com plantas medicinais vém aumentando consideravelmente nos ultimos
anos, principalmente nos aspectos relacionados a adaptabilidade e ao cultivo destas plantas em
substituicdo ao extrativismo que ainda impera com inumeras espécies vegetais, vem
aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Atualmente, dentro do conceito de
qualidade de vida, existe a preocupagdo com a qualidade do produto a ser consumido,
portanto, a cadeia produtiva de plantas medicinais, do cultivo & comercializacdo, deve ser
muito bem estudada e todas as etapas do processo devem ser consideradas, para que o produto
tenha a qualidade e eficiéncia esperada pelo consumidor final.

Entre as culturas estudadas neste sentido estd a Stevia rebaudiana, um arbusto que
tem na producdo de esteviosideos seu principal valor econdmico e social. Este acucar
glicosidico ¢ 300 vezes mais doce que o acuicar de cana-de-agucar, sendo anticarie e nao
toxico, ocupando lugar de destaque como substitutos de edulcorantes sintéticos como a
sacarina, ciclamatos e aspartame, além disso, ndo sdo metabolizados pelo corpo humano.
Além desta aplicabilidade a planta também ¢ utilizada no Brasil em outras funcdes
terap€uticas, como acdo cardiotonica, diabética, diurética, hipoglicémica, vasodilatadora,
antimicrobiana, entre outras descritas na literatura (VALOIS, 1992; MAGALHAES, 2000).

Analisando a cadeia produtiva dessa planta observa-se lacunas tecnologicas, nas fases
de pré-colheita a pos-colheita. Isso requer a formulacdo de um programa de pesquisa e
desenvolvimento de modo a harmonizar o processo do aproveitamento racional da
esteviacultura e dos seus produtos. O cultivo da estévia permite a agregacdo de valores
levando a geragdo de beneficios socioecondmicos e ambientais (LIMA FILHO et al., 2004).

Dentre as tecnologias que poderdo ser empregadas, a utilizacdo de microrganismos
em associagdo simbidtica com a planta torna-se importante, permitindo melhor
desenvolvimento da cultura e ganhos na concentragdo de esteviosideos em suas folhas, bem
como maior resisténcia as condi¢des ambientais adversas e doencas.

Micorrizas sdo associacdes simbioticas que se estabelecem entre as raizes da maioria
das espécies vegetais e fungos do solo. Essas associa¢des caracterizam-se pela translocagao de
nutrientes em movimentos bidirecionais. De um lado, o fluxo de carboidratos para o fungo e

de outro lado, os nutrientes inorganicos para as plantas. Como resultado, plantas colonizadas



com fungos micorrizicos, comumente denominadas plantas micorrizadas, tornam-se mais
competitivas e tolerantes as condi¢cdes ambientais adversas.

Durante os ultimos anos tem se conseguido substancial progresso na compreensao da
simbiose micorrizica e estes avancos esbocam tendéncias do futuro das pesquisas dessa
associacao universal fungo/raiz com énfase para: (i) biologia da populagdo de fungos
micorrizicos; (ii) os processos bioldgicos basicos como o desenvolvimento da compatibilidade
e do sinergismo entre organismos, € os programas genéticos e celulares envolvidos; (iii) papel
da micorriza na adaptabilidade da planta ao estresse e na qualidade do solo, assim favorecendo
a sustentabilidade; (iv) papel da simbiose na evolucdo da vida; (v); interacdes na
micorrizosfera; (vi) tecnologia micorrizica visando promover praticas sustentaveis em
sistemas de producdo das plantas, bem como em esquemas de conservagdo e restauracdo do
ecossistema; e (vii) simbiose micorrizica como um modelo para compreender outros tipos de
associagdes planta-microbio. O impacto advindo destas pesquisas permitirdo melhorar o
conhecimento basico da ciéncia na producdo sustentavel de alimentos e na promog¢ao da
qualidade ambiental, e foram os principais objetivos do V Congresso Internacional sobre
Micorrizas (ICOM 5, 2006).

A cultura da estévia, que por natureza apresenta grande variabilidade genética, pode
ser favorecida se mudas forem obtidas em condi¢des de ambientes protegidos e em substratos
favoraveis ao seu desenvolvimento e de fungos micorrizicos arbusculares. Tais condi¢des
poderdo refletir em plantas resistentes, adequadas as condi¢des de cultivo e com melhor
produtividade.

Entretanto esses substratos podem nao ser adequados ao cultivo da cultura, seja por
aspectos nutricionais ou pela qualidade fitossanitaria. E importante salientar que atualmente o
aspecto fitossanitario vem sendo intensamente discutido entre empresas e governo, justamente
visando melhor controle de qualidade e evitando desta forma a propagagdo de doencas ou de
plantas invasoras. Neste sentido, o emprego de substrato inerte, ou seja, ndo obtido por meio
da compostagem de cascas, isento de contaminantes e que permitisse o desenvolvimento
adequado das mudas e fungos micorrizicos, seria muito interessante.

Considerando-se ainda a cadeia produtiva da estévia, e tdo importante quanto os
aspectos descritos acima, estdo os processos pos-colheita, pois procedimentos inadequados

poderiam levar a perder todo o esforgo feito durante a fase de cultivo. Dentre esses processos,



o conhecimento da umidade de equilibrio (UE) das folhas da cultura de estévia permitira
melhorar os procedimentos de secagem, embalagem e armazenagem.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram:
A ) relacionados a estévia
- selecionar fungo micorrizico arbuscular para estévia;

- avaliar a influéncia da inoculacdo de fungos micorrizicos e sistemas de cultivo na

producdo de biomassa e concentracao de esteviosideos em estévia;

- determinar a UE em folhas de estévia a 30 ¢ 45°C;

- avaliar a influéncia de diferentes sistemas secagem no teor de esteviosideos.
B) relacionados a substratos

- selecionar substrato que permita o estabelecimento e desenvolvimento da

colonizagao radicular por fungos micorrizicos arbusculares.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estévia

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, ordem Capanular, pertence a familia Compositae
(Asteraceae) sendo conhecida desde épocas remotas pelos indios Guaranis por Kaa-hé-¢€, que
significa erva-doce. A estévia, como ¢ conhecida no Brasil, ¢ uma espécie herbacea, ereta, de
raiz pivotante perene e parte aérea anual, alcancando até aproximadamente 0,90m de altura. E
uma espécie de dias curtos, ou seja, em dias com menos de 12 horas de luz, a estévia floresce.
As folhas sdo pequenas, medindo 30 a 50mm de comprimento e 10 a 15mm de largura,
simples, sésseis e com disposicdo oposta em vértices alternados. Possui flores com pétalas
brancas reunidas em capitulos terminais ou axilares. Os frutos sdo do tipo aquénio com cinco
vértices quase uniformes, delgados e plumosos, com cerca de 2,5mm de comprimento
(MAGALHAES, 2000).

E uma espécie nativa do continente sul-americano, habitando pastagens arenosas e
umidas nas encostas da serra do Amambai, nordeste do Paraguai, nos limites da fronteira com

o Brasil. E de clima sub-tropical, quente e imido, devendo-se evitar regides de clima frio.



Pouco exigente em tipo de solo, preferindo aqueles levemente acidos, argilo-arenosos ou
argilosos, imidos e bem drenados (MAGALHAES, 2000).

O interesse pela estévia estd no fato de suas folhas possuirem diversos compostos
glicosideos ndo caloricos (esteviosideos e rebaudiosideos), alguns com poder adocante cerca
de 300 vezes maior que a sacarose. Todos estes compostos estdo presentes, principalmente,
nas folhas, e o seu contetdo podendo variar de 4 a 20% da massa seca das folhas,
dependendo do cultivar e das condi¢des de cultivo (MAGALHAES, 2000; GEUNS, 2003).

Todos os glicosideos diterpenos tém em comum o esteviol e diferem no conteudo de
residuos de carboidratos, mono, di ou trissacarideos de glicose nas posi¢does C13 ¢ C19
(Figura 1). O principal glicosideo diterpeno ¢ o esteviosideo (5-10%), rebaudiosideo A (2-
4%), rebaudiosideo C (1-2%) e, dulcosideo A (0,4-0,7%) (KOCHIKYAN, et al. 2006).

O Japao ¢ o maior consumidor mundial do agucar esteviosideo importando, o que ¢
produzido pelo Brasil, Paraguai, Estados Unidos, Coréia, Malésia entre outros. Em 09/10/1986
o Governo Federal brasileiro autorizou o consumo desses agucares na proporcao de 5,55mg/
peso corporeo/dia (VALOIS, 1992).

Estudos agrondomicos com estévia foram conduzidos por LIMA FILHO e
MALAVOLTA (1997) e LIMA FILHO et al. (1997a,b), onde foram avaliados aspectos de
absor¢do e acumulagdo de macro e micronutrientes, bem como aspectos de desordens
nutricionais, possibilitando o cultivo adequado da mesma. Segundo LIMA FILHO et al.
(2004) o cultivo da estévia possui potencial de agregacao de valor, favorecendo a geragdo de

renda, empregos, servigos entre outros beneficios para a sociedade.
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2.2 Micorrizas
O termo micorriza refere-se a uma associacao simbiotica entre plantas e fungos que

colonizam o tecido cortical das raizes durante o periodo de crescimento ativo da planta. Esta
associagdo caracteriza-se pelo movimento de carbono produzido pela planta para o fungo e
nutrientes minerais, principalmente fosforo, zinco e cobre, além da agua, adquiridos pelo
fungo para a planta. Estima-se que 95% de todas as espécies de plantas caracterizadas em
género formam micorriza. A condi¢ao micorrizica ¢ uma regra, ndo uma excecao.

Os principais efeitos desta simbiose podem ser caracterizados pelo maior crescimento
e produtividade da planta, aumento na absor¢do de nutrientes pouco moveis, maior tolerancia
ao estresse hidrico, maior nodulacdo, atividade da nitrogenase e teor de nitrogé€nio por
leguminosas, maior resisténcia a pragas e doencas, possiveis modificagdes anatomicas,
bioquimicas e fisioldgicas da planta, e ainda, por meios de suas hifas externas participam da
agregacao de particulas do solo e estabilizagdo de agregados (SILVEIRA, 2000).

Em solos pobres em nutrientes e deficientes em agua, essas hifas incrementam a
absor¢ao dos mesmos possibilitando melhor desenvolvimento da cultura. Desse modo, plantas
micorrizadas sdo mais competitivas e suportam melhor as condi¢cdes ambientais adversas que
plantas ndo micorrizadas. Isto pode ser observado em solos tropicais, mais precisamente, em
pastagens no cerrado, onde a inoculacdo de Acaulospora scrobiculata promoveu o
desenvolvimento da graminea (Panicum maximum) e da leguminosa (Centrosema pubescens)
estando elas consorciadas ou ndo (PORTUGAL, 1988).

Plantas introduzidas em solos com baixas populacdes de fungos micorrizicos ou
contendo espécies ineficientes podem melhorar a probabilidade de sucesso na introdugdo e no
desenvolvimento se inoculadas com fungos micorrizicos eficientes (GERDEMANN, 1975;
ABBOTT e ROBSON, 1978; HALL, 1979).

Levantamento sobre a ocorréncia de espécies de plantas tropicais brasileiras,
naturalmente infectadas com fungos micorrizicos arbusculares (MA) foi descrito por ST.
JOHN (1980). Todas as espécies foram coletadas no campo e eram nativas, algumas
economicamente importantes. As coletas foram feitas na regido da Amazonia Central,
préximo a Manaus, outras em Belém (Pard) e também em vérias partes da regido cacaueira do
sul da Bahia; em todas estas regides a vegetacdo nativa tipica é a floresta imida de baixio.

Entre as espécies descritas estd o caju, manga, pau d’arco, oitil, mandioca, mamona, bambu,



braquidria, capim limao, abrico, matamatd, cravo-da-india, jambo, pimenta-do-reino, guarana
entre outras.

Existem trabalhos conduzidos no Brasil demonstrando a ocorréncia de fungos MA
em regides de reservas biologicas. BONOMI e TRUFEM (1983) observaram a presenga
desses fungos na reserva biologica de Moji-Guagu, SP, uma regido tipica de cerrado. Nesse
levantamento identificaram 24 espécies de fungos na rizosfera de 62 espécies de plantas,
pertencentes a 32 familias fanerogamicas. Entre as espécies vegetais pode-se citar Copaifera
langsdorffii (copaiba), Stryphnodendron adstringens (barbatimao), e outras tantas variedades
utilizadas para reflorestamento, paisagismo e fornecimento de madeira. As espécies de fungos
mais freqiientes foram Gigaspora calospora, Gigaspora heterogama e Gigaspora nigra.

TRUFEM (1995) também fez um trabalho no Parque Estadual da I1ha do Cardoso no
Estado de Sdo Paulo coletando amostras da rizosfera de 535 plantas. As espécies fungicas
mais abundantes foram Glomus intraradices, Glomus macrocarpum, Scutellospora gilmorei,
Acaulospora elegans e Acaulospora mellea. As espécies vegetais que apresentaram maior
diversidade de espécies fungicas foram Diodia radula, Cordia radula, Cordia verbendcea e
Symphyopappus cuneatus.

Em 1979, FERRAZ avaliou a ocorréncia de fungos micorrizicos em algumas culturas
da Amazoénia, como o guarana (Paullinia cupana H.B.K. var. sorbolis, pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.), malva (Urena lobata L.) e juta (Corchorus capsulares L.). Observou-se a
predominancia de espécies fungicas do género Acaulospora e a ocorréncia de infecgdo
radicular em todas as espécies descritas com énfase para guarana (89%) e malva (57%).

Correlagdes positivas entre a concentracao foliar de Ca, Mg, P e Cu para o cupuagu
(Theobroma grandiflorum) de Ca, Fe, Zn e Cu para o guarand (Paullinia cupana) e a presenca
de colonizagdo micorrizica, foram constatadas por OLIVEIRA e OLIVEIRA (2004) em um
sistema agroflorestal em Manaus/AM.

Nos Estados de Azad Jammu e Kashmir na India, conhecidos pela riqueza em plantas
medicinais e aromaticas, foram avaliadas 76 espécies de plantas quanto a presenca de
colonizacdo micorrizica. Verificou-se que a infestagdo radicular do fungo foi universal,
ocorrendo em todas as plantas e nos diferentes habitats, e a extensdo da colonizagdo variou

com o tipo de solo e as espécies vegetais ( GORSI, 2002).



Entre as ornamentais foram observadas variacdes de morfologia da infeccido bem
como diferengas nos niveis de infeccdo entre os 30 cultivares amostrados de Narcissus L.
Tulipa L. e Crocus L. como observado por CHILVERS e DAFT (1981).

Poucos sdo os estudos sobre a interagdo entre fungos MA e plantas medicinais, mas
efeito positivo da presenga do fungo pode ser observado em todos os trabalhos revistos, como
o descrito por CAMPRUBI et al. (1991), que constataram aumento na produgdo de matéria
seca da parte aérea e raiz pela inoculacdo de Glomus mosseae em Salvia officinalis, Artemisia
dracunculus, Thymus vulgaris e Ocimum basilicum, na comparacdo com o tratamento ndo
inoculado. Resultados semelhantes foram observados por SAILO e BAGYARAIJ (2005)
quando estudaram a influéncia de 11 diferentes espécies de fungos micorrizicos em Coleus
forskohlii, com destaque para Glomus bagyarajii seguido por Scutellospora calospora como
os melhores em termos de producdo de biomassa, absor¢do de fésforo e conteudo do alcaloide
forskolin.

Castanospermina, alcaldide do tipo indolizidino, sintetizado pela Castanospermum
australe e efetivo contra o virus da AIDS, teve seu conteudo aumentado nas folhas, bem como
o conteudo de P e o desenvolvimento da plantas, quando inoculadas com Glomus intraradices
e Gigaspora margarita, como constatado por ABU-ZEYAD et al. (1999).

A concentragdo e a qualidade de dleo essencial também podem ser influenciadas pela
presenca de fungos MA. KAPOOR et al. (2002b), estudando Coriandrum sativum,
observaram que a concentragdo de o6leo foi 28% superior ao controle com a inoculagido de
Glomus macrocarpum ¢ de 43% com a presenga de Glomus fasciculatum. Observaram
também alteragdes qualitativas no 6leo, com aumento nas concentragdes de geraniol e linalol
nas plantas colonizadas com G. macrocarpum e G. fasciculatum, respectivamente.

Os mesmos autores (KAPOOR et al., 2002a), estudando os mesmos fungos citados
acima, obtiveram resultados semelhantes para Anethum graveolens ¢ Trachysoermum ammi
onde a micorrizacdo permitiu incremento na concentracdo de dleo essencial de 90% para A.
graveolens e de 72% para T. ammi, sendo que o fungo micorrizico G. macrocarpum foi mais
efetivo que G. fasciculatum. Também os niveis de alguns constituintes foram positivamente
alterados dependendo do fungo presente. A inoculagdo de Schizonepeta tenuifolia com fungos
MA promoveu significativamente o desenvolvimento da planta, acimulo de P ¢ S e aumento

na sintese de 6leo volatil nas mudas (WEI e WANG, 1991).



Estudos sobre a influéncia de fungos MA na producdo e qualidade de 6leos essenciais
de menta (Mentha arvensis) tanto em campo (GUPTA et al.,, 2002) como em casa de
vegetacdo (FREITAS et al., 2004), demonstraram o efeito significativo da presenca do fungo
nos teores do 6leo e de mentol.

Experimentos desenvolvidos no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA-UNICAMP)
buscando a sele¢do de fungos MA para artemisia (Artemisia annua) encontraram no fungo
Glomus macrocarpum uma interacdo positiva com aumento de 39% no teor de artemisinina
em relacdo ao controle, apesar de nao ter havido diferenga significativa na producgdo de
biomassa da parte aérea (QUITERIO e PORTUGAL, 2005).

Fungos MA também estdo sendo empregados para a aclimatacdo de plantas
micropropagadas. COSTA e LOVATO (2000), estudando a aclimatizacdo de porta enxerto
micropropagado de videira em substratos inoculados ou ndo com fungos MA, concluiram que
a coloniza¢ao fungica propiciou incrementos em altura e biomassa total das plantas. A
utilizagdo de fungos MA também determinou melhor desenvolvimento da goiabeira (Psidium
guajava L.) micropropagada durante a aclimatizacdo e estabelecimento da planta ex vitro
(ESTRADA-LUNA et al., 2000).

O emprego de substratos adequados para a producao de mudas pode ainda propiciar a
utilizacdo de microrganismos simbiontes que permitiriam as plantas melhor desenvolvimento,
maior resisténcia a pragas e uma agricultura mais limpa e de menor custo (DAL SOGLIO,
2000).

Desenvolvimento vegetativo e conteudo de reserva nos tecidos de Fly Dragon
(Poncirus trifoliata Raf.) foram avaliados por CARNIEL et al. (1999) em substratos
inoculados ou ndo com fungos MA. Os autores concluiram que a escolha adequada do
substrato e da espécie de fungo micorrizico, isoladamente ou em conjunto, influe
decisivamente no desenvolvimento da cultura. Resultados semelhantes foram obtidos por
SOUZA et al. (1999) com Citrange Troyer (Poncirus trifoliata Raf. X Citrus sinensis L. Osb.).

Quando se avalia tamanho de particulas no substrato tem-se como preocupacdo, além
do bom desenvolvimento da plantas, também o dos fungos MA. De acordo com GAUR e

ADHOLEYA (2000), particulas com diametro de 0,50 a 0,78mm foram as que



proporcionaram maior producdo de sistema radicular, producao de esporos e percentagem de
colonizagao micorrizica.

Uma das maiores dificuldades na utilizacdo de fungos MA estd na producdo de
inéculo e conseqiiente inoculagdo das mudas. De acordo com HALL e KELSON (1981), duas
pessoas podem produzir 10.000 “pelets” por dia de solo infestado com micorrizas para serem
utilizados em larga escala. Atualmente, a producdo comercial de in6culo micorrizico tem sido
feita em vasos com os mais diversos substratos e plantas e, mais recentemente, em sistemas de

cultivo em aeroponia (GIANINAZZI e VOSATKA, 2004).

2.3 Substrato
Substrato ¢ a matéria-prima ou mistura de matérias primas que, usadas para

enraizamento e cultivo de plantas, irdo exercer a fungdo do solo. Estas fungdes basicamente
sdo: sustentacdo da planta, fornecimento de nutrientes, 4gua e oxigénio. Estas matérias primas
podem ser de origem animal, vegetal, mineral ou sintética, sendo que na pratica apenas os trés
ultimos devem ser considerados (GONCALVES, 1995). O interesse € a importancia que vem
adquirindo no Brasil, da mesma forma que no exterior, a questdo do substrato para plantas,
deve-se a constatacdo de que ¢ economicamente viavel a produ¢do de mudas vegetais com
qualidade nestes materiais.

Durante o 1° Encontro Nacional sobre Substrato para Plantas (ENSUB, 2001), fez se
uma analise geral do setor de substratos para plantas, constatando-se que, apesar de nlimero
crescente de empresas produtoras, seu consumo em alta, pesquisas com substratos alternativos
e o andamento quanto a normatizacdo do produto, o setor passa por dificuldades marcantes
como definicdes de metodologias especificas de analises quimicas e fisicas, o
consumidor/produtor esta carente de informagdes técnicas devido a deficiéncias na assisténcia
técnica bem como na extensao rural.

Os maiores problemas com relacdo aos substratos estdo na definicdo de metodologias
analiticas rapidas, precisas e especificas para o produto em questdo, que sirvam como subsidio
na defini¢do de qualidade e, por conseguinte, na elaboragdo de normas que regulamentem a
atividade e que coiba o uso de praticas improprias e desleais de comércio, onde os maiores
prejudicados serdo os produtores (KAMPF, 2001; BATAGLIA e ABREU, 2001;
GONCZAROWSKA, 2001).
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A partir de dezembro de 2004 com a publica¢do da Instru¢do Normativa n° 14, pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, parte dos problemas e dificuldades
citadas acima foram contempladas, como especificagdes, garantias, tolerancias, embalagem e
rotulagem. Entretanto ha necessidade de se estabelecer metodologias analiticas para a
determinagdo das garantias, os procedimentos para a fiscalizagdo, quais matérias primas sao
proibidas ou permitidas e os teores limitrofes de elementos toxicos ou patogénicos (ABREU,
2006).

Apesar de todas as dificuldades a obtengdo de mudas, na maioria das vezes em
ambientes fechados, que estava restrita a espécies florestais e horticolas, esta cada vez mais
sendo empregada para propagac¢ao de mudas de grandes lavouras como fumo, citros e café.
Em 2000 mais de 4 milhdes de mudas citricas foram produzidas em potes e avalia-se algo em
torno de 500 mil m® ano™ a demanda nacional em substrato (KAMPEF, 2001), que na sua
grande maioria advém da compostagem da casca de pinus misturada com vermiculita, perlita e
turfa.

Na Europa, o principal material empregado como substrato ¢ a turfa de Spahgnum.
Pesquisas foram conduzidas com vista a utilizagdo de materiais reciclados a turfa de
Spahgnum, resultando em um modelo de controle de qualidade alemao conhecido como RAL,
que publicou uma série de informacdes e tabelas para os principais constituintes de um
substrato, tais como fosforo, potassio, umidade, tamanho de particulas, matéria organica,
aspectos fitossanitarios, entre outros (SCHMILEWSKI, 2001).

Outros experimentos avaliando as propriedades fisico-quimicas de materiais
alternativos para composicao de substratos foram conduzidos por FERMINO et al. (1999a, b )
com aguapé e residuos agricolas industriais, com o principal objetivo de buscar maior
regionalizacdo do substrato, diminuir custos e constante disponibilidade.

Alternativamente ao uso do substrato de casca, obtido por compostagem, vem se
iniciando no pais o emprego da fibra de coco como suporte para producdo de mudas. Dentre as
caracteristicas deste substrato pode-se citar, de acordo com fabricante, sua elevada porosidade,
capacidade de retencdo de 4gua, ndo ¢ um produto de compostagem, ¢ isento de plantas

invasoras, pragas e doencas, sendo um produto homogéneo e estavel (AMAFIBRA, 2005).
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O uso do substrato de fibra de coco verde no cultivo de tomate em casa de vegetacao,
superou em 7,3%, na producdo de frutos comerciais (média de 3 anos), o segundo melhor
substrato, que foi o p6 de serra (CARRIJO et al., 2002).

Em experimento conduzido por MORGADO et al. (2000), com emprego de residuos
agroindustriais prensados (bagago de cana-de-agucar, casca de coco e torta de filtro de cana)
como substrato para producdo de mudas de cana, observou-se possibilidades de uso em
mistura destes substratos para o preparo de blocos prensados.

A bioespuma foi desenvolvida a partir de produtos naturais e renovaveis, basicamente
derivados de dleos vegetais, soja ¢ mamona ¢ amido de milho. Esse novo material, com forte
apelo ecologico e alta competitividade mercadologica, podera ser usado para embalagens
descartaveis de alimentos, substituir o poliestireno expandido para cal¢os de embalagens e, na
agricultura, como substrato para germinacdo de sementes e crescimento de mudas,
substituindo outros materiais derivados de petréleo, como a espuma fenoélica (LIBOS, 2000).
De acordo com a matéria publicada, enquanto alguns desses materiais levam até centenas de
anos para se degradarem na natureza, os testes realizados no CPQBA - UNICAMP,
demonstraram que a bioespuma se degrada em dois anos, em condigdes aerdbicas e em torno
de trés anos em condigdes de anaerobiose.

A sintese da bioespuma envolve trés reagdes: duas esterificagdes, a primeira entre o
6leo de mamona e o amido, e a segunda com o 6leo de soja. O produto obtido, um poliol, deve
reagir ainda com um isocianato (NCO) para que se chegue a uma espuma poliuretana
biodegradavel. Trata-se de um polimero caracterizado principalmente pela ligagdo quimica

uretana (RNHCOOR), que lhe d4 rigidez e flexibilidade (ESTEVES, 1999).

2.4 Sistemas de cultivo
Apos a produgdo das mudas, de preferéncia, em ambientes e substratos e adequados,

estas deverdo ser transplantadas para o local de cultivo. No caso da estévia, este cultivo se da
no campo em 4areas previamente preparadas para o pleno desenvolvimento da cultura,
refletindo ao final em alta produtividade de biomassa e esteviosideos.

De acordo com o BOLETIM 200 (1987) o cultivo da estévia permite a produgao de
1.500 a 3.000kg ha™ em 3 a 4 cortes anuais, ¢ a cultura permanece produtiva por 4 a 6 anos.

Enquanto isso, no Canada, a produtividade da cultura alcanga 6.000kg ha! ao ano, de acordo

12



com COLUMBUS (2006). Essas diferencas podem ser devidas a varios fatores, tais como a
variedade empregada, solo, tratos culturais, bem como o sistema de producao de mudas.

O cultivo da estévia em sistemas de hidroponia ou aeroponia pode ser uma alternativa
ao cultivo em campo. Pode-se destacar como vantagens do cultivo em hidroponia (NUNES,
2006):

- o cultivo ndo sofre os efeitos do solo, diminuindo assim os riscos da ocorréncia de
doencas comuns nos solos tropicais;

- permite maior nimero de colheitas por ano na mesma area de cultivo;

- o produto colhido tende a ser livre de contaminag¢des causadas pela agua de
irrigacao porque exige o uso de dgua limpa e de boa qualidade;

- 0 produto colhido tende a ser livre de residuos de agrotoxicos;

- exige atencdo diaria do produtor no manejo da solucdo nutritiva e das plantas, o que
permite detectar a ocorréncia de pragas e doengas logo no inicio, ou seja, a tempo de resolver
com a aplicagdo de produtos naturais e biologicos;

- os tratos culturais sdo mais faceis de serem executados e envolvem menor custo de
mao-de-obra porque poucas horas por dia sdo suficientes para manutencdo de um grande
numero de plantas;

- pode-se trabalhar nas horas mais frescas do dia, tornando o trabalho mais agradavel
que o trabalho no campo.

Alguns estudos com plantas medicinais em sistemas hidroponicos estdo descritos na
literatura, como o ensaio conduzido por MURCH et al. (2002), analisando quantitativamente
hiperforina, hipericina e pseudohipericina nos tecidos florais da erva de Sao Joao (Hypericum
perfofatum), que obtiveram nas plantas em hidroponia quantidades similares ou superiores as
plantas cultivadas em campo.

LEONHART et al. (2002) estudando 10 espécies plantas medicinais em sistema
hidroponico observaram que algumas espécies como, Tanacetum parthenium, Achillea
millefolium, Taraxacum officinale e Calendula officinalis adaptaram-se muito bem a este
sistema de cultivo com produgdo vegetal de alta qualidade por metro quadrado em periodo de
tempo menor.

Resultados de um estudo comparativo entre cultivo hidropdnico e de campo, para

determinag¢do da concentragdo de metabolitos secundérios de Taraxacum officinale (acidos
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caftarico, chicorico e clorogénico), Achillea millefolium (luteolina, apigenina e glicosideos de
apigenina), Tanacetum parthenium (partenolidina) e [nula helenium (iso alantolactonas),
demonstraram que os compostos fenolicos de 7. officinale foram 6,2 vezes maiores no campo,
0 mesmo acontecendo para as lactonas sesquiterpénicas de 1. helenium e para partenolidina de
T. parthenium. Por outro lado, alta concentracdo de flavonoides foi observada em cultivo
hidropdnico de 4. millefolium (PEDNEAULT et al., 2002).

Apesar do cultivo em aeroponia ainda se encontrar na fase de estudos para producao
em escala equivalente ao sistema hidropdnico, ¢ possivel listar algumas vantagens deste
sistema em relacdo ao cultivo em campo (PAGLIARULO e HAYDEN, 2006):

- obten¢ao de raizes limpas de organismos e materiais do solo, e de outras raizes de
plantas contaminantes;

- ciclo de cultivo acelerado devido ao incremento na taxa de crescimento e
maturagao;

- consisténcia dos fitoquimicos produzidos devido a uniformidade de nutrientes e
disponibilidade de 4gua, com baixo risco de doengas;

- potencial plantio em alta densidade, por meio da elimina¢do da competicao por dgua
e nutrientes e pelo uso da bancada tipo escada;

- minimizag¢ao do uso de dgua e nutrientes por meio da reciclagem;

- controle mais eficiente do ambiente radicular, por meio da manipulacido da solucdo
nutritiva e temperatura;

- possibilidade de multiplas colheitas.

Uma das maiores limitagdes para a utilizacao de fungos MA em escala comercial esta
na producdo de inoculo. O uso do sistema aeropdnico com plantas adequadas ao
desenvolvimento do fungo, esta se tornando uma alternativa para a produgdo de indculo. Nesta
linha, varios experimentos foram conduzidos e resultados promissores, apesar de ainda serem
necessarios alguns ajustes na técnica, foram obtidos por HUNG e SYLVIA (1988), avaliando
a producdo de Glomus deserticola, G. etunicatum e G. intraradices em Paspalum notatum e
Ipomoea batatas, por SOUZA et al. (1996) com Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e
Entrophospora colombiana em batata-doce ¢ por PAIVA et al. (2003) avaliando Glomus

clarum e G. etunicatum também em batata-doce.

14



No sentido de se ajustar o sistema para a producao de ino6culo, MOHAMMAD et al.
(2000) compararam o sistema tradicional de emprego de discos atomizadores com a tecnologia
ultra-sonica de nebulizagdo e constataram que esta ultima permitiu a producao de indculo de
alta qualidade, seja na quantidade de propagulos infectivos como na manutencdo da
viabilidade do in6culo.

Estudos com plantas medicinais foram conduzidos por HAYDEN et al. (2004)
comparando o sistema de cultivo em aeroponia e vasos em casa de vegetacdo, utilizando
Arctium lappa L. Os resultados demonstraram producdo de biomassa da parte aérea
significativamente superior no cultivo aeroponico em relacdo ao cultivo em vasos, enquanto
diferencas nao significativas foram observadas para biomassa do sistema radicular e
concentracdo de acido clorogénico. Observacdo interessante dos autores foi com relagdo a
variabilidade entre as plantas, que no sistema de cultivo em aeroponia foi significativamente
menor, sugerindo que producdes consistentes e uniformes de fitofarmacos poderiam ser
obtidas com o emprego desta técnica de cultivo.

Resultados promissores com Echinacea purpurea e Arctium lappa foram obtidos por
PAGLIARULO e HAYDEN (2006), na producdo do sistema radicular de E. purpurea e
significativa producao foliar e de raizes de A. lappa.

O sistema de cultivo em aeroponia também foi testado para se avaliar a co-inoculagao
de dois microrganismos, uma bactéria fixadora de nitrogénio, Bradyrhizobium sp e um fungo
micorrizico, Glomus intraradices, em Acacia mangium. Os resultados obtidos demonstraram
que no sistema aeropdnico a dupla inoculagdo estimulou o desenvolvimento da cultura
(WEBER et al., 2005).

MARTIN-LAURENT et al. (1997), estudando Acacia mangium inoculada com
Bradyrhizobium spp, observaram efeito altamente significativo no desenvolvimento da cultura
em sistema aeropdnico de cultivo quando comparado ao sistema hidropdnico e areia. Em
trabalho posterior, MARTIN-LAURENT et al. (2000) constataram que os efeitos positivos do
sistema aeropdnico no crescimento e desenvolvimento foliar da planta se mantiveram por 4

meses apos as plantas serem transplantadas para o campo.
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2.5 Sistemas de secagem
Em continuidade ao processo de cultivo ¢ necessario avaliar aspectos pds-colheita.

No caso da estévia, procedimentos inadequados de secagem podem levar a perda da qualidade
do produto, com queda significativa nos teores de esteviosideos nas folhas.

PUERTA (2001) relata que ap6s a colheita as folhas devem ser transportadas para a
sombra de um galpao, esparramadas para desidratacdo e conservacao da coloragdo esverdeada,
e serem revolvidas pelo menos duas vezes ao dia. Nestas condicdes secardo rapidamente e
poderdo ser ensacadas. De acordo com VALOIS (1992), ap6s a colheita as plantas sdo
colocadas para secar ao sol (6 horas) sobre lonas. Em seguida as folhas sdo separadas das
ramas postas a sombra até secagem total, tendo-se o cuidado de manter a coloragdo
esverdeada.

No Canada, de acordo com COLUMBUS (2006), a secagem ¢ feita imediatamente
apos a colheita em carretas de secagem a campo ou estufas. Geralmente esta se completa em
24 a 48 horas com a temperatura entre 40 e 50°C.

Entretanto pouco se sabe sobre os efeitos dos processos de secagem nos teores de
esteviosideos. De acordo com BRANDLE et al. (2006), em condigdes artificiais de secagem,
diversos fatores podem afetar o processo, entre eles a temperatura, carga e condigdes
ambientais do ar. Dependendo das condi¢gdes de secagem estas podem afetar ndo apenas os
niveis de glicosideos bem como o processamento adequado das folhas.

E importante salientar que processos de secagem, onde ndo se conhecem ou nio se
tem controle da temperatura, velocidade e umidade relativa do ar de secagem, ndo permitem

melhor controle da matéria-prima, tornando-se dificil predizer o tempo de secagem.

2.6 Atividade de dgua
Um dos principais componentes dos alimentos ¢ a dgua, responsavel pelas diversas

propriedades destes. E possivel se estabelecer uma relagio direta entre o teor de agua livre no
alimento e sua conservagdo. Segundo MOHSENIN (1986), o teor de 4gua livre ¢ expresso pela
atividade de agua (ay) que ¢ dada pela relacdo entre a pressdao de vapor de dgua em equilibrio
sobre o alimento e a pressao de vapor de d4gua pura, 8 mesma temperatura.

A afinidade existente entre a 4gua e os componentes de um produto define sua
higroscopicidade, tornando-se uma caracteristica fundamental para o controle de processos de

manuseio, estocagem e consumo de materiais biologicos (TEIXEIRA NETO e QUAST,
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1977). Ao expormos um material bioldégico ao ar com determinada umidade relativa, este
tende a equilibrar o seu conteido de dgua com a umidade relativa do ambiente. Isto ocorre
quando a pressdo de vapor da dgua na superficie do material se iguala a pressdao de vapor da
agua do ar que o envolve (TREYBALL, 1968). Segundo GUSTAFSON e HALL (1974), o
nivel de umidade que o produto alcanga, quando deixado por um longo tempo em contato com
determinada condi¢@o atmosférica, ¢ definido como umidade de equilibrio.

O estudo da atividade de 4gua pode ser feito por meio de isotermas de sor¢do, que
podem ser obtidas em duas diregdes, isoterma de adsor¢ao ou de dessorcdo. A isoterma de
adsor¢do ocorre quando o material previamente seco ¢ mantido em ambientes com diversos
incrementos de umidade relativa e sdo medidos os ganhos de massa do material devido a agua;
a isoterma de dessorcdo ¢ obtida quando o material, inicialmente imido, ¢ colocado sob as
mesmas condi¢gdes ambientais criadas pela adsor¢do, sendo medidas as perdas de massa do
material, devido a saida de agua (SILVA, 2005).

Com o intuito de prever o comportamento das isotermas, diversos autores propuseram
modelos de ajustes, que em sua maioria, sdo modelos empiricos e Uteis no conhecimento das

caracteristicas dos produtos. Os modelos descritos abaixo e foram extraidos de SILVA (2005):

Modelo de LANGMUIR (eq. 1)

Xeqg  Caw
Xm 1+ C.aw

em que:
Xeq — teor de umidade de equilibrio, kg kg™

Xm — contetido de umidade na monocamada molecular, kg kg™';
a,, — atividade de 4gua, adimensional;

C — constante.

Modelo de BET (Brunauer, Emmet e Teller) (eq. 2)

_ (XmCa)(l-(n+Da” +na™)

T an - - Da-Ca)

em que:
Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';

Xm — conteudo de umidade na monocamada molecular, kg kg™';
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a,, — atividade de dgua, adimensional;

C e n — constantes.

Modelo de BET linearizado

aw 1 N aw.(C-1)
(I-aw).Xeq Xm.C Xm.C

em que:

Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';

(eq.3)

Xm — contetido de umidade na monocamada molecular, kg kg™';

a,, — atividade de 4gua, adimensional;

C — constante.

Modelo de GAB (Gugghenheim, Anderson e de Boer)

_ Xm.C.K.aw
(1-K.av).(1-K.aw+ C.K.aw)

Xeq

em que:

Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™

(eq. 4)

Xm — contetido de umidade na monocamada molecular, kg kg™';

a,, — atividade de 4gua, adimensional;

C e K — constantes de adsor¢ao.

C= Coexp(AHC)
RT

K = Koexp AHk
RT

AH :Hm_Hn
AHy = H1— H,

Modelo de HALSEY

— A
aw = exp Xeq?

em que:
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(eq. 6)
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(eq. 8)
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Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';
a,, — atividade de 4gua, adimensional;

A e B — constantes.

Modelo de OSWIN

a B
Xeq = A.( d j
1—aw

em que:

Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™
a,, — atividade de 4gua, adimensional;

A e B — constantes.

Modelo de PELEG

Xeg = kl.aw" +k2.av"

em que:

Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';
a,, — atividade de 4gua, adimensional;

k1, k2, nl e n2 — constantes.

A restricdo para esta equagdo ¢ que nl <1en2>1.

Modelo de HENDERSON
Ln(1—av)
q= 1n
-K(T+0O)

em que:
Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';
a,, — atividade de 4gua, adimensional;

T — temperatura, °C;

C, K, e n — constantes.
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Modelo de CHUNG & PFOST (eq. 13)
Xeq = E— D.Ln((C —T).Ln(av))

em que:

Xeq - teor de umidade de equilibrio, kg kg™';

a,, — atividade de dgua, adimensional;

T — temperatura, °C;

C, D, ¢ E — constantes.

De acordo com SOYSAL e OZTEKIN (1999), os produtos agricolas possuem
diferentes UE nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade relativa, devido a diferencas
quimicas e fisicas entre eles. Esses autores estudaram varias equagdes para UE de 13
diferentes plantas medicinais e aromaticas. Os modelos aceitdveis devem apresentar erros
relativos médios inferiores a 10%, de acordo com AGUERRE et al. (1989).

Resultados da literatura, para plantas medicinais, demonstraram que o modelo de
OSWIN foi aquele que apresentou menor erro relativo médio para a espinheira santa
(Maytenus ilicifolia), conforme FIGUEIRA et al. (2004), com valores de 5,05, 2,33 ¢ 6,41%
respectivamente para as temperaturas de 30, 40 e 50°C. SOYSAL e OZTEKIN (1999)
obtiveram com este modelo os melhores ajustes para as temperaturas de 5, 25 € 45°C em seu
estudo de UE para plantas medicinais e aromaticas.

Uma mesma cultura pode ter modelos diferentes, conforme resultados obtidos por
CORDEIRO e OLIVEIRA (2004) também estudando folhas de espinheira santa, em 4
temperaturas (30, 40, 50 e 60°C), encontram no modelo de CHUNG e PFOST o melhor ajuste
para a isoterma de adsor¢do e o modelo de HENDERSON THOMPSON para a isoterma de
dessorgao.

Ajustes abaixo de 10% para o modelo de PELEG foram observados em trabalhos,
como o de SILVA et al. (2004b) para a caléndula (Calendula officinales) nas temperaturas de
30, 45 ¢ 60°C com valores de 9,40, 5,71 e 3,36%, respectivamente. FIGUEIRA et al. (2004)
encontraram neste modelo os valores de 9,45 ¢ 5,71% para as temperaturas de 30 e 45°C para
Artemisia annua. Em menta (Mentha crispa) os valores de 9,45% para a temperatura de 30°C

e de 5,71% a 45°C, conforme demonstrado no trabalho de PARK et al. (2002).
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Algumas vezes o modelo se ajusta bem a uma determinada faixa de umidade relativa,
como observado por BELGHITA et al. (2000), estudando verbena, onde o modelo BET
mostrou um bom ajuste, mas em umidade relativa entre 0 e 50%.

Portanto, a determinacdo da UE das folhas de estévia torna-se um fator importante,
pois permite melhor controle de secagem e armazenagem, assim como possibilita melhor

definicdo da embalagem a ser utilizada.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Espécies vegetais
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni — Genotipo T9 fornecido pela EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia e mantido pelo CPQBA-UNICAMP para
pesquisas em melhoramento.
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni — Sementes fornecidas pela empresa
Steviafarma Industrial S.A. — Maringad — PR.
Brachiaria humidicola (Rendle) Schweickt. Sementes fornecidas pelo

Instituto Agronémico de Campinas.

3.1.2 Fungos micorrizicos arbusculares

Tabela 1. Relacao dos fungos micorrizicos arbusculares empregados nos ensaios, codigo e
origem.

Codigos Nomes Origem
IAC13 Acaulospora sp. Instituto Agrondmico de Campinas
IAC23 Entrophospora sp Instituto Agronomico de Campinas
[IACA42 Glomus etunicatum Instituto Agrondémico de Campinas
TAC43 Glomus intraradices Instituto Agrondmico de Campinas
TIACS50 Glomus macrocarpum Instituto Agrondmico de Campinas
CP13 Provavel Acaulospora sp  Isolado de plantas de estévia mantidas no

campo experimental do CPQBA
CPVG Provéavel Glomus sp Isolado de plantas de estévia mantidas no

campo experimental do CPQBA
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3.1.3 Substratos

Tabela 2. Relagdo dos substratos testados no ensaio, codigo, tipo e origem.

Codigos Substratos Empresas
EA Espuma biodegradavel para uso agricola Corn Products Brasil-Sao Paulo-SP
EE Espuma biodegradavel para embalagem Corn Products Brasil-Sao Paulo-SP
Rendmax citrus adubado (casca de Eucatex Quimica ¢ Mineral Ltda —
ERCA Pinus compostada, vermiculita e perlita ~ Paulinia - SP
expandida, turfa, corretivo e fertilizante
quimico)
Rendmax citrus ndo adubado (cascade  Eucatex Quimica e Mineral Ltda —
ERCSA  Pinus compostada, vermiculita e perlita ~ Paulinia - SP
expandida, turfa e corretivo)
Multisoil 3010 adubado (casca de Pinus  Terra do Paraiso — Holambra - SP
TPMA  compostada, vermiculita expandida,
turfa, corretivo e fertilizante quimico)
Multisoil 3010 nao adubado (casca de Terra do Paraiso — Holambra - SP
TPMSA  Pinus compostada, vermiculita
expandida, turfa e corretivo)
Amafriba — Fibras e Substratos
AGMS80 Golden-Mix 80 (fibra de coco) Agricolas da Amazonia — Holambra
- SP
Amafibra — Fibras e Substratos
AGMPM  Golden-Mix PM (fibra de coco) Agricolas da Amazonia - Holambra
- SP
Amafibra — Fibras e Substratos
AGMI11 Golden-Mix 11 (fibra de coco) Agricolas da Amazonia - Holambra
- SP
CTRL *  Solo + areia (1,6 : 10 v/v) - esterilizado

* Solo coletado no campo experimental do CPQBA-UNICAMP, peneirado e secado. Areia de rio peneirada
(0,50 a 0,80mm), lavada e secada. A mistura foi esterilizada em autoclave (121°C) por 2 horas.
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3.1.4 Solo
O solo utilizado nos experimentos em casa de vegetagao foi coletado no campo

experimental do CPQBA, sendo que o ensaio de campo foi conduzido em érea proxima ao
local da coleta. Para a classificagdo do solo foram utilizados as informacdes de OLIVEIRA et
al., 1977 (localizagdo) e EMBRAPA (1999), sendo classificado como Latossolo vermelho

eutroférrico tipico.

3.1.5 Moinho
Para o processo de moagem das folhas secas de estévia foi utilizado um moinho de

faca marca MR-Manesco & Ranieri, modelo MMR320 e malha com orificios de 1,45mm.

3.2 Métodos

3.2.1 Métodos analiticos e estatisticos

3.2.1.1 Extracao e analise de esteviosideos por HPLC

Para determinagdo do teor de esteviosideos na parte aérea das plantas de estévia foi
empregado o procedimento descrito por KOLB et al. (2001) com algumas adaptagdes,
principalmente com relagdo a limpeza da amostra.

Segue o procedimento:

1. Extragdo:

Pesar analiticamente cerca de 0,3g de folhas secas e moidas;
v

Extrair com 10mL de acetonitrila:agua (1:1), durante 1 minuto em um
dispersor do tipo ultra-turrax;
v

Centrifugar a 1.861 x g durante 6 minutos;

Reservar o sobrenadante em balao Voiumétrico de 50mL;
Repetir a extracdo com mais 10mL da mistura 1:1;
Centrifugar novamente;

7

Agrupar os sobranadantes, avolumando para S0mL com a mistura 1:1.
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2. Limpeza:

Eluir aliquota de 3mL da amostra em sistema de filtragdo Sep-Pak NH, (500mg,
Waters), filtrar novamente em uma unidade filtrante descartavel (Millex HV 13mm de
diametro) e injetar.

3. Condicdes cromatograficas

Sistema cromatografico: LC-DAD Shimadzu constituido por bomba LC-10AT vp;
detetor de arranjo de diiodos SPD-M10A vp; interface SCL-10A; forno para coluna CTO-10A
vp e software para processamento dos dados Class-vp versdo 6.13, nas seguintes condigdes:

Coluna: Carbohydrate analysis 300 x 3,9mm Sum (Waters) com pré-coluna;

Temperatura do forno: 30°C;

Eluente: dgua pH 4,0 com écido acético e acetonitrila (22:78);

Vazdo: 0,5mL min '1;

Detetor: 190 a 370nm € Ajejtura: 210nm;

Solvente: 4gua:acetonitrila (1:1);

Curva analitica: 100 a 800pg mL™' com padrdo de esteviosideo;

Tempo de retengdo: 13 minutos;

Resultados: expressos em % m m’.
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4. Padrido de esteviosideo
Padrao secundario fornecido pela empresa Steviafarma Industrial S.A., como sendo
100% esteviosideo. A Figura 2, mostra o padrio na concentragio de 560pg mL™ e uma

amostra de material vegetal dos ensaios.

Detector A210 nm
—— Padréo 560 pg/mL
1404 Padrao 560 E140
Retention Time
1204 F120
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80 80
2 2
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Figura 2. Cromatograma por HPLC do padrdo de esteviosideo na concentragdo de 560ug
mL™" (A), e amostra da 2* colheita de planta mantida em vaso com solo esterilizado e
inoculada com fungo MA (B).
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Para autenticagdo e confirmagdo de pureza do padrao, foram feitas andlises
epectrométricas por ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em DMSO/D,0 em espectrometro Gemini
300P — Varian Instruments (300,07MHz) fazendo uma pré-saturagdo do sinal residual de dgua
para melhor visualiza¢do dos sinais (Figura 3). Os espectros de RMN de "*C foram registrados
em espectrometros Gemini 300P — Varian Instruments (75,45MHz) em DMSO/D,0O (Figura
4). Os deslocamentos quimicos foram registrados em ¢, tomando-se como padrdes de
referéncia interna o (DMSO, & 40,0).

Os espectros de DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) com
angulos de 135° e 90° foram utilizados para determinar o tipo dos carbonos metil, metileno e
metino nos espectros de °C (Figura 5), de acordo com a convengdo: C (carbono quaternério,
determinado pela comparagio entre o espectro de RMN de "°C desacoplado), CH (carbono
metinico), CH, (carbono metilénico) e CH; (carbono metilico).

Nao foram utilizadas nas interpretagdes dos compostos as técnicas de RMN 2D: H,H-
COSY, H,C-HSQC e H,C-HMBC mas sim comparagdo com dados da literatura (KEDIK et
al., 2003).

Observou-se coeréncia entre os dados da literatura e do padrao onde todos os sinais
dos carbonos da aglicona do esteviosideo puderam ser atribuidos (Figura 6). A pequena
diferencga nos deslocamentos quimicos entre os dados da literatura e os do padrao foi atribuida
ao efeito do solvente que no presente caso foi DMSO/D,0 e na literatura os espectros foram
obtidos em piridina deuterada.

Portanto, o padrdo foi autenticado por espectrometria de RMN de 'H e de "°C ¢ era

puro.
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Figura 4. Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, DMSO/D,0) desacoplado de 'H.
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Figura 5. Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, DMSO/D,0) DEPT com 4ngulos de 135° ¢
90°.
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3.2.1.2 Clareamento e coloracao de raizes e avaliacao de colonizacao micorrizica
Para o processo de clareamento amostras de aproximadamente 1g de raizes frescas

foram:

a) acondicionadas em tubos de ensaio contendo KOH (10%);

b) mantidas por 15 minutos em banho-maria em ebulicao;

c¢) lavadas em agua até retirada do excesso de KOH;

d) lavadas com HCI (5%);

e) lavadas novamente em agua.

O processo de coloracao foi realizado de acordo com ABBOTT ¢ ROBSON (1981),
com as raizes imersas em solugdo corante azul de tripano em lactoglicerol (0,05%), por 15
minutos (estévia) e 10 minutos (braquiaria) em banho-maria, em ebulicao, e lavadas com agua
para retirar o excesso de corante.

Apds coloracdo as amostras foram acondicionadas em frascos tipo penicilina
contendo solugdo de lactoglicerol (acido lactico:glicerol:dgua — 1:2:1).

Para a determinacdo da porcentagem de colonizacdo micorrizica nas raizes das
plantas estudadas utilizou-se de um microscopio estereoscopico e, a metodologia empregada

foi a da Placa Quadriculada descrita por GIOVANETTI e MOSSE (1980).

3.2.1.3 Analise estatistica
Todos os ensaios foram analisados estatisticamente com a utilizagdo do programa

Sistat 8.0 da Systat Software Inc e aplicou-se o teste Tukey para comparar os contrastes entre
as médias dos tratamentos. Para o ensaio de UE foi utilizado o programa Statistica for
Windows 5.0 da StatSoft Inc. para a andlise pelo método Quasi-Newton de regressdo nao
linear.

Para efeito de andlise estatistica os resultados percentuais obtidos de teores de

esteviosideos e de colonizacdo micorrizica em raizes foram transformados em ARCO

SENO+/x/100 .

A determinacdo da Eficiéncia micorrizica (EM - expressa em porcentagem) foi
calculada de acordo com a seguinte formula:
EM = [(4-B)/B]*100 (eq. 14)

onde:

30



A — Parametro (biomassa ou esteviosideo) da planta micorrizada;

B — Parametro (biomassa ou esteviosideo) da planta ndo micorrizada.

3.2.2 Ensaios

3.2.2.1 Selecao de substratos para producio de mudas micorrizadas.

Para a conducao do ensaio de selecao de substratos adequados ao desenvolvimento de
fungos MA, foram utilizados os microrganismos descritos no item 3.1.2, incluindo-se um
tratamento controle ndo inoculado. Os substratos testados estdo descritos no item 3.1.3. ¢ a
planta indicadora foi a Brachiaria humidicola conforme descrito no item 3.1.1.

A utilizagdo da graminea deve-se ao fato da planta ser facilmente colonizavel e
muitas vezes utilizada para producdo de indculo de fungos MA, além disso, produzem
sementes apomiticas, ou seja, obtidas por reproducdo assexual, garantido a menor
variabilidade possivel entre as plantas, o que ndo ocorreria com o uso da estévia.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo, com a utilizagao de tubetes de 150mm
altura, 38mm de diametro da abertura superior ¢ 10mm de diametro da abertura inferior,
lavados e mantidos em contato com vapor d’agua, gerado por uma caldeira elétrica, por 10
minutos. Cada bandeja para suporte dos tubetes correspondia a uma espécie de fungo ou
controle ndo inoculado, com os 10 tipos diferentes de substratos e cada um destes com 10
repetigoes, totalizando 8 bandejas e cada qual com 100 tubetes. Duas vezes por semana era
feito o rodizio das bandejas (Figura 7).

A irrigacdo deu-se manualmente, pela observacgdo visual de cada grupo de substrato,
visto terem caracteristicas distintas entre si.

Os substratos, incluindo-se o tratamento controle (solo + areia) foram analisados
quimicamente pelo Instituto Agrondmico de Campinas por meio do método de extragao 1:1,5
(Holanda) como sendo o mais apropriado para substratos. Nao foram analisadas as espumas
biodegradaveis.

Durante o preparo dos tubetes foi feita a inoculagao dos fungos, introduzindo-se ao
redor de 200 esporos/tubete a 20mm de profundidade. As sementes, previamente desinfestadas
com hipoclorito de sddio 5%, foram semeadas e 13 dias apos, foi feito o desbaste para uma
planta por tubete. A colheita deu-se 30 dias apos o desbaste, com as raizes sendo lavadas e

guardadas em lactoglicerol para avaliacdo de colonizacdo micorrizica, conforme descrito no
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item 3.2.1.2. Devido a perda de plantas durante o ensaio foram selecionados 5 tubetes por

tratamento para avaliacao.
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Figura 7. Desenho esquematico de uma das bandejas do ensaio de selegao de substratos.

As espumas biodegradaveis, agricola e embalagem, foram previamente lavadas com
agua destilada para retirada de residuos e receberam pouco antes da inoculagdo e semeadura
uma adubagao prévia descrita na Tabela 3.

Os substratos de casca ndo adubados (TPMSA e ERCSA) foram fornecidos pelas
empresas apos terem recebidos todos os seus constituintes, homogeneizados e ensacados antes
de receberem os sais de adubacao.

Foram feitas duas aplicacdes complementares de adubagdo nos substratos durante o
transcorrer do experimento. A primeira, 15 dias apds o desbaste com a aplicag@o da solugdo A,
e a segunda 10 dias ap6s com a aplicacao da solucao B.

Solugdo A (g L™"): 0,5g de Fosfato Monoaménio (MAP); 0,5g de Nitrato de calcio.

Solugio B (g L™): 0,5g de Nitrato de calcio; 0,5g de Nitrato de aménia.
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Tabela 3. Concentragdes dos sais nas espumas biodegradaveis.

mL L' de Solucdo de Micronutrientes
Solugdo estoque gL’
espuma (SMN)

KH,PO,-0,01 M 3,0 H;BO; 2,86
KNO; -1,0M 0,75 MnCl,.4H,0 1,81
Ca(NO;), - 1,0M 0,75 ZnS0,.7H,0 0,22
NaFeEDTA - 0,1 M 0,15 CuS0,4.5H,0 0,80
NaCl-0,1 M 0,2 Na,Mo0Q,. 2H,0 0,016
MgSos—1,0M 0,3
SMN 0,15

3.2.2.2 Selecao de fungos micorrizicos arbusculares para estévia.
Procurou-se, com este experimento, identificar entre sete espécies testadas de fungos

MA, aquela que se mostrasse mais eficiente na produg¢do de biomassa e na concentra¢do de
esteviosideos na parte aérea de estévia.

As espécies fungicas estudadas estdo relacionadas no item 3.1.2., incluindo-se um
tratamento ndo inoculado. As plantas de estévia avaliadas foram obtidas de sementes
fornecidas pela empresa Steviafarma (item 3.1.1). Estas sementes foram previamente
selecionadas, separando-as das impurezas.

O solo coletado no campo experimental do CPQBA-UNICAMP, foi peneirado,
secado e esterilizado em autoclave (121°C) por 2 horas e analisado quimicamente no Instituto
Agrondémico de Campinas.

Apds o preparo do solo, esse foi acondicionado em vasos plasticos com capacidade
de 2L. O ensaio foi conduzido em casa de vegetacio do CPQBA-UNICAMP e cada
tratamento foi feito com 5 repetigdes em delineamento estatistico inteiramente casualisado.

O in6culo dos fungos MA (1.000 esporos/vaso) foi aplicado no centro do vaso a uma
profundidade de 20mm de maneira a formar um circulo de 50mm de didmetro,
aproximadamente. As sementes (80/vaso) de estévia foram semeadas na superficie do solo.
Apos 20 dias da semeadura foi feito o desbaste para 2 plantas e a colheita feita no inicio do

florescimento, 63 dias apoOs a semeadura.
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A parte aérea foi secada a 45°C em estufa elétrica com circulag¢do forcada de ar até
massa constante. Em seguida as folhas foram separadas dos ramos, pesadas em balanga digital
semi-analitica (precisdo de 0,01g) da marca Kern, modelo EW300-2M, moidas e analisadas
quanto ao teor de esteviosideos (item 3.2.1.1). As raizes foram lavadas, mantidas em
lactoglicerol e posteriormente coradas para avaliacdo de colonizagdo micorrizica, conforme

descrito no item 3.2.1.2.

3.2.2.3 Influéncia de fungos micorrizicos arbusculares e sistemas de cultivos na
producio de biomassa e concentracao de esteviosideos em estévia.

O objetivo do experimento foi avaliar a influéncia da inoculagdo de fungos MA em
estévia, cultivadas em hidroponia, aecroponia e campo quanto a producdo de biomassa aérea e
concentracao de esteviosideos.

Um ensaio conduzido em casa de vegetagdo com a utilizagdo de vasos com solo
esterilizado ou ndo, que receberam mudas de plantas colonizadas ou ndo com o fungo G.
intraradices, serviu como controle de referéncia.

As metodologias para a determinacdo de esteviosideos na parte aérea e colonizacao

micorrizica estdo descritas nos itens 3.2.1.1 e 3.2.1.2, respectivamente.

3.2.2.3.1 Preparo das mudas
O substrato utilizado no preparo das mudas foi o Eucatex Rendmax Citrus sem

adubacao, conforme resultado do ensaio de selecao de substratos. Este substrato foi analisado
quimicamente no Instituto Agronomico de Campinas.

A espécie de fungo utilizada foi o Glomus intraradices, de acordo com os resultados
do ensaio de selecao de fungos MA para estévia.

As sementes de estévia, fornecidas pela empresa Steviatarma conforme descrito no
item 3.1.1, foram selecionadas e semeadas na superficie do substrato nos tubetes.

Os mesmos tubetes do experimento de selecdo de substratos foram utilizados para a
produgdo das mudas. Estes foram previamente lavados e mantidos na presenga de vapor
d’agua por 10 minutos. O indculo do fungo G. intraradices foi adicionado a 20mm de
profundidade em quantidade suficiente para dispor 1.000 esporos/tubete. A outra metade das
mudas nao recebeu inoculagao.

Na época da instalacdo dos experimentos foram separadas 12 mudas de estévia para

avaliacdo da colonizagao fingica, sendo metade inoculada e metade ndo inoculada.
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Apo6s 45 a 60 dias da semeadura as mudas foram transplantadas para os seus

respectivos ensaios.

3.2.2.3.2 Ensaio de hidroponia
O ensaio de hidroponia foi conduzido na casa de vegetagdo do CPQBA — UNICAMP

empregando-se canaletas semicirculares de pve de 0,10 x 0,05m (L x A), com espagamentos
entre plantas de 0,15m e entre as canaletas de 0,17m. A altura das canaletas em relagdo a
bancada era de 0,35m na entrada da solucao nutritiva ¢ de 0,16m na saida ¢ a extensao total da
canaleta sobre a bancada era de 8,9m. Foram dispostas 3 linhas de canaletas de cada lado da
bancada para facilitar o manuseio.

A solucdo nutritiva utilizada foi descrita por MEHL (1995) e ajustada para as
condi¢des experimentais pelo proprio autor. Era composta pelos seguintes sais (g L™): CaNO;
=1,0; KNO; = 0,5; MgS0O4 = 0,35; MAP = 0,15; FeEEDDHA — Ferrilene = 0,025 e solugdo de
micronutrientes = 0,ImL L. A solu¢io de micronutrientes era composta por (g L™): H;BO; =
30; MnS0O4.H,0 = 0,8; ZnS0O4.7H,0 = 2,2; CuS04.5H,0 = 0,3 e H;M004.H,0 = 0,09. Esta
solugdo nutritiva foi preparada a concentragdo de 25% em reservatdrio com capacidade de
500L.

O regime de irrigacdo esta demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Regime de irrigacao para o sistema hidroponico.

Horério Acionamento Programagao
Das 06:00 as 20:00 h A cada hora 13 minutos
Das 20:00 as 06:00 h A cada 2 horas 13 minutos

Esta solucdo era periodicamente monitorada para verificagdo da condutividade
elétrica CE (conduntivimetro Oakton, modelo ECTestr high), temperatura (termémetro digital
marca YFE com sensor termopar tipo K) e pH (pHmetro Digimed, modelo DM20). A cada
colheita uma nova solugao era preparada.

Os tratamentos consistiam de plantas inoculadas com fungos MA ou ndo inoculadas,
sendo 3 canaletas para cada tratamento e cada canaleta com 10 plantas. As plantas foram
espacadas 0,45m e os tratamentos foram intercalados nas canaletas. O experimento previa 3

colheitas.
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A primeira colheita deu-se 31 dias apos transplante das mudas para as canaletas e a
segunda 46 dias apds a primeira, todas no inicio do florescimento, e a cada colheita retiradas 3
plantas por canaleta. Nao foi possivel obter a terceira colheita.

A cada colheita a parte aérea de todas as plantas foi secada a 45°C em estufa elétrica
com circulacao forgada de ar, por 48 horas, até¢ massa constante. Em seguida as folhas foram
separadas dos ramos, pesadas (balanga digital semi-analitica marca Kern), moidas e analisadas
quanto ao teor de esteviosideos. As raizes das 3 plantas retiradas eram lavadas, mantidas em

lactoglicerol e posteriormente coradas para avaliacdo de coloniza¢do micorrizica.

3.2.2.3.3 Ensaio de aeroponia
Este ensaio foi conduzido na casa de vegetagdo do CPQBA — UNICAMP. Foram

utilizadas caixas plasticas com tampa e capacidade de 195L, com as seguintes dimensdes
internas: 0,475 x 0,510 x 0,810m (A x L x C), modelo 1018 da empresa Marfinite. Na tampa
de cada uma das caixas, foram feitas aberturas de 0,03m de diametro dispostas em 5 linhas,
com a distancia entre linhas de 0,10m e a distancia entre plantas na linha de também 0,10m.
Internamente foi feita uma linha de tubulagdo de pvc de 0,0127m de didmetro (%2 polegada)
para passagem da solucdo nutritiva que era nebulizada por meio de 9 bicos nebulizadores
(Modelo Fogger da empresa Naandan Irrigation Systems, bocal da cor laranja com vazao de

14L h™' a uma presséo de 4 bar) (Figura 8).

i e G

Figura 8. Vista superior do sistema de nebuliza¢do no interior da caixa.
A solugao nutritiva e a concentragao utilizada foram exatamente as mesmas descritas

para o ensaio de hidroponia. O regime de irrigacdo esta demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Regime de irrigacdo para o sistema aeroponico.

Horario Acionamento Programacao
Das 06:00 as 12:00 h A cada 45 min. 10 minutos
Das 12:00 as 19:30 h A cada 30 min. 10 minutos
Das 19:30 as 21:00 h A cada 45 min. 10 minutos
Das 21:00 as 06:00 h A cada 95 min 10 minutos

Foram montadas 6 caixas dispostas 3 de cada lado da bancada. Os tratamentos
inoculados ou ndao com fungos MA foram feitos em triplicata, com 12 plantas por caixa,
espacadas 0,30m na linha (Figura 9). A primeira colheita foi feita 32 dias apds o transplante, a
segunda 49 dias apds a primeira e a terceira 45 dias apds a segunda. A cada colheita foram
retiradas 4 plantas por caixa.

A cada colheita a parte aérea, de todas as plantas, foi secada a 45°C em estufa elétrica
com circulacdo forgada de ar, por 48 horas, até¢ massa constante. Em seguida as folhas foram
separadas dos ramos, pesadas (balanga digital semi-analitica marca Kern), moidas e analisadas
quanto ao teor de esteviosideos. As raizes das 4 plantas retiradas eram lavadas, mantidas em

lactoglicerol e posteriormente coradas para avaliacdao de coloniza¢do micorrizica.

Figura 9. Vista geral do ensaio de aeroponia com as plantas recém transplantadas
(esquerda) e uma vista das raizes no interior das caixas (direita).
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3.2.2.3.4 Ensaio de vasos em casa de vegetacio
Neste experimento procurou-se avaliar o efeito da inoculagdo de G. intraradices na

producdo de biomassa e concentracdo de esteviosideos, de plantas de estévia cultivadas em
casa de vegetacdo em vasos com solo esterilizado ou nao.

O ensaio foi conduzido na casa de vegetacdo do CPQBA — UNICAMP, em vasos
com capacidade 4,0L. O solo foi coletado no campo experimental, peneirado, secado e
corrigido o pH com a adi¢do de calcéario dolomitico na concentracao de 4,8g/vaso. Metade do
solo foi esterilizado em autoclave (121°C) por 2 horas. Amostras de solo apds a calagem
foram enviadas para analise quimica.

O experimento constou dos seguintes tratamentos: plantas inoculadas com fungo
micorrizico Glomus intraradices; plantas ndo inoculadas; solo esterilizado e solo nao
esterilizado, totalizando 4 tratamentos, cada qual com 12 repeti¢des e cada vaso com 1 planta
apos o desbaste. Foram previstas 3 colheitas e, em cada colheita, 4 vasos eram desmontados.
O delineamento experimental do ensaio foi inteiramente casualisado.

A irrigacao se dava por meio de bicos aspersores instalados nas laterais e no centro da
bancada, programada para o inicio da manhd e no final da tarde, quando necessario,
garantindo adequado suprimento de agua.

As colheitas ocorreram considerando-se o inicio de florescimento, 34 dias apos o
transplante das mudas para o vaso (1* colheita) e a 2% colheita 50 dias apds a primeira. Nao foi
possivel obter-se a terceira colheita por problemas de doencas.

A cada colheita a parte aérea de todas as plantas foi secada a 45°C em estufa elétrica
com circulacdo forcada de ar, por 48 horas, até massa constante. Em seguida, as folhas eram
separadas dos ramos, pesadas (balanga digital semi-analitica marca Kern), moidas e analisadas
quanto ao teor de esteviosideos. Para avaliacdo da colonizagcdo micorrizica, quatro vasos de
cada tratamento eram desmontados, as raizes lavadas, mantidas em lactoglicerol e

posteriormente coradas.

3.2.2.3.5 Ensaio de campo
Neste experimento procurou-se avaliar a influéncia da inoculagdo de G. intraradices,

no desenvolvimento, produg¢do de biomassa e concentracdo de esteviosideos na parte aérea de

plantas de estévia em condig¢des de campo.
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Na Quadra A do campo experimental do CPQBA — UNICAMP foi instalado o ensaio
com 10 parcelas, 5 com plantas inoculadas e as outras 5 com plantas ndo inoculadas, cada qual
com 4 linhas e 6 plantas por linha, com espagamento de 0,20 x 0,50m. Uma bordadura com
plantas nao inoculadas foi feita ao redor do ensaio. A area dispunha de sistema de irrigacao e
esta se dava semanalmente, de acordo com a rotina de irrigagdo da cultura e para a época de
cultivo. O solo foi analisado quimicamente no Instituto Agronomico de Campinas.

Da mesma forma que os outros experimentos, as colheitas eram realizadas sempre
considerando o inicio do florescimento, sendo a 1* colheita 30 dias apo6s o transplante, a 2*
colheita 54 dias apos a 1* e a 3 colheita 48 dias apds a 2°.

Ap0s a 2* colheita foi feita uma adubacdo complementar de 8g m™ linear de NPK
(10:10:10 - N total = 10% : P,Os5 = 10% : K,O = 10%).

A cada colheita a parte aérea de todas as plantas era secada a 45°C em estufa elétrica
com circulacdo forgada de ar, por 48 horas, até massa constante. Em seguida, as folhas foram
separadas dos ramos, pesadas (balanga digital semi-analitica marca Kern), moidas e analisadas
quanto ao teor de esteviosideos. Para avaliacdo da colonizagdo micorrizica, 4 plantas/parcela
(1 por linha) eram colhidas e as raizes lavadas, mantidas em lactoglicerol e posteriormente

coradas.

3.2.2.4 Determinacao da umidade de equilibrio
Para a determinacao da UE foi utilizado Stevia rebaudiana, gendtipo T9 (item 3.1.1).

O material vegetal utilizado era proveniente de um ensaio, conduzido pela Divisdo de
Agrotecnologia do CPQBA-UNICAMP no ano de 2002, de avaliacdo de 5 gendtipos de
estévia quanto a produtividade de biomassa e teor de esteviosideo.

Apo6s a segunda colheita, inicio do florescimento, a parte aérea foi secada em estufa
com circulagdo forgada a 45°C até massa constante. As folhas foram separadas das ramas, e
em aliquotas aproximadas de 2g foram colocadas em cadinhos de pvc, em quadruplicata, e
estes colocados dentro de dessecadores. Cada um desses dessecadores foi utilizado para
simular nove diferentes condi¢des constantes de umidade relativa, de acordo com a solugao

salina no seu interior. (Tabela 6).
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Tabela 6. Umidade relativa de acordo com a solugdo salina (GREENSPAN, 1977).

Umidade relativa (%)
T [°C]

LiCl KF MgCl, K,CO; NaBr KI NaCl KCl KNO;

30 11,28 27,27 32,44 43,17 56,03 67,89 75,09 83,62 92,31
45 11,16 21,46 31,10 - 51,95 65,26 74,52 81,74 87,03

Os dessecadores foram dispostos em duas estufas de circulacao for¢ada, uma a 30°C e
a outra a 45°C, iniciando-se medidas periddicas de determinagdo da massa até tornarem-se
constantes, utilizando-se de uma balancga digital analitica (precisdao de 0,0001g, marca Mettler,
modelo AE163) de acordo com o método gravimétrico padrdo (GAL, 1975). A matéria seca
foi determinada colocando-se amostras de cada experimento em estufa a 105°C por 24 horas
(ASAE, 1991).

O método Quasi-Newton (STATISTICA, 1995) de andlise de regressdo nao linear foi
usado para estimar as constantes dos modelos testados, que estdo descritos na Revisdo de
Literatura, item 2.6. A regressao foi repetida com estimativas dos valores acima e abaixo dos
calculados (método iterativo: PELEG, 1993). O mddulo do erro relativo médio foi o critério

utilizado na avaliagao:

100 &< [VE - VP|
E= eq. 15
ne ; VE (eq. 15)
Onde:

VE - valores experimentais
VP - valores preditos pelo modelo
E - erro relativo

ne — numero de dados experimentais

Geralmente, considera-se que valores de erro relativo médio abaixo de 10% indicam

razoavel ajuste nas praticas propostas (AGUERRE et al., 1989).
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3.2.2.5 Influéncia de sistemas de secagem no teor de esteviosideos
Para determinagdo da influéncia dos sistemas de secagem no teor de esteviosideos

foram utilizadas plantas de Stevia rebaudiana, genoétipo T9 (ver itens 3.1.1 e 3.2.2.4 primeiro

paragrafo, paginas 21 e 39, respectivamente) (Figura 10).

Figura 10. Stevia rebaudiana, genétipo T9 em experimento de campo.

3.2.2.5.1 Colheita e secagem da matéria prima
As colheitas ocorreram sempre no inicio do florescimento nas seguintes datas:

25/09/2002, 04/12/2002 e 06/02/2003.

O material vegetal de cada colheita, devidamente homogeneizado, era separado em
trés grupos, cada qual destinado a um sistema de secagem, ao sol, secador e estufa.

Ao término do periodo de secagem as folhas foram separadas dos ramos, pesadas
(balanca digital semi-analitica marca Kern) e moidas. De cada amostra de secagem, de cada
época, eram feitas 3 sub-amostras que foram utilizadas para analise de esteviosideos, de

acordo com o descrito no item 3.2.1.1.

3.2.2.5.2 Secagem ao sol
Para a secagem das plantas ao sol foram utilizadas bandejas de ago inoxidavel de 1,0

x 1,0 x 0,15m (LxPxA) com o fundo revestido com tela de sombreamento de 50%, mantidas a
uma altura de 0,06m do chao para facilitar a circulagdo do ar. As plantas foram dispostas em
camada de aproximadamente 0,05m, mantidas ao sol por 7 horas, entre 10:30 e 17:30 horas, ¢
revolvidas a cada 2 horas. Apds este periodo as bandejas eram levadas para uma area coberta

(sombra), por mais 24 horas, completando o processo de secagem (Figura 11).
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Durante o transcorrer do ensaio, enquanto as folhas estavam expostas ao sol, foram
registras informacdes sobre as condi¢des ambientais de temperatura, umidade relativa e
velocidade do vento para as trés colheitas. Estes dados foram obtidos no Centro de Pesquisas

Meteorologicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI - UNICAMP).

L 5

Figura 11. Material vegetal de Stevia rebaudiana, genotipo T9, secando ao sol.

3.2.2.5.3 Secador a gas
O secador a gas com aquecimento indireto da Divisao de Agrotecnologia do CPQBA,

foi ajustado a 42,5 + 2,5°C. O ar ¢ insuflado pelas paredes laterais com velocidade média de
0,61m s (determinagio feita a 0,5m de distancia do ponto de entrada do ar e a 1,5m de altura
do chao).

A disposicao das plantas nas bandejas foi exatamente igual ao descrito para a
secagem ao sol. As bandejas eram dispostas em carrinhos que entdo eram colocados no

secador, por 48 horas, até massa constante (Figura 12).
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Figura 12. Material vegetal de estévia para secagem no secador a gas. Detalhe da bandeja (A)
e vista do secador com os carrinhos (B).

3.2.2.5.4 Estufa elétrica com circulacao forcada de ar
A estufa marca Blue M, da Divisao de Agrotecnologia do CPQBA, foi ajustada para

temperatura de 45°C com a abertura lateral para saida do ar ajustada na posi¢do totalmente
aberta e velocidade interna do ar era, em média, de 1,17m s’ O material vegetal era

distribuido nas bandejas e mantido na estufa por 48 horas até massa constante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Selecdo de substratos para produgcao de mudas micorrizadas.

Na Tabela 7 estdo demonstrados os resultados da analise quimica dos substratos.

Tabela 7. Resultado da andlise quimica dos substratos.

. Substratos

Determinacoes

AGM11 AGMS80 AGMPM TPMA TPMSA ERCA ERCSA CTRL
pH 4.4 4,7 5,0 5,1 5,9 5,1 58 5,1
C.E.dSm" 1,62 051 0,75 071 0,12 222 022 0,06
N=Aménio -, 0,7 1,3 1,2 1,1 1,5 12 16
mg L
N-=Nitrato 55 ¢ 3 0,3 0,1 0,4 0,6 03 04
mg L
P-mgL" 17,7 1,4 8,6 12,2 2,4 1,6 03 0,1
K-mgL" 305 152 189 66 17 124 28 1
Na-mgL" 16,1 10,5 12,1 5,8 2,1 266 10,7 114
Ca-mgL’ 35,2 3,3 2,3 44,0 44 1839 37 0,5
Mg -mgL”' 269 1,2 2,2 20,0 2,3 94,7 1,9 0,2
S-mgL’ 82,6 10,4 27,4 54,9 51 2424 1,6 1,3
Al-mgL’" 0,1 0,2 0,1 0,5 0,8 0,2 12 08
B-mgL" 0,75 021 0,21 0,03 <0,01 0,04 003 <001
Cu-mgL’ 0,05 0,03 0,03 0,04 001 003 0,02 0,01
Fe-mgL’" 0,4 1,4 0,1 0,2 0,6 0,1 08 08

Mn - mg L! 0,8 0,1 0,04 0,1 0,02 0,03 0,01 0,03
Zn - mg L! 0,48 0,14 0,09 0,05 0,02 0,04 0,01 0,01
Cl-mg L 91,59 50,06 74,55 4,26 4,26 37,99 46,86 5,33
Umidade % 75,7 65,0 69,3 37,5 32,7 42,5 46,4 -
Carbono

orgdnico—  479,8 4408 4380 2013 2656 281,7 3098 -
gkg!

N-gkg' 66 62 5,6 36 27 69 69 -
Relacio O/N 73 71 78 56 98 41 45 ;

M¢étodo de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinagdo: N-(amoniacal e nitrato): destilagdo; Al,
B,K,Ca,Mg,P,S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C organico: Walkley-Black; Nitrogénio total: Kjeldahl; Cl:
eletrodo de ion seletivo.

Legenda: AGM11-Golden-Mix 11 (fibra de coco); AGM80-Golden-Mix 80 (fibra de coco); AGMPM-
Golden-Mix PM (fibra de coco); TPMA-Multisoil 3010 adubado; TPMSA-Multisoil 3010 ndo adubado;
ERCA-Rendmax citrus adubado; ERCSA-Rendmax citrus ndo adubado; CTRL-Solo+areia (1,6:10 v/v)-
esterilizado.

Os valores obtidos de colonizagdo micorrizica em B. humidicola podem ser

visualizados na Tabela 8. Os resultados do tratamento nao inoculado ndo foram incluidos na
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tabela e também nao entraram na analise estatistica, uma vez que em nenhum dos substratos
ocorreu colonizacdo micorrizica, indicando auséncia de contaminantes micorrizicos nos
mesmos.

Com o tratamento Controle (CTRL), verifica-se que todos os fungos inoculados
foram habeis em colonizar as raizes da Braquiaria, entretanto baixas taxas de colonizacao
radicular foram observadas para os isolados CP13 e CPVG e os fungos Acaulospora sp.
(IAC13) e Glomus etunicatum (IAC42) em, praticamente, todos os substratos (Tabela 8).

Os fungos, Glomus intraradices (1AC43), Entrophospora sp. (IAC23) e Glomus
macrocarpum (IAC50) apresentaram os maiores valores de porcentagem de colonizagdo,
diferindo estatisticamente dos outros fungos na média geral (Tabela 8). Tendéncia se mantém
ao analisar-se os resultados para os melhores substratos (ERCA e ERCSA).

Dos substratos testados, os dois Rendmax Citrus mostraram-se adequados a produgao
de mudas micorrizadas, principalmente o sem adubac¢ao (ERCSA), com a taxa de colonizagdo
radicular da graminea variando de 43,86 a 67,97% para os fungos IAC50, IAC23 e [AC43
(Tabela 8).

Dos sete fungos micorrizicos testados no substrato Rendmax Citrus sem adubacdo
(ERCSA), a espécie G. intraradices (IAC43) apresentou taxa de colonizagdo (67,97%)
significativamente superior aos demais fungos micorrizicos. (Tabela 8 e Figura 13).

O outro substrato a base de compostagem de casca mostrou taxas de colonizacdo
inferiores a 3,0%, quando adubado (TPMA) e de 21,0% quando ndo adubado (TPMSA). Nos
substratos a base de espuma (EA e EE) a taxa de colonizacdo radicular apresentou valores
inferiores a 10,0%, exceto para as plantas que se desenvolveram no substrato EE na presenga
de G. macrocarpum (IAC50), com taxa proxima a 15,0%. Quanto aos substratos provenientes
da fibra de coco (AGMS80, AGMPM e AGM11) as taxas de colonizacdo micorrizica nas raizes

da graminea ndo ultrapassaram 4,5%. (Tabela 8).
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Tabela 8. Porcentagem de colonizagao por fungos MA em raizes de B. humidicola nos diferentes substratos. Média de cinco
repeti¢oes.

Substratos Fungos MA

IAC43 IAC23 IAC50 IACI13 TIAC42 CP13 CPVG
CTRL 31,33 bB 31,31 bB 5593 aA 5,58 ab C 7,61 bC 234 bC 511 acC
EA 3,29 dA 0,13 eB 6,39 cd A 0,20 dB 0,00 dB 0,19 ¢B 0,00 bB
EE 4,77 cdB 6,07 cB 15,35 bcA 0,23 cd C 7,03 b AB 000 c¢C 1,07 bC
ERCA 40,19 DbA 34,18 abA 38,60 aA 13,06 aB 6,79 b BC 231 bCD |0,00 bD
ERCSA 67,97 aA 49,12 aB 4386 aB 6,62 ab CD 15,21 acC 6,75 aCD |562 aD
TPMA 2,97 dA 0,92 de ABC 0,00 eC 0,82 cd BC 1,43 cdAB | 0,12 ¢C 0,24 bC
TPMSA 10,37 ¢B 4,74 cd BC 21,49 DbA 2,28 bed CD 0,49 cddDE | 0,00 cE 0,34 DbE
AGMS0 3,54 cd A 4,50 cd A 3,83 dA 0,08 dB 0,00 dB 0,00 ¢B 0,00 bB
AGMPM 1,88 dAB | 2,55 cde A 0,82 de ABC 3,17 bc A 1,46 cAB 0,28 ¢ BC 0,00 bC
AGM11 2,48 dA 2,16 cde AB 2,04 de AB 0,31 cd BC 0,00 dC 0,00 c¢C 0,00 bC
Média 16,88 A 13,57 A 18,83 A 3,23 B 4,00 B 1,20 B 1,24 B

Letras minusculas referem-se as diferencas entre os substratos para cada fungo. Letras maiusculas referem-se as diferencas entre os fungos
MA para cada substrato ou média. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Legenda:

Substratos Fungos MA
CTRL = Controle (solo + areia) TIAC43 - Glomus intraradices
EA = Espuma biodegradavel para uso agricola IAC23 - Entrophospora sp.
EE = Espuma biodegradavel para embalagem TIAC50 - Glomus macrocarpum
ERCA = Eucatex Rendmax citrus adubado IAC13 - Acaulospora sp.
ERCSA = Eucatex Rendmax citrus ndo adubado IACA42 - Glomus etunicatum
TPMA = Terra Paraiso Multisoil 3010 adubado CP13 - Acaulospora sp.
TPMSA = Terra Paraiso Multisoil 3010 ndo adubado CPVG - Glomus sp.
AGMB80 = Amafriba Golden-Mix 80 (fibra de coco)
AGMPM = Amafibra Golden-Mix PM (fibra de coco)
AGMI11 = Amafibra Golden-Mix 11 (fibra de coco)
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Na Tabela 7, referente a analise quimica dos substratos, observa-se que os maiores
valores de relagdo C/N e, principalmente, carbono organico foram obtidos para os substratos a
base de fibra de coco, indicando, talvez, que este tenha sido o elemento inibidor ao
desenvolvimento do fungo micorrizico para estes substratos. Para os substratos Terra Paraiso
(TPMA e TPMSA) a limitagao talvez tenha sido a maior concentragao de fosforo (P).

Um outro fator, importante para a produ¢do de mudas, mas que pode ter prejudicado
o estabelecimento e desenvolvimento da micorriza nos substratos a base de fibra de coco, ¢ a

alta capacidade de reten¢do de dgua deste material.
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Colonizagdo micorrizica (%

Figura 13. Porcentagem de colonizagdo micorrizica de B. humidicola pelas diferentes
espécies de fungos em substrato compostado de casca (ERCSA).

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: TAC43 = Glomus intraradices; IAC23 = Entrophospora sp.; IAC 50 = Glomus macrocarpum; IAC13 =
Acaulospora sp.; IAC42 = Glomus etunicatum; CP13 = Provavel Acaulospora sp.; CPVG = Provavel Glomus sp;
CTRL = Controle nao inoculado.

Na Figura 14 sdo mostradas as mudas de B. humidicola inoculadas com o fungo
micorrizico G. intraradices nos 10 substratos testados, mudas inoculadas ou ndo com os
fungos MA no substrato de casca compostado (ERCSA) e detalhes da colonizagdo

micorrizica.

A Figura 15 mostra uma visao geral do ensaio na época da colheita.
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Eucatex

Sem Adubacao

A=Nao Inoculado B=IAC43 C=IAC13 D=IAC42 E=CPQBA13
F=CPQBA-VG G=IAC50 H=IAC23 |

sp Agricola C=Esp.Embalagem D=Terra Paraiso Adubado
L Sem adubagio FeEucatex Adubndo GeEucatex Sem Adubagho
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Figura 14. Fotos mostrando as mudas de B. humidicola inoculada com o fungo G.
intraradices nos diferentes substratos (A), mudas da graminea inoculadas com os diversos
fungos MA no substrato ERCSA (B), hifas e vesiculas do fungo Entrophospora sp. ao longo
da raiz da graminea no substrato ERCSA (C) e formacdo de esporos pelo fungo G.
intraradices no substrato TPMSA (D).

Figura 15. Visdo geral do ensaio na época da colheita mostrando a distribuicdo das bandejas
com B. humidicola nos diferentes substratos.
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Poucos sdo os trabalhos envolvendo producao de mudas micorrizadas em substratos
organicos comerciais. Entretanto, resultados semelhantes aos obtidos neste experimento,
foram descritos por TRISTAO (2005) demonstrando eficiente producdo de mudas de café
inoculadas com fungos MA, principalmente em substrato a base de compostagem de casca de
Pinus.

Estudos conduzidos para obtencdo de mudas de limoeiro cravo inoculadas ou ndo
com fungos micorrizicos em diferentes substratos organicos, mostrou que a combinagdo do
substrato de fibra de coco (FC47) inoculado com G. intraradices foi a mais eficiente para o
desenvolvimento das mudas, apesar de valores de colonizagcdo micorrizica inferiores a 5%
(MAIORANO, 2003).

Por outro lado, alguns trabalhos demonstram que o emprego de substratos comerciais
tende a inibir a coloniza¢do das raizes pelos fungos micorrizicos anulando sua agdo no
desenvolvimento das mudas, como foi observado por SILVA et al. (2001) em maracujazeiro
azedo, por TRINDADE et al. (2003) em mudas micropropagadas de bananeira e por ZEMKE
et al. (2003) na aclimatacdo de porta-enxertos de videira micropropagados.

A concentracdo de matéria orgdnica em substratos para producdo de mudas
inoculadas com fungos MA pode ser um fator limitante. O substrato que propiciou melhor
colonizacdo micorrizica foi o Rendimax Citrus sem adubacao (ERCSA), com 31% de carbono
orgénico, enquanto os substratos a base de fibra de coco variaram de 44 a 48%.

TRINDADE et al. (2000), avaliando o emprego de esterco para o desenvolvimento de
mudas de mamoeiro colonizadas com fungos MA, concluiram que quanto maior a
concentracdo de esterco menor a colonizagao micorrizica € que a concentragdao ideal foi de
10%. Resultados semelhantes foram encontrados por MATOS et al. (2002) avaliando a
aclimatacdo de mudas de bananeira em substratos com diferentes niveis de matéria organica e
presenca ou auséncia de micorrizas arbusculares.

A producao de mudas de maracujazeiro-amarelo em diferentes substratos com ou sem
a presencga de fungos MA mostrou que os efeitos positivos da micorrizagdo foram maiores no
substrato sem adi¢do de matéria organica, ndo superando, entretanto, o efeito da sua adi¢ao
(SILVEIRA et al., 2003).

Por outro lado, experimento conduzido por SOUZA et al. (1997) avaliando o

desenvolvimento do citrange ‘troyer’ infectado com fungo micorrizico em dois substratos,

49



mostraram que o substrato a base de turfa (65% matéria organica) nao prejudicou a agdo do G.
intraradices, ao contrario, proporcionou plantas com maior didmetro de colo, indicando
antecipagdo da época de enxertia.

Estudos desenvolvidos por CARON et al. (1985) sobre a influéncia dos substratos na
interacdo de Glomus intraradices e Fusarium oxysporum em tomates, mostraram que a
presenca do fungo MA diminuiu a necrose radicular das plantas em todos os substratos e,
afetou a populacao de Fusarium de maneira diferenciada, dependendo do substrato.

Tanto os resultados experimentais obtidos, quanto aqueles descritos na literatura
indicam a necessidade de maiores estudos com substratos adequados ao estabelecimento,
desenvolvimento de fungos MA e conseqiiente eficiéncia simbiotica.

Substratos inertes, como o de fibra de coco, poderiam ser indicados para a produgado
de mudas micorrizadas, uma vez que as variagdes de lote para lote e dentro do mesmo lote,
tendem a ser menores, se comparadas com os substratos a base de compostagem de casca. Se
tais substratos forem adequadamente ajustados, pelo fabricante, em termos nutricionais e
manejados corretamente pelo produtor, principalmente com relagdo a irrigacdo, podem
propiciar um bom desenvolvimento da coloniza¢do radicular pelo fungo e consequentemente

da muda que esta sendo produzida.

4.2 Selecdo de fungos micorrizicos arbusculares para estévia.
Os resultados da analise quimica do solo podem ser visualizados na Tabela 9. Os

resultados de todos os pardmetros avaliados estdo demonstrados na Tabela 33 (anexos).

Pode-se observar aumento significativo na produ¢do de massa seca total da parte
aérea (MST) e massa seca de folhas (MSF) com a inoculagdo dos fungos MA G. intraradices
(TAC43), G. etunicatum (1AC42), Acaulospora sp (1IAC13) e Entrophospora sp (IAC23) em
relacdo ao tratamento ndo inoculado (Figura 16).

Os dois isolados de estévia, CP13 e CPVG, foram significativamente inferiores aos
fungos citados acima, produzindo 39,4 e 46,7% menos massa seca de folhas em comparacao
ao tratamento com G. intraradices, respectivamente. Nao diferiram dos fungos Entrophospora

sp. (IAC23) e Glomus macrocarpum (IAC50) (Figura 16).
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Tabela 9. Andalise quimica do solo utilizado no ensaio para selecdo de fungos MA para
estévia. Andlise realizada pelo Instituto Agronémico de Campinas.

Amostra Amostra
Sigla  Descricao Unidade Sigla Descricao Unidade
Solo Solo
Matéria 3 3
M.O. ) gdm’ 37 CTC Cap. Tr.Cat. mmol, dm’ 76,9
Organica
Solugdo
pH 4,9 A\ Sat. Bases % 45
CaCl,
Foésforo 3 3
P ) mg dm’ 18 B Boro mg dm’ 0,33
resina
K Potassio mmol, dm™ 4,6 Cu Cobre mg dm? 8,1
Ca Calcio mmol, dm™ 18 Fe Ferro mg dm? 23
Mg Magnésio mmol, dm™ 12 Mn Manganés mg dm™ 25,7
Acidez 3 3
H+Al mmol, dm 42 Zn Zinco mg dm’ 1,6
Potencial
Soma
S.B. mmol, dm> 34,6
Bases

M¢étodo de extragdo:
B.K,Ca,Mg,P,S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C organico: Walkley-Black; Nitrogénio total: Kjeldahl

1:1,5 (Holanda). Métodos de determinagdo: N-(amoniacal e nitrato): destilagdo;

Dentre os fungos testados, G. macrocarpum foi o menos eficiente, ndo diferindo

estatisticamente do tratamento controle nao inoculado e dos isolados de estévia (CP13 e

CPVG) produzindo apenas 34% de massa seca de folhas produzida pelo tratamento com G.

intraradices (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da inoculagdo de fungos MA na produgao de massa da matéria seca total da parte
aérea (MST) e massa da matéria seca de folhas (MSF) de estévia.

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: CTRL = Controle ndo inoculado; IAC 50 = Glomus macrocarpum; CPVG = Provavel Glomus sp.; CP13 =
Provavel Acaulospora sp.; IAC23 = Entrophospora sp.; IAC13 = Acaulospora sp.; IAC42 = Glomus etunicatum; IAC43
= Glomus intraradices.

Os valores de eficiéncia micorrizica (EM) pelas diferentes espécies de fungos para
MST e MSF estdo demonstrados na Figura 17. Nenhum dos fungos testados mostrou efeito
negativo. Destacam-se os fungos G. intraradices (IAC43), G. etunicatum (IAC42) e
Acaulospora sp. (IAC13) que aumentaram a produ¢do de MSF em 302, 292 e 296%,
respectivamente. Os isolados de estévia, CP13 ¢ CPVG proporcionaram aumentos de 144 ¢
114%, na ordem, e o IAC50 apenas de 37%. Essas observagdes se repetem para producio de
MST, destacando-se novamente o G. intraradices (IAC43) com 381% de aumento.

Quanto ao teor de esteviosideos, os resultados mostram a efici€ncia simbiotica
determinada pela presenca do fungo G. intraradices (IAC43) em relacdo aos demais
tratamentos de inoculacdo e ao controle (Figura 18), sendo o Unico tratamento a mostrar

eficiéncia micorrizica (EM) positiva de 12% em relacdo ao controle (Figura 19).

52



A curva mostrando os teores de esteviosideos obtidos (Figura 18) em comparacao e
os valores de MSF (Figura 16), permite visualizar o efeito de diluicdo e concentragdo, com a
inversdo da queda nos teores, a partir do tratamento inoculado com o isolado CP13, que
passam a aumentar gradativamente quanto menor o valor de matéria seca de folhas.

Os valores de quantidade acumulada de esteviosideos nas folhas de estévia estdo
demonstrados na Figura 18. Neste caso, fica evidente a agdo significativamente benéfica da
inoculacdo do fungo G. intraradices (IAC43), com um actimulo 51% superior ao segundo

melhor tratamento (Acaulospora sp. —IAC13) e de 350% em relagdo ao controle.

400

O MST O MSF
350 4 _‘ _‘
300

250

\
J

200 -

|

150

Eficiéncia Micorrizica (%

100

50

TIAC50 CPVG CP13 IAC23 IACI3 IACA42 IAC43

Fungos

Figura 17. Determinacdo da eficiéncia micorrizica em relagdo a matéria seca total da parte aérea
(MST) e matéria seca de folhas (MSF) de estévia.

Legenda: IAC 50 = Glomus macrocarpum; CPVG = Provavel Glomus sp.; CP13 = Provavel Acaulospora sp.;
IAC23 = Entrophospora sp.; IAC13 = Acaulospora sp.; IAC42 = Glomus etunicatum; IAC43 = Glomus
intraradices.
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Figura 18. Teor e quantidade acumulada de esteviosideos na matéria seca de folhas de plantas de
estévia inoculadas ou ndo com fungos MA.

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: CTRL = Controle néo inoculado; IAC 50 = Glomus macrocarpum; CPVG = Provavel Glomus sp.; CP13 =
Provavel Acaulospora sp.; IAC23 = Entrophospora sp.; IAC13 = Acaulospora sp.; IAC42 = Glomus etunicatum;
IAC43 = Glomus intraradices.

Com relagdo a EM para quantidade acumulada de esteviosideos (Figura 19) nao foi
observado efeito negativo dos fungos MA estudados, com destaque para a inoculagdo com G.
intraradices (1IAC43) com valor de 350%. Valores acima de 100% foram observados para
Acaulospora sp. (1IAC13) com 197%, G. etunicatum (1IAC42) com 138% e Entrophospora sp.
(IAC23) com 118%.
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Figura 19. Determinacao da eficiéncia micorrizica em relagdo ao teor e quantidade acumulada
de esteviosideos na matéria seca de folhas de estévia.

Legenda: IAC 50 = Glomus macrocarpum; CPVG = Provavel Glomus sp.; CP13 = Provavel Acaulospora sp.;
IAC23 = Entrophospora sp.; 1AC42 = Glomus etunicatum; IAC13 = Acaulospora sp.; IAC43 = Glomus
intraradices.

A taxa de colonizagdo do sistema radicular de estévia pelos fungos MA (Figura 20)
esteve acima de 50% para a maioria dos fungos estudados, ndo diferindo estatisticamente entre
si, exceto para G. macrocarpum (IAC50) que apresentou uma taxa de 27% ndo diferindo do
controle (0%).

Trabalhos conduzidos com plantas medicinais ainda sao poucos, se comparados as
plantas de maior valor econdmico, entretanto a maioria deles tem demonstrado a eficiéncia da
micorriza no desenvolvimento da cultura e na concentragdo dos principios ativos, como visto
na revisao bibliografica.

E interessante observar que os isolados de estévia (CP13 e CPVG), naturalmente
estabelecidos nas raizes das plantas cultivadas no campo experimental do CPQBA, sdo habeis
na colonizagdo do sistema radicular dessas plantas, entretanto, a contrapartida em termos de
biomassa e principalmente na concentracao de esteviosideos foi muito limitada.

Os resultados demonstraram que o emprego de fungos micorrizicos pode aumentar

significativamente a produgdo de biomassa e a concentragao de esteviosideos, e que os fungos
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naturalmente estabelecidos na cultura podem nao ser os mais eficientes para o

desenvolvimento da cultura.
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Figura 20. Valores de porcentagem de colonizagdo radicular de estévia por fungos MA

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: CTRL = Controle ndo inoculado; IAC 50 = Glomus macrocarpum; CP13 = Provavel Acaulospora sp.;
IAC13 = Acaulospora sp.; CPVG = Provavel Glomus sp.; 1AC42 = Glomus etunicatum; 1AC43 = Glomus
intraradices; 1AC23 = Entrophospora sp.

Na Figura 21 ¢ possivel visualizar detalhes da colonizagao micorrizica nas raizes de
estévia, enquanto na Figura 22 tem-se uma visdo geral das plantas que foram inoculadas com
os fungos MA em relagdo ao controle, como também dos tratamentos inoculados com Glomus

intraradices e com o isolado CPVG em relagdo ao controle.

Figura 21. Colonizacdo micorrizica na raiz de estévia. Entrophospora sp. (IAC23) — detalhe
de vesicula (A); Glomus etunicatum (IAC42) — detalhe de um arbusculo (B).
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Figura 22. Desenvolvimento da cultura no momento da colheita. Visdo geral dos tratamentos
(A); controle x G. intraradices (IAC43) (B) e controle x CPVG (C).

4.3 Influéncia de fungos micorrizicos arbusculares e sistemas de cultivos na

producdo de biomassa e concentragdo de esteviosideos em estévia.

Os resultados destes ensaios serdo apresentados de acordo com o sistema de cultivo
empregado e ao final, uma anélise comparativa entre 0s mesmos.

Na Tabela 10 estdo demonstrados os resultados da analise quimica do substrato.

57




Tabela 10. Resultados da andlise quimica do substrato Eucatex Rendmax Citrus sem
adubagao.

Determinacoes ERCSA Determinacoes ERCSA

pH 6,1 B-mgL" 0,05
CE.dSm’ 0.1 Cu-mgL" 0,06

N — Aménio - mg L™ 10,5 Fé-mgL" 15,6
N — Nitrato - mg L 0,9 Mn - mg L 0,04
P-mgL" 0.8 Zn-mg L’ 0,05

K-mgL’' 103 Cl-mgL™" 6,4
Na-mgL’" 2.1 Umidade % 51,8
1,0 Carbono organico — 405,9

Ca-mgL ke

Mg -mg L™ 0,5 N- gkg' 55

S-mgL" 23 Relacdo C/N 73,8

Método de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinagdo: N-(amoniacal e nitrato): destilagdo; Al, B
K,Ca,Mg,P,S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C organico: Walkley-Black; Nitrogénio total: Kjeldahl; Cl: eletrodo de
ion seletivo.

Na avaliacdo das mudas de estévia quanto a coloniza¢do micorrizica, ndo se observou
desenvolvimento de colonizagdo micorrizica nas mudas nao inoculadas. As mudas inoculadas
apresentaram colonizacao média de 60,7 &+ 8,93% (minima = 39,4%; maxima = 80,1%; desvio
padrao = 19,96%).

A Tabela 11 mostra os resultados da andlise quimica de dois lotes do mesmo
substrato. E possivel visualizar diferengas acentuadas entre os mesmos, principalmente com
relagdo ao carbono organico, relacdo C/N, fosforo (P) e também em relacdo aos outros
nutrientes, macro € micro, como ferro (Fe), por exemplo. Essas diferengas podem ser devidas
as variagdes na origem da matéria prima e ao proprio processo de compostagem da casca.

Isto poderia explicar a variacdo nos resultados de colonizagdo micorrizica, de 39,4 a
80,1%, das mudas de estévia, produzidas para este experimento, com a utilizagdo do lote 2 do
substrato ERCSA.

Uma outra possibilidade, para explicar esta variacdo, poderia ser a variabilidade
genética da estévia, entretanto ao analisarem-se os resultados do ensaio de selecdo de fungos

micorrizicos, a colonizagdo por G. intraradices foi de 75,56 = 1,59 (minima = 71,0%; maxima
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= 79,2%; desvio padrao = 3,55%), mostrando que, apesar dessa variabilidade genética, este
ndo tenha sido o principal fator.

Este resultado reforga a necessidade de se estabelecer um padrdo para os substratos
destinados a produgdo de mudas inoculadas com fungos MA. Estes substratos deveriam ser
produzidos a partir de matérias primas homogéneas, € que a variagdo em suas propriedades
fisico-quimicas seja a menor possivel dentro e entre os lotes de producao.

Tabela 11. Comparagdo entre os resultados da analise quimica de dois lotes do substrato
ERCSA.

Determinacdes Substratos
ERCSA —Lote 1" \ ERCSA - Lote 2
pH 5,8 6,1
C.E.dSm" 0,22 0,1
N — Aménio mg L™ 1,2 10,5
N — Nitrato mg L™ 0,3 0,9
P-mg Lt 0,3 0,8
K-mgL" 28 10,3
Na - mg L 10,7 2,1
Ca-mg Lt 3,7 1,0
Mg - mg Lt 1,9 0,5
S -mg L! 1,6 2,5
Al-mgL’ 1,2 -
B-mgL" 0,03 0,05
Cu-mgL’ 0,02 0,06
Fe-mgL’' 0,8 15,6
Mn - mg L! 0,01 0,04
Zn-mgL’ 0,01 0,05
Cl-mgL" 46,86 6,4
Umidade % 46,4 51,8
C.org. —g kg’ 309,8 405,9
N-gkg' 6,9 5.5
Relagdo C/N 45 73,8

(*) ERCSA — Rendmax Citrus sem adubacdo - Lote 1: Substrato utilizado no experimento de selegdo de
substratos para fungos micorrizicos. (¥**) ERCSA — Rendmax Citrus sem adubacdo - Lote 2: Substrato utilizado

para producdo de mudas deste experimento.

4.3.1 Ensaio de hidroponia

A Tabela 12 mostra os valores de condutividade elétrica, temperatura e pH da solugao

nutritiva obtidos entre as colheitas.
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Tabela 12. Valores de CE, temperatura ¢ pH da solucao nutritiva para o ensaio de hidroponia.

, CE (dSm™) temperatura (°C) pH
Epocas
Inicial Final média Inicial Final
Entre transplante e 1? 1,50 1,10 26,7+ 0,9 7,64 6,58
colheita
Entre 1* e 2* colheita 1,60 1,20 265+04 7,36 6,87

Os resultados obtidos para todos os pardmetros analisados estdo demonstrados na
Tabela 13. A producdo de MST e MSF ndo foi influenciada pela inoculacdo de G.
intraradices, diferencas significativas foram observadas apenas na comparagdo entre as
colheitas para o tratamento nao inoculado.

O unico parametro com aumento significativo pela inoculagido do fungo MA foi teor
de esteviosideo na 2° colheita. Para a quantidade acumulada este efeito foi mais pronunciado,
apesar da diferenca estatistica ser observada apenas para média geral. Tanto na 1* como 2°
colheita a quantidade acumulada de esteviosideos nas plantas inoculadas foi 35 e 47% superior
ao tratamento ndo inoculado, respectivamente. O teor de esteviosideos foi significativamente
superior na 1? colheita em relagdo a 2* (Tabelal3).

Com os resultados obtidos constata-se que as plantas de estévia ndo se desenvolveram
adequadamente neste sistema, inclusive com a perda da 3* colheita. Provavelmente, a
temperatura no interior da casa de vegetagio, 49°C em média as 15 horas, tenha sido um dos
principais fatores responsaveis por este baixo desenvolvimento da cultura.

Nao se observou colonizagdo micorrizica para as plantas ndo inoculadas. As taxas de
colonizacdo para as plantas inoculadas ndo diferiram entre si na comparacao entre as colheitas.
Por outro lado, considerando que a coloniza¢do média das mudas de estévia foi de 37% e, no
momento do transplante, era de 61%, nota-se que o desenvolvimento do fungo MA nas raizes
também foi afetado pelas condi¢des experimentais (Tabela 13).

Ainda que as condigdes experimentais pudessem ter interferido nos resultados, foi
possivel observar efeito da micorrizagdo, com aumento de até 32% na MSF e de praticamente

50% de aciimulo de esteviosideo, ambos na 2* colheita (Figura 23).
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Tabela 13. Producao de massa da matéria seca total da parte aérea (MST), massa da matéria
seca de folhas (MSF), teor e actimulo de esteviosideos nas folhas e porcentagem de
colonizag¢do radicular por G. intraradices em plantas de estévia cultivadas em hidroponia.

Parimetros Fungo Epocas de colheita —
micorrizico 1* Colheita 2% Colheita X
Inoculado 1,66 2,70 2,18
MST/planta (g) | Nao Inoculado 1,33 B 2,15A 1,74
X 1,49 B 2,42 A
Inoculado 1,03 1,55 1,29
MSF/planta (g) | Ndo Inoculado 0,84 B LLISA 1,01
X 0,93 1,36
Inoculado 7,36 A 497 aB 6,16
Esteviosideo (%) | Nédo Inoculado 6,63 A 426 b B 5,45
X 6,99 A 4,62 B
Esteviosid Inoculado 75,52 74,97 75,25 a
jl\‘jlvslg/slleot Nio Inoculado 55,97 50,94 53,10b
(mg planta) | — 65,75 62,60
Inoculado 34,81 39,87 37,34
Colonizagdo (%) | Nao Inoculado -- -- --
X - - -

Letras minusculas referem-se & comparagdo entre Inoculado e Nao Inoculado. Letras maitisculas a comparacao
entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 23. Eficiéncia micorrizica para matéria seca de folhas e quantidade acumulada de
esteviosideos nas duas colheitas.

Legenda: EM: eficiéncia micorrizica; MSF: massa seca de folhas; EST: esteviosideos; 1C: 1? colheita; 2C: 2*
colheita.

Imagens do ensaio e da colonizagdo radicular da estévia por G. intraradices, podem

ser vistas na Figura 24.

Figura 24. Imagens do experimento em casa de vegetacao na época da 2* colheita (A) e de
um seguimento de raiz de estévia colonizado pelo fungo MA G. intraradices (B).
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4.3.2 Ensaio de aeroponia
Da mesma forma que o sistema hidroponico esta solucdo era periodicamente

monitorada quanto ao CE, temperatura e pH (Tabela 14). A cada colheita uma nova solugdo

era preparada.

Tabela 14. Valores de CE, temperatura e pH da solug@o nutritiva para o ensaio de aeroponia.

, CE (dSm™) temperatura (°C) pH
Epocas
Inicial Final Média Inicial Final
Entre transplante e 1* 1,60 0,90 25,2+0,8 7,62 7,56
colheita
Entre 1* e 2* colheita 1,60 0,80 24,6 £0,2 7,58 8,10
Entre 2% e 3% colheita 1,70 1,10 26,3+0,3 7,60 7,85

Na Tabela 15 estdo descritos os resultados obtidos para todos os pardmetros
analisados. A inoculacdo por G. intraradices nao resultou em efeito significativamente
positivo para o desenvolvimento da planta em termos de MST, MSF e concentragdo ou
quantidade acumulada de esteviosideos.

Diferencas estatisticas foram observadas na comparagdo entre as épocas de colheitas.
A produtividade média em termos de MST ou MSF, das plantas na 1* colheita foi
significativamente inferior em relagdo as colheitas subseqiientes. Essas diferencas se repetiram
para as plantas inoculadas ou ndo com o fungo, exceto para MSF de plantas inoculadas, ndo se
observando diferencgas estatisticas entre as colheitas. Os maiores valores de MST ¢ MSF foram
obtidos na 2* colheita com plantas inoculadas com o fungo MA, 12,05 e 6,03g,

respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 15. Producao de massa da matéria seca total da parte aérea (MST), massa da matéria
seca de folhas (MSF), teor e actimulo de esteviosideos nas folhas e porcentagem de
colonizag¢ao radicular por G. intraradices em plantas de estévia cultivadas em aeroponia.

Fungo Epocas de colheita —

Parametros micorrizico 1* Colheita 2% Colheita 3% Colheita X
Inoculado 6,15B 12,50 A 9,10 AB 9,25
MST/planta (g) | Nao Inoculado 5,00 B 11,22 A 11,48 A 9,23
X 5,57B 11,86 A 10,29 A
Inoculado 3,16 6,03 4,79 4,66
MSF/planta (g) | Nao Inoculado 2,50B 5,24 A 5,13 A 4,29
Y 2,83 B 5,63 A 4,96 A
Inoculado 7,78 A 443 B 5,03 B 5,75
Esteviosideo (%) | Néo Inoculado 8,44 A 4,80 B 525B 6,16
Y 8,11 A 461 B 5,14 B
e osid Inoculado 245,32 264,89 231,94 247,38
jﬁg}g’/ﬂle"t Nio Inoculado 210,61 252,33 269,86 244,27
(mg planta) | — 227,96 258,61 250,90
Inoculado 44,00 51,05 43,01 46,02
Colonizagﬁo (%) Nao Inoculado -- -- -- --
X - - - -

Letras maitisculas referem-se a comparagdo entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O teor de esteviosideos foi superior para as plantas na 1* colheita, inoculadas ou nao,
diferindo estatisticamente para as outras duas colheitas. Entretanto a quantidade acumulada de
esteviosideos nas folhas apresentou valores proximos, ao longo do experimento, ndo diferindo
estatisticamente entre si (Tabela 15).

Plantas ndo inoculadas ndo apresentaram colonizacdo micorrizica. Nao foram
observadas diferencas estatisticas para colonizagdo fungica das plantas inoculadas entre as
colheitas. A taxa média de colonizagdo do sistema radicular das plantas de estévia inoculadas
foi de 46% (Tabela 15). Diferentemente do que foi observado para o sistema hidropdnico, este
valor inferior, ao das mudas no momento do transplante, deve-se ao desenvolvimento radicular

destas plantas, muito superior ao das plantas em hidroponia (Figura 25).
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Figura 25. Comparagdo entre plantas de estévia (1* colheita) cultivadas em aeroponia
(esquerda) e hidroponia (direita) (A). Detalhe do desenvolvimento do sistema radicular
(aeroponia — esquerda; hidroponia — direita) (B).

A EM para massa da matéria seca de folhas e quantidade acumulada de esteviosideos
foi decaindo ao longo do cultivo, sendo positivas nas duas primeiras colheitas e negativa na
ultima colheita, com saldo positivo no computo geral (Figura 26).

Uma possivel explicagdo poderia estar em uma caracteristica da planta denominada
vivaz, em que apds o corte seu sistema radicular, praticamente definido, teria condigdes de
propiciar adequadamente o desenvolvimento da planta, diminuindo a influéncia do fungo MA.
Uma outra possibilidade poderia estar no proprio fungo micorrizico, que ap6s o corte da planta
¢ induzido a direcionar seu metabolismo na produgdo de esporos, por meio da utilizagdo das
reservas acumuladas nas vesiculas, diminuindo, desta forma, sua eficiéncia na absor¢do e na

troca de nutrientes com a planta hospedeira.
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Figura 26. Eficiéncia micorrizica para matéria seca de folhas e quantidade acumulada de
esteviosideos nas trés colheitas.

Legenda: EM: eficiéncia micorrizica; MSF: matéria seca de folhas; EST: esteviosideos; 1C: 1? colheita; 2C: 2°
colheita; 3C: 3? colheita.

As Figuras 27 e 28 mostram imagens do cultivo aeroponico com detalhe do sistema
radicular no interior da caixa e da colonizacdo das raizes da estévia por G. intraradices

durante o transcorrer do experimento, respectivamente.
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Figura 27. Imagens do experimento de aeroponia na 1? colheita (A), 2% colheita (B) e detalhe
das raizes quando da 1? colheita (C).
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Hifas e vesiculas - 2* colheita Formagao de esporos — 2° colheita

Figura 28. Detalhes da coloniza¢do micorrizica por Glomus intraradices em raizes de estévia
durante o transcorrer do ensaio de aeroponia.
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4.3.3 Ensaio de campo
A Tabela 16 mostra os resultados da anélise quimica do solo.

Tabela 16. Andlise quimica do solo da area do ensaio. Andlise realizada pelo Instituto
Agrondémico de Campinas.

Amostra Amostra
Sigla  Descricao Unidade Sigla Descricao Unidade
Solo Solo
Matéria 3 3
M.O. ) gdm’ 46 CTC Cap. Tr.Cat. mmol, dm’ 93,6
Organica
Solucao
pH 4,9 A\ Sat. Bases % 50
CaCl,
Foésforo 3 3
P ) mg dm’ 14 B Boro mg dm’ 0,34
resina
K Potassio mmol, dm™ 2,6 Cu Cobre mg dm? 7,7
Ca Calcio mmol, dm™ 29 Fe Ferro mg dm? 35
Mg Magnésio mmol, dm” 15 Mn Manganés mg dm™ 29,4
Acidez 3 3
H+Al mmol, dm 47 Zn Zinco mg dm’ 1,1
Potencial
Soma 3
S.B. mmol, dm 46,6
Bases

Método de extracdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinacdo: N-(amoniacal e nitrato): destilagdo;
AlB,K,Ca,Mg,P.S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C organico: Walkley-Black; Nitrogénio total: Kjeldahl.

Os resultados para os parametros analisados no ensaio de campo estdo demonstrados
na Tabela 17. Efeito devido a inoculagdo de G. intraradices foi observado apenas para a 1*
colheita, com aumento significativo na produ¢do de MST, MSF e acumulo de esteviosideos
nas folhas de estévia.

Na comparagdo entre as colheitas, aumentos significativos na producdo de MST e
MSF foram observados na 2 e 3 colheitas em relagdo a 1%, com incremento superior a 300%

em média (Tabela 17).
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Tabela 17. Producdo de massa da matéria seca total da parte aérea (MST), massa da matéria
seca de folhas (MSF), teor e actimulo de esteviosideos nas folhas e porcentagem de
colonizag¢do radicular por G. intraradices em plantas de estévia cultivadas em campo.

Fungo Epocas de colheita —

Parametros micorrizico 1* Colheita 2% Colheita 3" Colheita X
Inoculado 2,78 aB 8,05 A 9,24 A 6,69
MST/planta (g) | Nao Inoculado 2,08b B 9,11 A 8,99 A 6,73
X 243 B 8,58 A 9,11 A
Inoculado 1,88 aB 494 A 5,19 A 4,00
MSF/planta (g) | Nio Inoculado 1,41 bB 5,42 A 4,92 A 3,91
X 1,65B 5,18 A 5,05 A
Inoculado 9,32 A 9,23 A 495B 7,85
Esteviosideo (%) | Néo Inoculado 9,39 A 9,11 A 4,88 B 7,79
e 9,36 A 9,19 A 492 B
B sid Inoculado 175,09 aB 45531 A 25436 B 294,92
jﬁvslg/slleot Nio Inoculado 132,01 bC 494,35 A 239,96 B 288,77
(mg/MSF/planta) = 153,55C  47483A  247,16B
Inoculado 78,07 aA 73,72 aA 40,08 B 63,96 a
Colonizacdo (%) | Ndo Inoculado 16,95 bB 36,90 bA 33,36 A 29,07 b
X 47,51 55,31 36,72

Letras mintsculas referem-se a comparagdo entre Inoculado e Néo Inoculado. Letras maitisculas a comparagdo
entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O teor de esteviosideos nas folhas de estévia foi significativamente inferior na 3*
colheita em relacao as duas primeiras (Tabela 17). Para quantidade acumulada o valor médio
obtido na 2? colheita foi, praticamente, o dobro quando comparado com a 3? colheita e o triplo
em relagdo a 1%, diferindo estatisticamente de ambos. Os menores valores obtidos foram na 1?
colheita, diferindo estatisticamente das outras duas, exceto para o tratamento inoculado em
relagdo a 3" colheita. Diferenca significativa devido a inoculagdo do fungo MA foi observada
apenas na 1? colheita (Tabela 17).

E interessante observar que a queda na quantidade acumulada de esteviosideos na 3?
colheita em relagdo a 2% apesar de ndo ter havido diferengas significativas na produgdo de
MSF, isto pode ser devido ao dominio da colonizagdo radicular pelos fungos micorrizicos

nativos, que se mostraram ineficientes de acordo com o ensaio de selecdo de fungos.
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Em relagdo ao desenvolvimento do fungo MA no sistema radicular da estévia, para o
tratamento inoculado, observou-se que a taxa de colonizagdo manteve-se estivel entre a 1% e 2*
colheita, decaindo significativamente na 3* colheita. Comportamento inverso foi obtido com o
tratamento ndo inoculado. Diferencas significativas também foram observadas entre os
tratamentos de inoculagdo, com valor de colonizagdo significativamente superior para o
tratamento inoculado, em relagdao ao nao inoculado, até a 2* colheita (Tabela 17).

A anédlise da EM (Figura 29), neste caso, procurou avaliar o efeito da introdu¢do do
fungo G. intraradices em relagdo a populagdo nativa de fungos micorrizicos tanto para matéria
seca de folhas, quanto para a quantidade acumulada de esteviosideos, observando-se ganhos
relativamente altos na 1* colheita, mas que declinaram ao longo do ensaio, sendo negativo na
2% colheita e positivo ao final do experimento. No computo geral a EM foi positiva para os

parametros analisados.
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Figura 29. Eficiéncia micorrizica para matéria seca de folhas e quantidade acumulada de
esteviosideos nas duas colheitas

Legenda: EM: eficiéncia micorrizica; MSF: matéria seca de folhas; EST: esteviosideos; 1C: 1? colheita; 2C: 2°
colheita; 3C: 3? colheita.
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Neste caso, a queda observada na EM pode ser devido a capacidade infectiva dos
fungos micorrizicos nativos, associada as observacdes feitas para o cultivo em aeroponia.
A Figura 30 mostra o desenvolvimento da cultura na época das trés colheitas e

também o desenvolvimento da colonizagdo micorrizica nas raizes.

C

Figura 30. Vista geral do ensaio de campo na época das colheitas, 1* (A), 2* (B) e 3* (C).
Colonizagdo micorrizica nas raizes de estévia, 1* colheita-tratamento inoculado com G.
intraradices (D).
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4.3.4 Ensaio com vasos em casa de vegetacio
A Tabela 18 mostra os resultados da analise quimica do solo ap6s a calagem.

Tabela 18. Andlise quimica do solo utilizado no ensaio. Analise realizada pelo Instituto
Agronomico de Campinas.

Amostra Amostra
Sigla  Descricao Unidade Sigla Descricao Unidade
Solo Solo
Matéria s 3
M.O. . gdm 41 CTC Cap.Tr.Cat. mmol,dm 112,5
Organica
Solucao
pH 5.2 A% Sat. Bases % 73
CaCl,
Fésforo 3 3
P ) mg dm’ 23 B Boro mg dm’ 0,31
resina
K Potassio mmol, dm 3,7 Cu Cobre mg dm? 8,2
Ca Célcio mmol, dm™ 53 Fe Ferro mg dm™ 23
Mg Magnésio mmol, dm™ 25 Mn Manganés mg dm™ 26
Acidez 3 ] 3
H+Al ) mmol. dm 31 Zn Zinco mg dm’ 2,0
Potencial
Soma ;
S.B. mmol, dm’ 81,7
Bases

Método de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinagdo: N-(amoniacal e nitrato): destilagdo;
ALB.,K,Ca,Mg.P.S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C organico: Walkley-Black; Nitrogénio total: Kjeldahl.

Em virtude de doenga fingica na parte aérea das plantas, ndo foi possivel obter o 3°
corte do ensaio.

Na Tabela 19 estdo demonstrados os resultados obtidos para massa da matéria seca
total da parte aérea. Na comparagdo entre os tratamentos da 1* colheita, o tratamento nao
inoculado em solo ndo esterilizado (NISNE), que estaria simulando as condi¢des de campo,
foi significativamente inferior ao tratamento inoculado em solo esterilizado (ISE), indicando a
ndo eficiéncia dos fungos nativos para a cultura da estévia, pelo menos até a 1 colheita. Estes
resultados confirmam aqueles obtidos no ensaio de sele¢do de fungos, com os dois isolados
(CP13 e CPVG) estando entre os menos eficientes.

Ainda na 1? colheita (Tabela 19), a introdu¢do do fungo G. intraradices, tratamento

inoculado em solo ndo esterilizado (ISNE), permitiu um ganho de 93% na biomassa da parte
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aérea em relacdo ao tratamento NISNE, por outro lado, mostrou uma queda de 40% em
relacdo ao mesmo tratamento de inoculagdo em solo esterilizado (ISE), indicando relativa
capacidade competitiva das populacdes micorrizicas nativas. Nao foram observadas diferencas
estatisticas em relag@o ao tratamento controle (NISE).

Em relacdo a 2* colheita ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os
tratamentos. Entretanto, enquanto na primeira colheita a introdugdo do fungo G. intraradices
propiciava ganhos em relacdo as populacdes flingicas nativas, neste momento ha uma
inversdo, com queda de 25% deste tratamento (ISNE) em relagdo ao tratamento NISNE. Isto
provavelmente pode ser devido a variabilidade genética da cultura da estévia, principalmente
com relagao a rebrota.

Tabela 19. Efeito da inoculacdo ou ndo de G. intraradices, tratamento do solo (esterilizado ou

nao) e época de colheita, na producao de massa da matéria seca total da parte aérea — MST (g),
de planas cultivadas em vasos na casa de vegetagao.

Epocas de colheita -

Parametros Tratamentos ¥ Colheita 2 Colheita X
ISE 8,10 aB 12,30 A 10,20
ISNE 4,81 ab 8,24 6,52
MST/planta (g) | NISE 5,82 ab 10,52 8,17
NISNE 2,48 bB 11,08 A 6,78
5% 5,30 B 10,53 A

Letras minusculas referem-se & comparago entre os tratamentos referente a cada pardmetro. Letras maitisculas a
comparagdo entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: 1 — Inoculado com G. intraradices; NI — Ndo inoculado; SE — Solo esterilizado; SNE — Solo néo
esterilizado

Na comparacao entre as médias (Tabela 34 - anexos) a MST foi significativamente
superior para o tratamento inoculado em solo esterilizado em relagdo as plantas em solo nao
esterilizado. Diferengas significativas também foram observadas para a 2* colheita em relagdo
a 1? colheita para plantas colonizadas ou ndo com o fungo micorrizico introduzido ou fungos
nativos.

Os resultados obtidos para MSF estdo demonstrados na Tabela 20 e repetem as
mesmas observagdes feitas para MST, com diferencas estatisticas entre os tratamentos
observadas apenas na 1* colheita entre o tratamento ISE e NISNE e entre as colheitas, exceto

para o tratamento ISNE.
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Como descrito para MST os resultados da 1* colheita mostram ganho de 46% pela
introdu¢do do fungo MA (ISNE) na comparagdo com o tratamento NISNE. Como as folhas
sdo as matérias primas para obtencdo de esteviosideos este ganho na produtividade torna-se
muito importante (Tabela 20).

Na 2? colheita, a diferenca entre as plantas inoculadas com G. intraradices em solo
ndo esterilizado (ISNE) em relagdo as plantas ndo inoculadas em solo ndo esterilizado
(NISNE) nao ¢ tao acentuada como aquela observada para MST, sendo menor que 10%.
Tabela 20. Efeito da inoculacdo ou ndo de G. intraradices, tratamento do solo (esterilizado ou

nao) e época de colheita, na produg¢do de massa da matéria seca folhas — MSF (g) de estévia,
de plantas cultivadas em vasos na casa de vegetacao.

Epocas de colheita —

Parametros Tratamentos ¥ Colheita 2 Colheita X
ISE 3,72 aB 531 A 4,52
ISNE 2,42 ab 4,42 3,42
MSF/planta (g) | NISE 2,88 abB 516 A 4,02
NISNE 1,30 bB 4,86 A 3,08

X 2,58 B 4,94 A

Letras minusculas referem-se a comparagao entre os tratamentos referente a cada parametro. Letras maitisculas a
comparacdo entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: I — Inoculado com G. intraradices; NI — Nao inoculado; SE — Solo esterilizado; SNE — Solo nao
esterilizado

Na comparagao das médias (Tabela 35 - anexos), diferengas significativas para MSF
foram observadas apenas em relacdo a época de colheita, com a 2 colheita diferindo
estatisticamente da 1? para plantas colonizadas ou ndo com o fungo micorrizico introduzido ou
fungos nativos.

A Tabela 21 mostra os resultados para teores de esteviosideos presentes nas folhas de
estévia. Observa-se que o tratamento que simula as condi¢des de campo (NISNE) apresentou
teores significativamente inferiores aos demais tratamentos, tanta para a 1* como para 2°
colheita e na média geral. Neste caso a ineficiéncia dos fungos nativos torna-se ainda mais
critica, pois reflete diretamente no produto de interesse que sao os esteviosideos,

A introducdo do fungo micorrizico G. intraradices, isoladamente (ISE) ou em
competicdo com as populagdes nativas do solo (ISNE) foram significativamente superiores ao

tratamento NISNE, para as duas épocas de colheita e na média geral. Entretanto foram
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estatisticamente diferentes do tratamento controle (NISE), principalmente na 2* colheita
(Tabela 21).

Praticamente ndo foram observadas diferengas nos teores de esteviosideos entre as
colheitas, exceto para o tratamento ISE, com maior concentragio na 2* colheita em relagao a 1*
colheita, indicando a influéncia do fungo ainda no final do ensaio, e também o tratamento
NISNE, com maior teor para a 1* colheita em relagao a 2* colheita, neste caso devido ao efeito
de dilui¢do e concentracao (Tabela 21).

Tabela 21. Efeito da inoculacdo ou ndo de G. intraradices, tratamento do solo (esterilizado ou

ndo) e época de colheita, no teor de esteviosideos (% m/m) em folhas estévia, de plantas
cultivadas em vasos na casa de vegetagao.

Epocas de colheita —

Parimetros Tratamentos I Colheita % Colhoita X
ISE 7,45 bB 8,43 bA 7,94 b
ISNE 8,65 a 8,49b 8,57 ab
Esteviosideo (%) | NISE 8,78 a 9,19 a 8,99 a
NISNE 6,67 cA 5,58 cB 6,13 ¢
X 7,89 7,92

Letras minusculas referem-se a comparagao entre os tratamentos referente a cada parametro. Letras maitisculas a
comparacdo entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: I — Inoculado com G. intraradices; NI — Nao inoculado; SE — Solo esterilizado; SNE — Solo nao
esterilizado

Na comparac¢do das médias (Tabela 36 — anexos), observam-se resultados totalmente
antaglnicos para os tratamentos em solo esterilizado ou ndo, inoculado ou ndo. Os teores de
esteviosideos foram significativamente superiores para solo esterilizado em relagdao solo nao
esterilizado para o tratamento ndo inoculado e o inverso foi observado para o tratamento
inoculado. Por outro lado, o tratamento inoculado foi significativamente superior ao nao
inoculado para solo ndo esterilizado, € o oposto foi observado para solo esterilizado. Nao
foram observadas diferencas para as €épocas de colheita e tratamento de inoculagdo fingica.

Efeito positivo da esterilizagao foi observado para o tratamento nao inoculado e na 2°
colheita e efeito negativo para o tratamento inoculado. Na comparacdo entre as colheitas, o
teor de esteviosideos foi significativo apenas na 2* colheita em solo esterilizado (Tabela 36).

Os resultados para acumulo de esteviosideos nas folhas de estévia estdo

demonstrados da Tabela 22.
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Como era de se esperar, em vista dos resultados obtidos para MSF e teor de
esteviosideos, o tratamento NISNE mostrou valores de quantidade acumulada de esteviosideos
significativamente inferiores aos demais tratamentos, tanto para a 1* como 2 colheita,
indicando a ineficiéncia dos fungos micorrizicos nativos (Tabela 22).

Observando-se os resultados da 1* colheita, o ganho pela introdu¢ao do fungo MA
(ISNE) chegou a 140% em comparagdo ao tratamento NISNE, enquanto que a perda pela
competicdo com os fungos nativos (ISE x ISNE) foi de apenas 24%, indicando a eficiéncia da
associacdo com G. intraradices para este parametro analisado (Tabela 22).

Estes resultados também confirmam os anteriormente obtidos para sele¢do de fungos
(item 4.2) como também os estudos desenvolvidos no CPQBA com Artemisia annua
(QUITERIO e PORTUGAL, 2005), mostrando a influéncia significativa do fungo MA para a
quantidade acumulada de principios ativos em plantas medicinais.

O actmulo de esteviosideos foi significativamente maior para as plantas da 2°
colheita em relagdo as da 1? colheita, exceto para o tratamento ISNE (Tabela 22).

Tabela 22. Efeito da inoculacdo ou ndo de G. intraradices, tratamento do solo (esterilizado

ou ndo) e época de colheita, na quantidade acumulada de esteviosideos (mg/MSF/planta) em
folhas de estévia, de plantas cultivadas em vasos na casa de vegetagao.

Epocas de colheita -

Parametros Tratamentos ¥ Colheita 2 Colheita X
ISE 275,88 aB 447,86 aA 361,87
. ISNE 208,03 ab 374,35 ab 291,19
Esteviosideo | N1 252,59 aB 474,44 aA 363,52
(mg/MSF/planta) | \1qNp 86.87 bB 271.42 bA 179.15
X 205,84 B 392,02 A

Letras minusculas referem-se & comparagao entre os tratamentos referente a cada pardmetro. Letras maitisculas a
comparagdo entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: 1 — Inoculado com G. intraradices; NI — Ndo inoculado; SE — Solo esterilizado; SNE — Solo néo
esterilizado

Diferencas significativas para acimulo de esteviosideos podem ser visualizadas na
Tabela 37 (anexos), com diferencas entre o solo esterilizado em relagdo ao nao esterilizado,
para o tratamento ndo inoculado, e entre as épocas de colheita, independente da inoculacdo ou
nao do fungo MA.

O desenvolvimento da colonizagdo micorrizica nas raizes da estévia pode ser

visualizado na Tabela 23. Diferencas significativas dos tratamentos inoculados em relagdo aos
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nao inoculados sao observados na 1? colheita, ndo importando o tratamento do solo. Observa-
se que a taxa de colonizag¢do do tratamento NISNE foi nula e que para o tratamento com G.
intraradices (ISE), foi praticamente a mesma observada no ensaio de selecao de fungo, sendo
significativamente positiva em relacdo aos fungos micorrizicos nativos do solo.

Existe uma tendéncia natural das taxas de colonizacao radicular por fungos MA se
igualarem ao longo do tempo, e isto pode ser observado pelos resultados da 2* colheita, exceto
para o tratamento NISE que deveria ter uma taxa nula, mas apresentou pequena contaminagao
(Tabela 23). E importante salientar que apesar da colonizagdo ser praticamente a mesma, a
eficiéncia do fungo G. intraradices permaneceu, como pode ser observado nos resultados de
quantidade acumulada de esteviosideos na 2* colheita.

A contamina¢do observada no tratamento NISE na 2* colheita (Tabela 23),
provavelmente pelo fungo G. intraradices, apesar de pequena e significativamente inferior as
demais, poderia explicar o bom desenvolvimento das plantas e, principalmente, o acimulo de
esteviosideos observado para este tratamento como observado na Tabela 22, refletindo, desta
forma, nos baixos valores de EM que serdo vistos adiante.

Tabela 23. Taxa de colonizagdo (%) por G. intraradices em raizes de estévia, de acordo com

o tratamento do solo (esterilizado ou ndo) e época de colheita, em plantas cultivadas em vasos
na casa de vegetacao.

Epocas de colheita —

Parametros Tratamentos ¥ Colheita 2 Colheita X
ISE 69,90 a 73,13 a 71,52 a
ISNE 82,08 a 74,82 a 78,45 a
Colonizagdo (%) | NISE 0,00 ¢ 26,81 b 13,41 b
NISNE 49,06 bB 72,88 aA 60,97 a
X 50,26 61,91

Letras minusculas referem-se a comparagao entre os tratamentos referente a cada parametro. Letras maitisculas a
comparacao entre as colheitas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: I — Inoculado com G. intraradices; NI — Nao inoculado; SE — Solo esterilizado; SNE — Solo nao
esterilizado

Na Tabela 38 (anexos) observa-se que a taxa de colonizagdo foi significativamente
superior para os tratamentos inoculados tanto para solo esterilizado quanto ndo esterilizado e
também, quando da 1* colheita.

Na Figura 31 estdo demonstrados os resultados de EM para MSF e actimulo de

esteviosideos. A eficiéncia da colonizagdo micorrizica pode ser observada tanto para matéria
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seca de folhas, quanto acimulo de esteviosideos, em solo esterilizado na 1* colheita, enquanto
que para o solo ndo esterilizado, na mesma colheita, os valores de EM passam a ser negativos,
indicando a baixa eficiéncia dos fungos micorrizicos nativos. Na 2* colheita esta eficiéncia
praticamente inexiste, com a maioria dos valores de EM negativos, devido, principalmente, a

contaminag¢do do tratamento controle (NISE), e em parte, as mesmas observagoes feitas para o

cultivo em aeroponia.
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Figura 31. Eficiéncia micorrizica para matéria seca de folhas e quantidade acumulada de
esteviosideos para as duas colheitas nos dois tratamentos de solo.

Legenda: EM: eficiéncia micorrizica; MSF: matéria seca de folhas; EST: esteviosideos; SE: solo esterilizado;
SNE: solo nio esterilizado; 1C: 1* colheita; 2C: 2* colheita.

A Figura 32 mostra imagens do ensaio conduzido em casa de vegetagdo, comparacao

entre os tratamentos na época da 2* colheita e do desenvolvimento do fungo micorrizico G.

intraradices no sistema radicular da estévia.
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== =t 3 A==
Vista geral do ensaio na época da 1* colheita Comparagio entre 0s tratamentos.

Legenda: EI - solo esterilizado e inoculado; NENI -
solo ndo esterilizado e ndo inoculado; ENI - solo
esterilizado e ndo inoculado; NEI - solo ndo
esterilizado e inoculado.

Colonizagao radicular da estévia para o Colonizagao radicular da estévia para o
tratamento em solo ndo esterilizado e ndo tratamento em solo ndo esterilizado e
inoculado na 1? colheita. inoculado na 2? colheita.

Figura 32. Imagens do experimento de vasos em casa de vegetacdo e da colonizagdo do
sistema radicular da estévia.

4.3.5 Analise comparativa dos sistemas de cultivo
Por serem sistemas distintos entre si, ndo foram aplicadas andlises estatisticas,

entretanto para a discussdo dos resultados foram elaboradas tabelas com as médias e suas
respectivas variagdes (desvio padrao), para cada um dos parametros avaliados. O experimento
com vasos em casa de vegetacdo ndo foi considerado como sistema de cultivo e sim um

controle de referéncia.
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Diferencas acentuadas na produg¢do de MST podem ser observadas na 1* colheita,
com maior producdo do cultivo em aeroponia em relagdo aos demais sistemas de cultivo,
hidropdnico e campo, inoculados ou ndo. Na 2 colheita observa-se uma recuperacdo do
cultivo em campo, diminuindo a diferenca em relacdo ao cultivo aeropdnico, enquanto em
hidroponia, apesar de um pequeno aumento de producao, continua apresentando os menores
valores. Ao final do ensaio, 3* colheita, ndo mais se observam diferencas entre o cultivo em
aeroponia e campo (Tabela 24).

No computo geral, a produtividade média reflete o descrito acima, com o cultivo em
aeroponia apresentando producdo de MST superior ao cultivo hidroponico em 4,35 e 5,31
vezes, em média, na presenca ou auséncia do fungo MA, respectivamente. Enquanto o ganho
em relagdo ao cultivo em campo foi de 1,40 vezes, independente da inoculagdo pelo fungo G.
intraradices (Tabela 24).

Pode-se observar (Tabela 24) que os desvios padrdes das médias aumentaram ao
longo do experimento, isto pode ser devido em parte ao menor numero de individuos que
foram avaliados a cada colheita, ou em parte, a propria variabilidade genética da cultura, onde
a capacidade de rebrota ainda ¢ um fator importante a ser avaliado, quando de estudos de
melhoramento genético.

Os resultados para MSF sdo demonstrados na Tabela 25. Da mesma forma como
descrito para MST a principal diferenga observada na 1* colheita ¢ em relacdo ao cultivo em
aeroponia, com producdo superior aos demais sistemas. Na 2* colheita o sistema aeroponico
apresentou producdo superior ao cultivo em hidroponia, diferenca que ndo se observa em

relagdo ao cultivo em campo, tanto na 2* quanto 3? colheita.
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Tabela 24. Produg¢do de massa da matéria seca total da parte aérea — MST/planta (g), de
plantas inoculadas ou ndo com G. intraradices, cultivadas em aeroponia, hidroponia, campo e
vasos em casa de vegetagdo, nas diferentes épocas de colheita.

Fungo

Sistemas

Epoca

micorrizico  de Cultivo 12 Colheita 2? Colheita 32 Colheita X

Aeroponia 6,150 £0,183 12,502+ 0,644 9,096 + 4,183 9,249 £ 3,473

Hidroponia 1,657 £0,177 2,696 + 1,317 2,176 £2,176

Inoculado Campo 2,776 £ 0,355 8,049 + 1,804 9,237 + 2,649 6,687 +3,379
Vasos SE 8,103 + 1,901 12,300 + 2,085 10,201 + 2,906

Vasos SNE . 4,808 £ 0,550 8,235 +£2,949 . . 6,521 £ 2,686

Aeroponia 4,997 £ 0,870 11,218+ 1,663 11,479+3,716 9,231 £3,799

Nio Hidroponia 1,328 +0.193 2,146 £ 0,415 1,737 +£ 0,533

Inoculado Campo 2,075 +0,272 9,112 +1,230 8,989 + 1,334 6,725 +£ 3,542

Vasos SE 5,818 £ 3,523 10,523 + 2,550 8,170 + 3,800

Vasos SNE 2,480 + 0,726 11,080 + 1,986 6,780 + 4,801

SE: Solo esterilizado; SNE: Solo néo esterilizado.

Na média geral tanto o cultivo em aeroponia quanto campo apresentaram producdo de
MSF muito préximas, com ligeira tendéncia de maior produtividade para o cultivo em
aeroponia, e superiores ao cultivo em sistema hidroponico. Os desvios padroes das médias, da
mesma foram como descrito acima para MST, seguem a mesma tendéncia de aumento com o
transcorrer do experimento (Tabela 25).

Os teores de esteviosideos determinados nas folhas de estévia estdo demonstrados na
Tabela 26. Neste parametro os maiores teores foram observados no cultivo em campo, com
plantas inoculadas com G. intraradices ou nao, tanto para a 1* como 2* colheitas. Valores
obtidos para o cultivo em hidroponia, proximos aos de aeroponia, podem ser atribuidos ao
efeito de dilui¢ao e concentragao.

Na 2? colheita, observou-se que os teores de esteviosideos, para as plantas cultivadas
em aeroponia, inoculadas ou ndo com fungo MA, apresentaram uma queda de
aproximadamente 43% em relacdo a 1* colheita (Tabela 26), enquanto que a MSF,

praticamente dobrou (Tabela 25), nas mesmas condig¢des, indicando, novamente, o efeito de

dilui¢do e concentragao.
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Tabela 25. Producdo de massa da matéria seca de folhas — MSF/planta (g), de plantas

inoculadas ou ndo com G. intraradices, cultivadas em aeroponia, hidroponia, campo e vasos
em casa de vegetacdo, nas diferentes épocas de colheita.

Fungo

Sistemas

Epoca

micorrizico  de Cultivo 12 Colheita 2 Colheita 32 Colheita X

Aeroponia 3,159 £ 0,285 6,027 £ 0,685 4,789 £2,132 4,658 £ 1,681

Hidroponia 1,025 £0,120 1,551 £0,728 1,288 £ 0,548

Inoculado Campo 1,882 + 0,240 4,935+1,073 5,190 + 1,501 4,002 + 1,846
Vasos SE 3,723 +£ 0,879 5,310 £ 0,559 4,516 + 1,089

Vasos SNE 2,415+0,434 4,415+ 1,953 3,415+ 1,690

Aeroponia 2,501 £0,512 5,236 £0,310 5,126 £1,208 4,288 = 1,501

Nio Hidroponia 0,840 +£0,111 1,178 £ 0,149 1,009 £ 0,219
Inoculado Campo 1,411 +£0,178 5,416 + 0,663 5,051 £0,926 3,959+ 1,944
Vasos SE 2,880 + 1,606 5,163 £0,917 4,021 +£1,719

Vasos SNE 1,303 + 0,327 4,860 + 0,720 3,081 +£1,971

SE: Solo esterilizado; SNE: Solo nao esterilizado.

Na média geral ha uma tendéncia das plantas cultivadas no campo apresentarem
maiores teores, entretanto os valores de desvios padrdes, para esta condi¢do, foram os mais
acentuados (Tabela 26). Ainda com relacdo aos desvios padroes das médias, estes estiveram
muito proximos entre si, para as trés colheitas, e praticamente ndo variaram ao longo do

ensaio, como descrito para MST e MSF.

Tabela 26. Teor de esteviosideos (%), de plantas inoculadas ou ndo com G. intraradices,
cultivadas em aeroponia, hidroponia, campo ¢ vasos em casa de vegetacdo, nas diferentes

épocas de colheita.

Fungo Sistemas Epoca —
micorrizico  de Cultivo 1* Colheita 2? Colheita 32 Colheita X
Aeroponia 7,783 £0,512 4,430 £ 0,594 5,027 £0,691 5,747+ 1,635
Hidroponia 7,360 £+ 0,558 4,967 £ 0,423 6,163 = 1,384
Inoculado Campo 9,320 + 0,805 9,268 + 0,334 4,952 +£0,936 7,847 +2,226
Vasos SE 7,450 +£ 0,222 8,433 + 0,069 7,941 + 0,547
Vasos SNE 8,645 + 0,356 8,488 + 0,050 8,566 + 0,250
Aeroponia 8,437 £ 0,644 4,797 £ 1,289 5,253 +£0,150 6,162+ 1,864
Nio Hidroponia 6,627 £+ 0,402 4,263 £ 0,121 5,445 £1,321
Inoculado Campo 9,392 +1,117 9,106 + 0,434 4916 £0,240 7,805+2,233
Vasos SE 8,783 £0,076 9,193 + 0,550 8,988 £ 0,425
Vasos SNE 6,673 + 0,243 5,580+ 0,199 6,126 + 0,619

SE: Solo esterilizado; SNE: Solo ndo esterilizado.

Na Tabela 27 sdo visualizados os resultados para a quantidade acumulada de

esteviosideos nas folhas de estévia, de acordo com o sistema de cultivo.
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Na 1? colheita observa-se maior acimulo de esteviosideos nas plantas cultivadas em
sistema aeroponico, com ou sem a inoculacdo do fungo MA, em relagdo aos demais sistemas
de cultivo, principalmente o hidropdnico, enquanto na 2* colheita os maiores valores
observados foram obtidos em plantas cultivadas no campo, independente da inoculacdo de G.
intraradices, com diferenca acentuada para o sistema hidropdnico. Os valores de acimulo de
esteviosideos na 3* colheita foram praticamente iguais tanto para o cultivo em aeroponia como
campo, independente da inoculag@o do fungo MA (Tabela 27).

Na média geral (Tabela 27) os resultados para o cultivo em campo e em aeroponia
foram muito semelhantes e superiores ao sistema hidropdnico de cultivo.

Da mesma forma como descrito para MST e MSF, os desvios padrdes das médias
aumentaram ao longo ensaio, principalmente para os sistemas que receberam a inoculagdo do
fungo micorrizico G. intraradices (Tabela 27).

Tabela 27. Quantidade acumulada de esteviosideos (mg/MSF/planta), de plantas inoculadas

ou ndo com G. intraradices, cultivadas em aeroponia, hidroponia, campo e vasos em casa de
vegetacgdo, nas diferentes épocas de colheita.

. Epoca
Fungo Sistemas - - - : —
micorrfigzico de Cultivo I* 2 3" Colheita X
Colheita Colheita
Aeroponia 245321 + 264,888 + 231,937 + 247,382 +
20,012 21,089 74,289 42,391
Hidroponia 75,522 + 74,972 + 75,247 +£19,031
11,335 27,870
Inoculado Campo 175,085 + 455,311 = 254,355 + 294917 +
24,672 84,435 73,561 136,605
Vasos SE 275,880 + 447,861 + 361,871 +
56,242 48,631 104,019
Vasos SNE 208,026 + 374,350 + 291,188 +
31,707 164,540 141,201
Aeroponia 210,606 £ 252,329 + 269,857 £ 244,264 +
42,861 73,822 68,353 60,701
Hidroponia 55,969 + 50,236 + 6,472 53,103 + 8,440
10,562
Nao Campo 132,010 £ 474,829 + 239,963 + 282,267 +
Inoculado 18,434 74,254 49,464 164,597
Vasos SE 252,595 + 474,444 + 363,519 +
139,440 87,380 160,210
Vasos SNE 86,868 + 271,423 + 179,145 +
21,988 42,976 103,587

SE: Solo esterilizado; SNE: Solo nio esterilizado.
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Algumas observagdes interessantes podem ser feitas com os resultados obtidos para o
cultivo em campo e aeroponia.

Para as plantas cultivadas no campo, o teor de esteviosideos praticamente ndo se
alterou entre a 1* e 2% colheita, ficando ao redor de 10%, entretanto a MSF mais que dobrou,
resultando em valores acumulados de esteviosideos 80% superiores ao observados para o
cultivo em aeroponia, retornando, ao término do ensaio, aos mesmos niveis do cultivo
aeroponico.

Para o cultivo em aeroponia observou-se que o teor de esteviosideos caiu,
praticamente, para a metade, entre a 1* e 2% colheita, enquanto o inverso foi observado para
MSF, resultando em valores muito proximos de esteviosideos acumulados, entre as duas
colheitas e também em relagdo a 3% colheita.

Fatores climaticos, como variagdes de luminosidade e temperatura e outros fatores
fisicos, quimicos e microbiologicos do solo podem estar relacionados com as diferencas nos
resultados obtidos no campo para os cultivos em aeroponia ¢ hidroponia em casa de
vegetacao.

O total de esteviosideos acumulados ao longo do ensaio pode ser observado na Figura
33. O cultivo em campo foi, praticamente, 20% superior ao cultivo aeroponico, tanto para as
trés colheitas, ou quando se analisa o acumulo até a 2* colheita, quando € possivel comparar os
trés sistemas. Tanto o cultivo em campo quanto em aeroponia foram muito superiores ao
sistema hidroponico. Entretanto foram inferiores ao controle, vasos com solo esterilizado,
independente da inoculacdo do fungo micorrizico.

Observou-se tendéncia das plantas inoculadas com G. intraradices, independente do
sistema de cultivo, apresentarem maior quantidade de esteviosideos nas folhas, quando

comparadas as nao inoculadas (Figura 33).
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Figura 33. Total de esteviosideos acumulados por planta ao longo do experimento para os
sistemas de cultivo e controle (vasos) para plantas inoculadas ou ndo com fungos MA.

Legenda: A:aeroponia; C: campo; H: hidroponia; V:vasos; I: inoculado; NI: ndo inoculado; SE: solo esterilizado;
SNE: solo ndo esterilizado; T: Total acumulado no ensaio (1%, 2% e 3* colheitas); 1%/2*: acumulado somente nas
duas primeiras colheitas.

Para os resultados de colonizacdo micorrizica (Tabela 28), os maiores valores de
colonizagao radicular por G. intraradices, tanto para a 1* como 2* colheitas, foram observados
nas plantas que receberam a inocula¢do de G. intraradices cultivadas em campo. Entre os
tratamentos ndo inoculados, para a mesma época de colheita, os cultivos aeropdnico e
hidroponico nao apresentaram desenvolvimento de colonizacdo micorrizica, como era
esperado, enquanto que em campo a taxa de coloniza¢ao foi muito pequena quando comparada
com o tratamento inoculado. Na 3* colheita as diferencgas restringem-se aos cultivos, nao
inoculados com G. intraradices, em campo em relagcdo ao aeroponico.

Com relacao as médias gerais, as maiores taxas de colonizagdo foram observadas para
o cultivo em campo, entretanto a variagdo na média também foi a maior entre os sistemas de
cultivo (Tabela 28).

Quanto aos desvios padrdes das médias observou-se uma tendéncia de queda ao
longo ensaio, exceto para o cultivo em campo que apresentou aumento da variagdo na 3*

colheita (Tabela 28).
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Tabela 28. Taxa de coloniza¢do micorrizica (%), de plantas inoculadas ou ndo com G.
intraradices, cultivadas em aeroponia, hidroponia, campo e vasos em casa de vegetagdo, nas
diferentes épocas de colheita.

Fungo Sistemas Epoca -
micorrizico  de Cultivo 1* Colheita 2% Colheita 3?2 Colheita X
Aeroponia 44,001 £11,037 51,055 +£8,425 43,010+4.840 46,022 + 8,276
Hidroponia 34,813 + 39,870 + 7,139 37,342 + 13,366
19,403
I Campo 78,066 £ 8,426 73,724 + 3,978 40,076 + 63,955 +20,532
noculado 17.542
Vasos SE 69,896 + 73,134 + 4,138 71,515+10,371
15,063
Vasos SNE 82,080+ 6,158 74,818 9,422 78,449 + 8,696
Aeroponia 0,000 0,000 0,000 0,000
Hidroponia 0,000 0,000 0,000
Nao Campo 16,950 £ 5,239 36,904 + 5,916 33,360 29,071 £ 11,849
Inoculado 12,066
Vasos SE 0,000 26,811 - 13,406 -
Vasos SNE 49,059 £8,061 72,877 +7,122 60,968 + 14,549

SE: Solo esterilizado; SNE: Solo ndo esterilizado.

4.4 Determinagdo de umidade de equilibrio para estévia.

Os resultados para umidade de equilibrio estdo apresentados na Tabela 29, enquanto

que os valores para as constantes estimadas, o coeficiente de determinacdo (R?) e os erros
relativos médios (E) dos modelos de isotermas, nas temperaturas ensaiadas, sdo demonstrados
na Tabela 30.

Os teores de umidade das folhas de estévia, no inicio do experimento, eram de 7,75%
para o material mantido a temperatura de 30°C e de 7,91%, para o material a 45°C.

Conforme esperado (MOHSENIN, 1986), os valores de UE aumentaram com o
incremento da atividade de 4gua e diminuiram com o aumento da temperatura (Tabela 29).

De acordo com AGUERRE et al. (1989), os modelos aceitaveis devem apresentar
erros relativos médios inferiores a 10%, e de acordo com a Tabela 30, observamos que nem

todos atenderam esta premissa.

87



Tabela 29. Valores de umidade de equilibrio e respectivos desvios padroes de folhas de
estévia em fun¢do da atividade de dgua e temperatura.

T=30°C T=45°C
sl Aw Xeq (kg kg ™) Aw Xeq (kg kg ™)
LiCl 0,1128 0,1580 + 0,0021 0,1116 0,0753 £ 0,0036
KF - - - -
MgCl, 0,3244 0,2454 +0,0113 0,3110 0,1131 +0,0043
K>CO3 0,4317 0,2549 + 0,0003 0,4147 0,1497 + 0,0057
NaBr - - 0,5195 0,1887 £ 0,0043
KI 0,6789 0,3345 + 0,0081 0,6526 0,2628 +0,0109
NaCl 0,7509 0,4639 +0,0120 0,7452 0,3477 £ 0,0078
KCl 0,8362 0,5682 +0,0157 - -
KNO; - - 0,8703 0,6914 £0,0111

Obs.: auséncia de valores na tabela indica que o valor experimental néo foi ajustado.
Valores de umidade inicial: T (30°C) = 7,75 %; T (45°C) =791 %

Os modelos que apresentaram melhor ajuste, nas temperaturas estudadas (30 e 45°C)
foram GAB com 6,94 ¢ 2,34% e HALSEY com 6,42 e 3,61%, respectivamente. O modelo
matematico BET LINEAR mostrou um erro relativo muito bom de 2,61% para a temperatura
de 45°C, entretanto para a temperatura de 30°C esse erro foi de 39,05%. Ja o modelo de
OSWIN foi razoavel para os dois valores de temperatura (30 e 45°C), com erros relativos de
9,86 e 11,60% respectivamente (Tabela 30).

Resultados obtidos de literatura demonstram que o modelo de GAB tem sido relatado
com freqiiéncia para as plantas medicinais, embora de maneira ndo muito extensa. Para este
modelo resultados foram obtidos por SILVA et al. (2004a,b) para carqueja (Baccharis
genistelloides) e caléndula (Calendula officinales) nas temperaturas de 30 e 60°C, com valores
de erros relativos observados de 11,95 e 7,95% para Carqueja e 7,95 e 6,76% para Caléndula,
respectivamente as temperaturas. FIGUEIRA et al. (2004), estudando Phyllantus niruri
(quebra-pedra), encontrou um erro relativo de 8,9% a 50°C para este modelo.

Também AREVALO-PINEDO et al. (2004), estudando Byrsonima sericea (murici),
uma frutifera da regido amazonica com alto valor nutricional, encontraram no modelo de GAB

o melhor ajuste para as temperaturas de 40 e 60°C. O mesmo foi observado por KOUHILA et
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al. (2002) estudando Eucalyptus globulus, arvore com importancia medicinal e aromatica, nas
temperaturas de 30, 40 e 50°C.

Por outro lado, 0 modelo HALSEY aparece como adequado no trabalho desenvolvido
por FIGUEIRA et al. (2004) para a espécie de Philantus amarus, com erro relativo de 9,3% na
temperatura estudada de 50°C . Para SOYSAL e OZTEKIN (1999) este modelo apresentou os
melhores resultados principalmente na temperatura de 60°C, em uma avaliagdo de 13 espécies
de plantas medicinais e aromaticas.

O modelo de BET LINEAR mostrou-se razoavel para os estudos desenvolvidos por
SILVA et al. (2004a, b) para a carqueja na temperatura de 45°C (11,95%) e para a caléndula a
45°C (11,95%) ¢ 60°C (9,23%).

Segundo KOUHILA et al. (2001), estudando isotermas de sor¢do em Mentha viridis,
Salvia officinalis e Lipia citriodora nas temperaturas de 20, 40 e 50°C, concluiram que a
equacdo de HENDERSON mostrou-se adequada para plantas aromaticas, entretanto os
resultados obtidos neste trabalho mostram que a mesma equagdo foi totalmente inaceitavel,

indicando a necessidade de se determinar a UE para cada cultura.
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Tabela 30. Estimativas dos parametros dos modelos empiricos.

Model Constantes, R? Temperaturas
odelo e erro 30°C 45°C
Xm 0,116 0,091
C 1,511 x 10° 23,854
BET LINEAR R? 0,954 0,99964
E(%) 39,05 261
Xm 636,009 14,653
C 0,00015 0,0061
BET N 0,712 4,345
R® 0,907 0,967
E(%) 17,62 30,81
E 0,044 -0,065
D 0,163 0,214
CHUNG E PFOST C 0,136 0,184
R? 0,950 0,932
E(%) 11,40 33,52
Xm 0,147 0,093
C 1,062 x 10° 19,322
GAB K 0,909 0,996
R? 0,981 0,99972
E(%) 6,94 2,34
A 0,071 0,089
B 1,806 1,179
HALSEY R® 0,979 0,9992
E(%) 6,42 3,61
K 0,100 0,100
C 0,100 0,100
HENDERSON N 0,100 0,100
R? - -
E(%) 5,186 x 10%° 2,651 x 107!
Xm 4,127 2,524 x 10°
C 0,170 2,139 x 10™
LANGMUIR R® 0,903 0,843
E(%) 19,056 35,472
A 0,298 0,176
B 0,401 0,707
OSWIN R? 0,967 0,995
E(%) 9,86 11,60
k1 0,289 0,452
nl 0,304 2,534
k2 0,289 0,452
PELEG n2 0,804 2,544
R® 0,912 0,955
E(%) 16,44 35,28

R*- coeficiente de determinacio; E - erro relativo médio.
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As Figuras 34 e 35 ilustram as comparagdes entre os valores experimentais e tedricos

previstos pelos os melhores modelos nas temperaturas de 30 e 45°C.
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Figura 34. Modelo de HALSEY, GAB e OSWIN ajustado aos valores experimentais

(T=30°C).
0,80

" 0,70 1 Dados experimentais

= —=— GAB-ER (%)=234

& 0,60 - —4— BET LINEAR - ER(%)=2,61

- 0, —

2 0s0 4 —x— HALSEY - ER(%)=3,61

2

S 040 -

=

=

g 030

3

=

< 020

<

=

E 0,10

-

O,OO T T T T T T T T T 1
0 0,1 02 0.3 04 0,5 0.6 0,7 0,8 0,9 1

Atividade de agua (aw)
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4.5 Influéncia dos sistemas de secagem no teor de esteviosideos em estévia.
Na Tabela 31 estdo demonstrados os valores de massa da matéria seca para cada

sistema de secagem nas diferentes colheitas.

Tabela 31. Massa da matéria seca de folhas de estévia (g), apés moagem, para cada sistema de
secagem nas 3 épocas de colheita.

, ] Sistemas de secagem
Epocas de colheita

Sol Estufa Secador
25/09/2002 146,28 136,34 142,04
04/12/2002 244,02 207,82 218,22
06/02/2003 137,04 151,04 146,67

Os valores obtidos sobre as condi¢cdes ambientais de temperatura, umidade e
velocidade do vento estdo demonstrados na Tabela 39 — anexos e Figuras 36, 37 e 38.

A temperatura média, para a 1* colheita foi de 22,72 + 0,21°C, enquanto nas outras
colheitas a média foi de 31,71 + 0,44°C e de 29,23 + 0,38°C para a 2* ¢ 3* colheita
respectivamente (Tabela 39 - anexos, Figura 36).

Para umidade relativa do ar registraram-se os seguintes valores de média, para as trés
colheitas: 45,2 + 0,89% (1? colheita), 56,5 + 1,79% + (2* colheita) e 64,2 + 1,81% (Tabela 39
- anexos e Figura 37).

Os valores médios, registrados para a velocidade do ar foram de 10,18 + 0,88km/h
para a 1? colheita, 14,4 + 0,91km/h para a 2* colheita e de 18,31 + 1,36km/h para a 3* colheita
(Tabela 39 - anexos, Figura 38).

De acordo com os dados obtidos observa-se que na primeira colheita (25/09/02) todos
0s parametros estiveram em niveis inferiores as outras duas colheitas, exceto no periodo da
manha, até as 11:00 h para velocidade do vento.

Enquanto esteve a sombra para a secagem final a temperatura média foi de 29,3°C,
com minima de 25,5°C e maxima de 42,4°C. A umidade relativa com média de 42% com
maxima ¢ minima de 22% e 72%, respectivamente (medidas realizadas apenas durante a

primeira colheita).

92



40

35 1
30 A
3 25
«
E W
g 20
-
(=7
g
& 15
10
5
o+
RN SN oo\ SN T SEIY\ ST ST S\ SO ST SE SN S SEENST SR SEENE Y\ SESVASTY SIS
NENSEEPNN PN SN SN N N N N SN SN RN N NN N NN N SN SN SN
‘ ——25/9/2002 —m— 4/12/2002 —&— 6/2/2003 ‘ Horas
Figura 36. Variacdo da temperatura ao longo do dia para as trés épocas de colheita.
90
%0 ‘\\‘\“A—\‘\ﬂ\
70 —8—m
§ 60 4
®
Z
E 50 4
e
< 40 *
[
=]
£
S 30
20 -
10 4
0
Q Q “ ) Q Q Q Q Q Q Q Q N Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
\“J \v \b‘ \% \\Q NN \\QJ \""'Q & \""'b‘ \b"‘Q N \b‘b‘ \b‘cj \"Q \"’cj & \O N & \N’Q o & \'\ﬂ>
| —o—25/9/2002 —=—4/12/2002 —&— 6/2/2003 | Horas

Figura 37. Varia¢do da umidade relativa do ar ao longo do dia para as trés épocas de colheita.

93




35

30 f\

25 A

=

E 20 A

=

=1

[}

=

CEREE

o

2

10 1

5,

0 — 7
I N I I I I S 0 & O QD D
AR P D DD DS D DD DS DD DD D S
NUEENEENS N RN SR SN N N N N N N RN N

NOEEN NN I N N NN N

\ e 25/9/2002 —m— 4/12/2002 —&— 6/2/2003 \

Figura 38. Variacdo da velocidade do vento ao longo do dia para as trés épocas de colheita.

A Tabela 32 mostra os resultados obtidos de teores de esteviosideos para cada época
de colheita, em cada sistema de secagem e a média para estes tratamentos.

Observou-se que, independente da época da colheita a secagem ao sol mostrou
resultados inferiores ao material secado tanto na estufa quanto no secador, sendo esta
diferenca significativa na 1? colheita. Na 2% colheita o teor foi significativamente diferente para
o material secado na estufa e na 3* colheita esta diferenca se deu com o material secado no
secador. Na comparacao entre estufa e secador nao se observou diferengas para qualquer das
épocas de colheita (Tabela 32).

Ao se comparar os sistemas de secagem, independente da época, observou-se nao
haver diferencas entre o material secado na estufa, secador ou ao sol, com uma ligeira
tendéncia favoravel para a secagem no secador a gas (Tabela 32).

Independente do sistema de secagem observou-se, a cada colheita, que o teor de
esteviosideo aumentava em relagdo a colheita anterior. O maior valor (8,43%) obtido deu-se
na 3* colheita (06/02/2003) com o material secado no secador a gas, sendo estatisticamente

diferente das colheitas anteriores. O mesmo foi observado para os materiais secados na estufa
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ou ao sol, dos quais somente a 1* colheita diferiu significativamente das duas subseqiientes
(Tabela 32).

Com relacdo as médias obtidas, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre os sistemas de secagem (Tabela 32).

Tabela 32. Teores de esteviosideos (% m/m) obtidos na parte aérea de Stevia rebaudiana, em
trés épocas de colheita e o material colhido seco em trés sistemas de secagem.

Sistemas de Secagem

Epoca de Colheita Sol Estufa (45°C) Secador (45°C)
25/09/2002 4360 B 519b A 497 ¢ A
04/12/2002 6.22aB 7264 A 6,78 b AB
06/02/2003 6.74a B 733 a AB 843 a A

e 5,55 6,60 6,72

Letras minusculas referem-se a comparagao entre as épocas de colheita para cada sistema de secagem.
Letras maiusculas referem-se a comparagao entre os sistemas de secagem para cada época ¢ a média.
Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

A maioria dos artigos disponiveis descreve os procedimentos de secagem, mas nao
fazem relagdo entre tais procedimentos e sua influéncia no processamento das folhas de
estévia e, consequentemente, nos teores de esteviosideos.

Procurou-se observar durante o processo de secagem a manuten¢do da coloracao
esverdeada das folhas de estévia, como descritos por PUERTA (2001) e VALOIS (1992).

Com base nos experimentos realizados, observou-se que a secagem ao sol, principal
procedimento adotado pelos produtores, a perda no teor de esteviosideos, pode chegar até 20%
(3* colheita), em relagdio & secagem em um secador. E importante salientar que o material
secado ao sol, além de ficar exposto a elementos ambientais (poeira, insetos, etc), tende a
apresentar menor uniformidade, devido as variagdes climaticas de temperatura, umidade e
velocidade do ar, prejudicando o processo de moagem e, portanto, melhor controle da matéria

prima, tornando-se dificil predizer o tempo de secagem.
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5. CONCLUSOES

e O substrato Rendmax Citrus sem adubagdo foi o que propiciou melhores condi¢des
para a colonizagao radicular de B. humidicula por fungos micorrizicos arbusculares.

e Nas condi¢des experimentais, o fungo micorrizico Glomus intraradices foi o mais
eficiente para o desenvolvimento da estévia.

e O efeito da inoculacao do fungo G. intraradices no desenvolvimento e producdo de
esteviosideos foi positivo para todos os sistemas de cultivo, com EM média 16% para
MSF e de 18% para esteviosideos.

¢ A maior produtividade em termos de massa da matéria seca da parte aérea foi obtida
com o cultivo em aeroponia, enquanto no campo obteve-se maior quantidade
acumulada de esteviosideos. O desenvolvimento da cultura foi insatisfatorio em
condig¢des de cultivo hidropdnico.

e O modelo que representou melhor ajuste, nas temperaturas de 30 e 45°C, foi GAB com
valores de erro relativo médio 6,94 e 2,34%, respectivamente.

e Por permitir melhor controle do processo, o secador a gas ¢ o mais indicado para a

secagem da estévia.
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7. ANEXOS

Tabela 33. Produ¢do de massa da matéria seca total da parte aérea (MST), massa da matéria
seca de folhas (MSF), teor e quantidade acumulada de esteviosideos nas folhas e porcentagem
de colonizacao por fungos MA em plantas de estévia. Média de cinco repeti¢des.

MST/planta MSF/planta Esteviosideo Esteviosideo Colonizagao

Fungos (g) (2) (%) (mg/MSF/planta) micorrizica
0

IAC43 2,80 a 1,65 a 4,39 a 72,205 a 75,(52))21
IAC42 2,64 a 1,60 a 2,39d 38,258 be 68,37 a
IAC13 2,61 a 1,62 a 295¢ 47,731 b 57,43 a
IAC23 2,14 ab 1,28 ab 2,73 ¢ 34,956 bed 75,77 a
CP13 1,57 be 1,00 be 2,17d 21,657 cde 56,01 a
CPVG 1,34 bed 0,88 bed 2,40d 21,024 de 61,35a
IAC50 0,81 cd 0,56 cd 3,00 c 16,811 e 27,420
CTRL 0,58d 0,41d 3,92b 16,046 e 0,00 b

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

IAC 13 = Acaulospora sp; IAC 23 = Entrophospora sp; IAC 42 = Glomus etunicatum; 1AC 43 = Glomus
intraradices; 1AC 50 = Glomus macrocarpum; CP13 = Acaulospora sp; CPVG = Glomus sp; CTRL = Controle
ndo inoculado

Tabela 34. Comparagdo entre as médias de tratamento de solo (esterilizado e ndo esterilizado)
e épocas de colheita (1° e 2 Colheita) em relagdo aos tratamentos de inoculagio (inoculado e
ndo inoculado) para massa da matéria seca total da parte aérea — MST (g), em plantas de
estévia cultivadas em vasos na casa de vegetacao.

Fungo micorrizico — Solo —
Esterilizado Nao Esterilizado
Inoculado 10,20 A 6,52 B
Nao Inoculado 8,17 6,78
Letras maiusculas referem-se as diferencas entre os tratamentos para solo esterilizado ou néo.
Fungo micorrizico - Epoca -
1* Colheita 2% Colheita
Inoculado 6,46 B 10,27 A
Nao Inoculado 4,15B 10,80 A

Letras maiusculas referem-se as diferencas entre colheitas.
Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 35. Comparagdo entre as médias de tratamento de solo (esterilizado e nao esterilizado)
e épocas de colheita (1° e 2 Colheita) em relagdo aos tratamentos de inoculagdo (inoculado e
ndo inoculado) para massa da matéria seca de folhas — MSF (g), em plantas de estévia
cultivadas em vasos na casa de vegetagao.

Fungo micorrizico — Solo —
Esterilizado Nao Esterilizado
Inoculado 4,52 3,42
Nao Inoculado 4,02 3,08
Fungo micorrizico - Epoca -
1?* Colheita 2% Colheita
Inoculado 3,07B 4,86 A
Nao Inoculado 2,09B 5,01 A

Letras maiusculas referem-se as diferencas entre colheitas.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 36. Comparagdo entre as médias de tratamento de solo (esterilizado e nao esterilizado)
e épocas de colheita (1° e 2 Colheita) em relagdo aos tratamentos de inoculagdo (inoculado e
ndo inoculado) para teor de esteviosideos (% m/m), em plantas de estévia cultivadas em vasos
na casa de vegetacao.

Fungo micorrizico — Solo —
Esterilizado Nao Esterilizado
Inoculado 7,94 bB 8,57 aA
Nao Inoculado 8,99 aA 6,13 bB

Letras minusculas referem-se as diferengas entre os tratamentos inoculados ou nao. Letras maitisculas referem-se
as diferencas entre os tratamentos para solo esterilizado ou ndo.

Fungo micorrizico - Epoca -
1* Colheita 2% Colheita
Inoculado 8,05 8,46
Nao Inoculado 7,73 7,39

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 37. Comparagdo entre as médias de tratamento de solo (esterilizado e nao esterilizado)
e épocas de colheita (1° e 2 Colheita) em relagdo aos tratamentos de inoculagdo (inoculado e
nao inoculado) para quantidade acumulada de esteviosideos (mg/MSF/planta), em plantas de
estévia cultivadas em vasos na casa de vegetacao.

Fungo micorrizico — Solo —
Esterilizado Nao Esterilizado
Inoculado 361,87 291,19
Nao Inoculado 363,52 A 179,15 B
Letras maiusculas referem-se as diferengas entre os tratamentos para solo esterilizado ou nio.
Fungo micorrizico - Epoca -
1* Colheita 2% Colheita
Inoculado 24195 B 411,11 A
Nao Inoculado 169,73 B 372,93 A

Letras maiusculas referem-se as diferencas entre colheitas.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 38. Comparagdo entre as médias de tratamento de solo (esterilizado e ndo esterilizado)
e épocas de colheita (1° e 2 Colheita) em relagdo aos tratamentos de inoculagdo (inoculado e
ndo inoculado) para porcentagem de colonizacdo micorrizica (%) em plantas de estévia
cultivadas em vasos na casa de vegetagao.

Fungo micorrizico — Solo —
Esterilizado Nao Esterilizado
Inoculado 71,52 a 78,45 a
Nao Inoculado 13,41 bB 60,97 bA

Letras minusculas referem-se as diferencas entre os tratamentos de inoculag@o. Letras maiusculas referem-se as
diferencas entre os tratamentos para solo esterilizado ou ndo.

Fungo micorrizico - Epoca .
1* Colheita 2% Colheita
Inoculado 75,99 a 73,98
Nao Inoculado 24,53 b 49,84

Letras mintsculas referem-se as diferengas entre os tratamentos de inoculagao.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 39. Valores de temperatura, umidade relativa e velocidade do vento durante o periodo
de secagem da estévia ao sol para as 3 épocas de colheita.

25/09/2002 04/12/2002 06/02/2003
Horirio 1 UR v.ooT UR v T UR v
Q) (») (kmh) (€ (%) (kmh) (C) (%) (kmh’)
10:30h 19,8 55 18,0 278 70 120 257 81 14,7
10:40h 20,0 55 180 279 170 122 288 79 14,9
10:45h 21,0 54 183 280 69 124 259 78 15,1
10:55h 21,5 52 18,7 286 67 16,1 259 78 15,3
11:00h 22,0 50 19,0 290 66 1,0 26,0 77 15,5
11:10h 22,5 48 13,0 293 66 9,6 26,8 74 16,5
11:20h 23,0 46 10,0 298 66 9,6 273 73 17,5
11:50h 23,5 44 80 30,1 67 9,6 28,1 68 17,5

13:00h 24,0 44 6,0 31,2 62 14,0 28,7 65 13,0
13:30h 23,7 43 6,3 32,2 60 18,2 29,5 64 10,0

13:40h 233 42 6,7 32,3 57 16,0 30,0 63 9,2
14:00h 23,0 41 7,0 32,5 55 13,0 30,3 61 15,0
14:20h 23,2 41 7,0 32,7 53 11,0 30,6 61 20,3
14:40h 233 41 7,0 32,8 53 9,9 30,9 59 16,0
14:50h 23,2 42 7,2 32,8 53 17,0 31,2 58 12,0

15:00h 23,1 42 7,4 32,8 54 24,0 31,3 59 20,0
15:50h 23,2 42 7,6 33,0 50 24,0 30,8 61 31,5
16:10h 23,1 43 7,9 33,1 49 24,0 30,8 58 30,0
16:20h 23,3 43 8,2 33,4 49 20,0 30,4 56 28,7
16:40h 23,2 43 8,5 33,8 49 15,0 30,4 56 25,9
16:50h 23,1 44 8,7 34,3 49 10,3 30,4 55 25,9
17:00h 23,0 44 9,0 34,0 47 11,0 30,5 54 25,9

17:10h 23,0 44 9,0 33,9 45 12,0 30,5 52 25,9
1720h 23,0 44 8,9 33,7 44 13,6 30,2 56 15,0

17:30h 22,9 44 9,0 33,7 43 14,7 29,8 60 6,4
Y 22,72 45,2 10,18 31,71 56,5 14,41 29,23 64,2 18,31

Desvio -y 06 443 442 218 896 456 188 9,02 677

Padrio
Erro
- 0,21 0,89 0,88 0,44 1,79 0,91 0,38 1,81 1,36
Padriao
Min. 19,8 41 6,0 27,8 43 9,6 25,7 52 6,4
Max. 24,0 55 19,0 34,3 70 24,0 31,3 81 31,5

Obs.: T- Temperatura; UR — umidade relativa; V — Velocidade do vento
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